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Souhrn

Divoky druh ¢iroku Sorghum purpureosericeum muze nad ramec své chromozomalni sady
obsahovat také nadbytecné B chromozomy, coz jsou postradatelné elementy, které svym
hostitelskym organismim zpravidla neposkytuji zadnou vyhodu. B chromozomy
S. purpureosericeum nejsou stabilni ve vSech pletivech a béhem brzkého embryonalniho
vyvoje dochazi k jejich eliminaci ze vSech pletiv kromé nediferenciovanych meristému
nadzemnich organt.

Cilem této prace bylo vytvoreni referenni genomové sekvence S. purpureosericeum
a transkriptomicka analyza RNA-Seq dat embryi v rizném stadiu vyvoje za ucelem selekce
kandidatnich gent, které jsou odlisné exprimovany a mohly by byt zodpovédné za eliminaci
B chromozomu.

Reference byla ziskana pomoci nastroje SMARTdenovo a nasledné pieci§téna programy
Medaka a NextPolish. Vysledna sekvence ma délku 2,82 Gb a kompletnost ¢inila 98,7 % na
zakladé BUSCO skore. Pro transkriptomicky experiment byla izolovana B+ i BO embrya
a endospermy Ctyt vyvojovych kategorii. Pro ovéfeni B-statusu embryi byla pouzita DNA



izolovana z endospermu a z vybranych embryi byla nasledné izolovana RNA. Po NGS
sekvenovani RNA embryi byla provedena bioinformaticka analyza RNA-seq dat.

Vysledky ukazuji na moznou roli B chromozomu v regulaci genové exprese béhem vyvoje
zejména v nejmladSich vzorcich embryi. Diferencialni analyza téchto mladych embryi
odhalila 424 genl se zvySenou expresi. Nékteré z t€chto genud jsou pravdépodobné umistény
na B chromozoému a mohou predstavovat kandidaty pro soubor genti odpovédnych za

eliminaci B chromozomu z pletiv S. purpureosericeum.
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Summary

The wild species Sorghum purpureosericeum can contain supernumerary B chromosomes in
addition to its normal chromosomal set. B chromosomes are dispensable elements that
typically provide no advantage to their host organisms. B chromosomes of
S. purpureosericeum are not stable and are eliminated from all tissues except apical meristem
during early embryonic development.

The aim of this study was to create a reference genome sequence of S. purpureosericeum
and perform transcriptomic analysis of RNA-Seq data from embryos at different stages of
development in order to identify candidate genes that are differentially expressed and could be
responsible for B chromosome elimination.

The reference sequence was obtained using the SMARTdenovo tool and subsequently
polished using Medaka and NextPolish tools. The resulting sequence has a length of 2.82 Gb
and completeness of 98.7 % BUSCO score. Both B+ and BO embryos and endosperms of

four developmental categories were isolated for the transcriptomic experiment. DNA isolated



from endosperms was used to verify the B-status of embryos, and RNA was subsequently
isolated from selected embryos. After NGS sequencing, bioinformatics analysis of the RNA-
seq data was performed.

The results suggest a possible role of the B chromosomes in the regulation of gene
expression during development, particularly in the youngest embryonic category. The
differential analysis of these young embryos revealed 424 genes with increased expression.
Some of these genes are most likely located on the B chromosome and may represent
candidates for the set of genes responsible for the elimination of the B chromosome from

S. purpureosericeum tissues.
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1 Uvod

Rostouci globalni populace spolu se zménou klimatu vyviji na svétovou potravinovou
bezpecCnost ¢im dal vétsi tlak. Do roku 2050 dosahne svétova populace 9,7 miliardy a bude
potfeba produkovat o 70 % vice potravin nez nyni (Tripathi et al., 2019). Jako alternativa
kukufice se nabizi sladky cirok, dals§i C4 plodina, ktera je oproti kukufici schopna rist
i v suchych oblastech, a proto je ¢irok vniman jako potravina budoucnosti. Ackoliv je nejvice
pestovany druh Ciroku kultivovany Sorghum bicolor, vénuje se nyni pozornost 1 divokym
druhtm ciroku, které obsahuji geny rezistence na fytopatogeny i geny abiotické rezistence
a mohou tak byt vyuzity ke kiizeni s kulturné péstovanym druhem (Harlan, 1992; Kamala et
al., 2002; Kamala et al., 2009).

Rod Sorghum muze nad ramec své chromozomalni sady obsahovat také nadpocetné
B chromozomy. Tyto B chromozomy, které se vyskytuji napfic¢ fiSemi rostlin, hub i Zivocichdg,
nepodléhaji pravidlim Mendelovy dédic¢nosti a neposkytuji svym hostitelim vétSinou zadnou
vyhodu. Vyskyt B chromozému u druhu Sorghum purpureosericeum je v rostliné nestabilni
ve vSech pletivech kromé kvétenstvi a k jeho selektivni eliminaci pravdépodobné dochazi jiz
v raném vyvoji embrya.

Programovana eliminace B chromozomu je velmi zajimavy biologicky fenomén, ktery byl
v rostlinach jiz dfive zaznamenan. U nékterych druhl, jako je Haploppapus gracilis
(Ostergren & Frost, 1962), Poa timoleontis (Nygren, 1957) a Aegilops speltoides (Mochizuki,
1957; Mendelson & Zohary, 1972) je B chromozom eliminovan z kofend.

Studium eliminace B chromozomua je sledovano také za ucelem pochopeni evoluce
a adaptace B chromozomu v hostitelskych organismech. Aplikace tohoto vyzkumu by mohla
inovovat studium lidskych chromozomalnich aberaci, které by eventuelné mohlo vést
k novym piistupim 1écby. Vyzkum eliminace B chromozomii ma také potencial k vyuziti

v agrikulture a rostlinné biotechnologii za ucelem Slechténi.
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2 Cile prace

Cilem predkladané prace byla analyza transkriptomu embryi ciroku Sorghum
purpureosericeum v prubéhu vyvoje. Teoreticka Cast se zabyva vypracovanim literarni reSerSe

na dané téma. Experimentalni ¢ast prace zahrnuje:

e Sestaveni kontigli genomové sekvence.
e RNA-Seq analyza v prubé&hu vyvoje embryi.

e Identifikace kandidatnich gent zodpovédné za eliminaci B chromozomu.
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3 Literarni piehled

3.1 Cirok (Sorghum)

Cirok, zejména pak Cirok dvoubarevny (Sorghum bicolor L.), je zakladni potravinou pro
miliony lidi zijicich v polosuchych oblastech Afriky a Asie. Jde o kratkodenni C4 rostlinu
s vysokou odolnosti ristu v teplych a suchych podminkach. Vzhledem ke globalni vyzveé
stanovené Svétovym summitem o potravinové bezpecnosti navysit produkci potravin o 70 %
(FAO, 2009) je cirok za soucasnych zmén klimatu jednou z nadéjnych potravin budoucnosti.
Kromé zdroje obzivy je Cirok péstovan i za ucelem krmiva a aditiva do biopaliv, a to zejména

ve Spojenych statech americkych a Australii (Reddy & Yang, 2005).
3.1.1 Taxonomie a geografické rozsireni ¢iroku

Rod Sorghum je klasifikovan do Celedi lipnicovitych (Poacae), tribu Andropogoneae. Na
zakladé morfologickych znaka jako je barva zrn ¢i plev a perzistence kvétni stopky, byl rod
Sorghum pavodné dé€len na dva podrody — Eu-sorghum a Parasorghum (Snowden, 1936).
Dnes se k témto dvéma podrodim fadi navic podrody Chaetosorghum, Heterosorghum
a Stiposorghum (Lazarides et al., 1991) (Obr. 1). Divoky druh C¢iroku Sorghum

purpureosericeum studovany v této praci je fazen do podrodu Parasorhum (Obr. 1).

I SORGHUM l

Section/subgenus

| |

Chaetosorghum Heterosorghum Parasorghum Stiposorghum

Species B LSpr-cios Species

Species Species

L[}

S. macrospermum S. laxiflorum S. grande
e S. leiocladum S. angustum
j S. matarankense S. amplum

| S. nitidum S. brachypodum
| S. bulbosum
. timorense S. ecarinatum
S. versicolor S. exsta.ns
‘ S. Interjectm

S. halepense S. bicolor ] S. propinquum

Subsp.
verticilliflorum

S. intrans
S. plumosum
S. stipoideum

‘ * S. trichocladum

Obrazek 1: Taxonomicka klasifikace rodu Sorghum. Studovany druh S. purpureosericeum je oznacen
¢ervené, hvézdi¢kou je oznacen jesté nezarazeny druh. Pievzato z Bednarova et al., 2021.

Domestikace ¢iroku se datuje 4500—8 000 let zpét v oblastech Afriky a Indie (Mann et al.,
1983; Damania, 2002) a v 17. stoleti byl rozsifen do USA (Rajendra Kumar & Patil, 2015).
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Obecné plati, ze v rozvojovych zemich je Cirok péstovan tam, kde neni mozné péstovat
z davodu klimatickych podminek jiné plodiny. Takovymi oblastmi jsou zejména suché tropy,
avSak divoké druhy cirokti vykazuji znacnou adaptabilitu na rozmanitéjsi podminky klimatu
(Harlan, 1992; Bramel-Cox, 1988).

Druhy ciroku z podrodu Eu-sorghum jsou povazovany za ,pravy Cirok®, tedy cirok
hospodarsky vyuzivany. Zahrnuje druhy: S. bicolor, S. propinquum, S. halepense a hybridni
druh s nazvem Sorghum xalmum Parodi (USDA, 2022). Druhy ¢iroku z podrodu Eu-sorghum
1ze najit po celé Africe, jihovychodni Asii a jizni Eurasii (Ananda et al., 2020).

Podrod Parasorghum zahruje 5 druhd, z nichz 3 se nachazi vyhradné v Australii. Do
tohoto podrodu spadd i Sorghum purpureosericeum, ktery lze nalézt v Indii, vychodni
a zapadni tropické Africe a na jihu Sahary (Ananda et al., 2020). Posledni zastupce,
S. versicolor, je opét africky druh.

Ciroky podrodti Chaetosroghum, Heterosorghum a Stiposorghum obvykle rostou

v Australii ¢i Nové Guinei (Ananda et al., 2020).
3.1.2 Vyuziti ¢iroku

Vyuziti cCiroku je soustfedéné zejména na druh Sorghum bicolor. V souasnosti
jsou nejvétsimi svétovymi producenty ¢iroku USA, Nigérie, Indie, Mexiko a Sudan. K roku
2021 bylo celosvétove vyprodukovano 62 milionl tun Ciroku na téméf 41 milionech
hektarech (FAO, 2009).

Cirok ma vysokou toleranci k rtiznym abiotickym stresim a vysokou efektivitu vyuziti
vody. Z toho divodu se za Gcelem potravy péstuje v suchych oblastech a nahrazuje plodiny
v mistech, kde se zhorSuje dostupnost vody (Xie & Xu, 2019). V rozvojovych statech Afriky
a Asie je tak cirok zakladnim zdrojem obzivy. Chemické slozeni a nutricni hodnota
cirokového semena jsou podobné ryzi, kukufici a pSenici. Obsahuje velky podil
polysacharidd, bilkovin, lipidd, mineralli a karotenoidi (de Morais Cardoso et al., 2017).
V cirokovém endospermu se také nachazi vitaminy — B komplex i1 vitaminy rozpustné
v tucich (Slavin, 2004). Sorghum je mimo jiné zdrojem bioaktivnich latek vétSinou
fenolického charakteru. Cirok déle stejn& jako kukufice neobsahuje lepek, a je tedy vhodnou
obilninou pro celiaky (Pontieri et al., 2013).

Cirok ma dale vyborné vlastnosti picniny. Je dobfe stravitelny a obsahuje dilezité Ziviny
pro krmeni hospodarskych zvifat. Biomasa (stonky, listy i semena) se pak také pouziva
k vyrobé chemikalii zlignocelulozy a vldken na biomaterialy (Silva et al., 2022). Biomasa

ciroku je také udrzitelny zdroj pro vyrobu biopaliv.
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Sladké kultivary ciroku byly vySlechtény jako alternativni zdroj cukru v oblastech
nevhodnych pro produkci cukrové titiny, k vyrobé sirupu a alkoholové destilaci (Silva et al.,
2022). Divoké druhy cirokdi mohou byt vhodnym zdrojem gent pro vylepseni plodin, jelikoz
jsou vice geneticky rozmanité nez kulturni Ciroky (Meilleur & Hodgkin, 2004) (Barnaud et
al., 2009). Nekteré z divokych Cirokti vykazuji jistou miru adaptability na biotické ¢i abiotické
stresy. Naptiklad divoky Cirok Sorghum arundinaceum je adaptovany na vlhké podminky
(Harlan, 1992), coz je vlastnost nevyskytujici se u péstovanych ciroka, a divoky Sorghum
virgatum je schopen rastu v suchych podminkach s vyssimi teplotami (Bramel-Cox, 1988).
Divoké ciroky vykazuji odolnost vi¢i riznym parazitim. Jednim znich je moucha
Atherigona soccata, ktera v Asii a Africe pusobi primémé 5% ztraty tGrody, nebo paraziti

z taxonu Oomycetes (Kamala et al., 2002; Kamala et al., 2009).
3.2 B chromozémy

Geneticka informace jedinci je organizovana do konstantniho poc¢tu chromozomu
specifického pro dany druh (A chromozomy). Nekteré organismy vSak mohou obsahovat
nadbyte¢né chromozomy, které se nazyvaji B chromozémy a vyskytuji se v karyotypu nad
ramec bézné chromozomalni sady. Tyto chromozémy obvykle nepfinaseji nositeli zadnou
vyhodu a jejich pfitomnost mize naopak snizit vitalitu a fertilitu hostitelského organismu.
Jsou proto Casto povazovany za "sobecké" prvky, které se i pfes svou neuzite¢nost udrzuji
v populaci. B chromozoémy se také vyznacuji tim, ze se jejich pfenos do potomstva nefidi
Mendelovymi zakony dédi¢nosti a jejich vyskyt se 1isi jak mezi populacemi, tak 1 mezi jejimi
jedinci.

32.1 Vyskyt

Vyskyt B chromozomu byl poprvé zaznamenan roku 1907 v rodu Metapodius (Wilson, 1907).
V rostlinach byly identifikovany az ve dvacatych letech, a to v zitu (Gotoh, 1924) a v kukufici
(Kuwada, 1925). Tyto chromozomy byly oznaCeny za ,,nadbytecné“ (z anglického vyrazu
,,supernumerary) v roce 1927 (Longley, 1927), a termin , B chromozém®, ktery je odlisil od
béznych , A chromozému“, byl zaveden az v roce 1928 (Randolph, 1928). Tyto dva terminy
jsou dodnes bézné pouzivany.

Od objeveni B chromozomu pied vice nez sto lety byly tyto nadpocetné elementy popsany
ve vSech eukaryotickych fisich. Databaze B-chrom uvadi 2 828 organisma s B chromozomy,
ztoho rostliny predstavuji 2 087 druhl, zivoCichové 736 druhi a houby 14 druht
(D'Ambrosio et al., 2017). Dle databaze CCDB (The Chromosome Counts Database), ktera
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poskytuje chromozémové pocty pro 77 958 druhti rostlin (Rice et al., 2015), 1ze tedy odvodit,
ze B chromozomy se vyskytuji u2-3 % druht rostlin. Je vSak velmi pravdépodobné, ze
frekvence vyskytu B chromozomi je podstatné vétsi. Vyzkum druht totiz neni rovnomérné
rozdélen mezi veskeré organismy a komplikuje ho také omezena pritomnost B chromozomu
v tkanich ¢i pletivech, které se bézné nevyuzivaji ke stanoveni karyotypu.

Frekvence vyskytu B chromozomu je nezavisla na ploidii genomu (Palestis et al., 2004;
Trivers et al., 2004). V zivoCisné fisi je obecné vyskyt B chromozomu cast€jsi u savca
s akrocentrickymi A chromozémy (Palestis et al., 2004). U rostlin jsou B chromozémy
zastoupeny rostlinnymi druhy s vétsimi genomy (Trivers et al., 2004), které 1épe toleruji
nadbyteCny geneticky material (Levin et al., 2005). Literatura také popisuje korelaci mezi
zvySenym vyskytem B chromozoma a zneCi§t€énim v zivotnim prostfedi ¢i stresovymi

klimatickymi podminkami (Douglas & Birchler, 2017).
3.2.2 Diverzita, morfologie a stabilita

Vzhledem ke svému rozmanitému vyskytu napfi¢ eukaryotickymi organismy se mezi
B chromozomy vyskytuje velka mira diverzity. Karyotypova diverzita B chromozomui
zahrnuje rozdily v poctu kopii, velikosti ¢i poloze centromery.

B chromozomy se obvykle v genomu nachazi v nizkém poctu kopii, ale nékteré organismy
jevi prekvapivé velkou toleranci k jejich pfitomnosti. Naptiklad u kukufice seté bylo
pozorovano az 34 kopii B chromozomu (Jones, & Rees, 1982). Sukulent Pachyphytum fittkaui
je schopen ve svém genomu nést az 50 kopii a jedna se tak o doposud nejvyssi zaznamenany
pocet kopii B chromozomu v rostlinach (Uhl. & Moran, 1973). Tyto vysoké poCty jsou vSak
spiSe vyjimkou a vypovidaji o vysoké frekvenci pfenosu B chromozomu ¢i toleranci
organismu k neseni nadbyte¢né genetické informace (Camacho, 2005).

Variabilita se tyka i velikosti B chromozoému napfi¢ druhy. U vétSiny druhi rostlin, pro
které jsou dostupné informace, maji B chromozomy délku jedné az tii Ctvrtin primérné
velikosti A chromozomu. Existuje pouze par druhd, u kterych je v mitéze B chromozom
stejné velikosti jako A chromozom. Takovym piipadem je Clarkia elegans (Lewis, 1951)
nebo Sorghum nitidum (Raman & Krishnaswami, 1960). U nékterych druhd jsou
B chromozomy podstatné mensi nez nejmensi A chromozomy. Takovy piiklad , mikro®
B chromozomu je u rostlin znam naptiklad u Hypochoeris maculata (Parker et al., 1982)
(Obr. 2A). Zatim neni znamo mnoho rostlinnych druhti, u kterého by B chromozomy
presahovaly velikost nejvétsiho z A chromozomu tak, jako je tomu napfiklad u kaprovité ryby

Alburnus alburnus (Ziegler et al., 2003) (Obr. 2B). Diverzitu ve velikosti B chromozomu 1ze
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bézné nalézt i vramci jednoho druhu, kdy miize existovat vice typu B chromozomu

i u jednoho jedince. (Henriques-Gil et al., 1984; Lopez-Leon et al., 1993)

=% | 00 xx 58
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Obrazek 2: Diverzita velikosti B chromozomi. A — B chromozéom mensi nez A chromozomy
Hypochoeris maculata, B — B chromozém vétsi nez A chromozdémy ryby Alburnus alburnus.
Modifikovano z Parker et al., 1982 a Schmid et al., 2006.

B chromozomy jsou nejcastéji metacentrické nebo akrocentrické, a to se opét muze lisit
i v ramci jednoho druhu. Je vSak zajimavé, ze morfologie B chromozoémi odrazi morfologii
A chromozomu (Henriques-Gil et al., 1984; Lopez-Leon et al., 1993).

B chromozémy se vyznacuji vysokym obsahem heterochromatinu s vysokou urovni
kondenzace po vétSinu bunééného cyklu. Tento znak vyplyva z vysokého obsahu repetitivni
DNA, zejména satelitni (satDNA), ribozomalni (rDNA) a DNA mobilnich elementd
(mobDNA) (Camacho, 2005). Organelova DNA, mobilni elementy a jiné repetitivni sekvence
se zde mohou hromadit, protoze B chromozomy nejsou pod selekénim tlakem (Martis et al.,
2012; Lamb et al., 2007; Kour et al., 2013).

Vznikem B chromozomu se zabyva vice hypotéz, z nichZ nejvice pravdépodobny je jejich
ptivod z A chromozomového komplementu, a to bud’ intraspecificky (ze stejného druhu
soucasného hostitele) i interspecificky (mezidruhove). Intraspecificky vznikl B chromozom
kukufice, zita a také né€kterych druhd ryb (Lamb et al., 2005; Martis et al., 2012; Serrano et
al., 2017). Naopak na interspecificky pivod B chromozoému ukazuje piipad vosy Nasonia
vitripennis, kde molekularni fylogeneze retrotranspozonu NATE odhalila jeho pfitomnost
u ciztho druhu vosy rodu Trichomalopsis (McAllister & Werren, 1997) a interspecifickym
kiizenim byl potvrzen vznik B chromozomi de novo (Perfectti & Werren, 2001). Dalsi
hypotézou ptivodu B chromozoémi je vznik z pohlavnich chromozémi, coz bylo potvrzeno
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napiiklad u sarancete Eyprepocnemis plorans (Lopez-Ledn et al., 1994) a u ryb rodu
Characidium (Pansonato-Alves et al., 2014).

B chromozémy se vyskytuji stabilné ve vSech rostlinnych pletivech béhem vyvoje rostliny
a jejiho rustu, nicméné nasledkem abnormalniho chovani béhem bunétného déleni existuji
vyjimky z tohoto pravidla. Somaticka variace ve frekvenci poctu kopii se vyskytuje naptiklad
v Crepis capillaris, kde se pocet B chromozomu v nadzemnich pletivech lisi od poctu kopii
B chromozomt v kofenech (Rutishauser & Rothlisberger, 1966). Uplna absence
B chromozomu z kofent byla popsana v Haploppapus gracilis (Ostergren & Frost, 1962),
Poa timoleontis (Nygren, 1957) ¢i Aegilops speltoides (Mochizuki, 1957; Mendelson
& Zohary, 1972).

Mechanismus této pletivove specifické distribuce B chromozomt byl nedavno objasnén
pravé u druhu Aegilops speltoides. Jiz dfive bylo zndmo, ze tento druh obsahuje
B chromozomy ve vsech pletivech kromé kotfenti dospélych rostlin (Jones & Rees, 1982).
Nicméné az studie z roku 2020 odhalila, ze k eliminaci B chromozomt dochazi jiz par dni po
opyleni v brzkém stadiu vyvoje embrya (Ruban et al., 2020). V pétidennim embryu (5 DAP,
z anglického ,,days after pollination) A. speltoides lze pozorovat B chromozém ve vsSech
burikach embrya (Obr. 3A), zatimco v patnactidennim embryu (15 DAP) je zfetelna oblast

embryonalniho kofene, z néhoz je B chromozém zcela eliminovan (Obr. 3B).
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Obrazek 3: Fluorescencni in situ lokalizace B specifické sondy na fezech embryi A. speltoides.
B-specificka sonda AesTR-183 je na sloucenych obrazcich (Al, Bl) znazornéna cervené . Na
obrazcich A2, B2 je zdiraznéna pouze vrstva s B-specifickym signalem v bilém zobrazeni. A — 5 DAP
embryo s B chromozomem ve vSech burikach. Méfitko 10 um. B — 15 DAP embryo, Sipky ukazuji na
region kofene bez pfitomnosti B chromozomi. Méfitko 100 um. Modifikovano z Ruban et al., 2020.

K eliminaci B chromozoémii dochazi v prubéhu mitotického dé€leni jako nasledku
segregacniho selhani. V somatickych kofenovych bunkach lze pozorovat v anafazi
zpozd'ovani B chromozému pii tazeni chromozomu k opa¢nym polim (Obr. 4A). Opozdéné
chromozomy se nezaCleni do novych jader a zistavaji v cytoplazmé. V telofazi se poté
formuje mikrojadro, které obsahuje B chromozémy, a které je nasledné degradovano

(Obr. 4B).
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Obrazek 4: Eliminace B chromozoému A. speltoides cestou tvorby mikrojader. Piipojeni chromozému
k d€licimu vfeténku je vizualizovano imunologicky (o-tubulin zelené¢) a CENH3 protein rizove).
B-chromozém lokalizovan pomoci FISH s B-specifickou repetici (zIut€¢). A — Zpozdujici se
B chromozémy v anafazi, méfitko 5 um, B — Formace mikrojadra (naznaceno Sipkou) v telofazi,
mcéfitko 10 um. Modifikovano z Ruban et al., 2020.

3.2.3 Akumula¢ni mechanismy

Frekvence prenosu B chromozom jsou na rozdil od A chromozomi vyssi nez 0.5 a nefidi se
tedy Mendelovskym zakonem rovnomémé segregace (Jones, 1991; Houben, 2017). Tato
vyhoda pfenosu je oznacovana jako ,,akumulacni mechanismus" nebo jednoduse ,,drive*
aumoznila sobeckym B chromozoémam se navzdory jejich postradatelnosti udrzet v populaci.
Dle faze zivotniho cyklu, ve kterém se drive projevuje, jsou znamé tfi typy: pre-meioticky,
meioticky a post-meioticky drive (Jones, 1991; Houben, 2017).

Pre-meioticky drive zpusobuje zvySeni poctu kopii B chromozomu v burikach zarodecné
linie tak, Ze se B chromozomy pohybuji preferencné k poélu raného embrya, ze kterého maji
vznikat bunky zarode¢né linie v nasledujicich délenich (Obr. 5A). Poprvé byl tento jev
pozorovan u kobylky Calliptamus palaestinensis (Nur, 1969) a pozdé¢ji byl objeven také
v rostlinach, naptiklad v jiz zminéné Crepis capillaris (Rutishauser & Rothlisberger, 1966).

Meioticky drive je zavisly na funk¢ni asymetrii délicich vietének. V bézném pripadé je
v meidze jedna ze dvou bunek vzniklych u meiotickych déleni pfirozené nezivotaschopna
(polarni teliska) a B chromozomy, které se dostanou do polarnich télisek tak pfirozené

vymizi. Této 50% Sanci na eliminaci jsou B chromozomy schopné uniknout preferencni
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migraci k zivotaschopnému poélu — oocytu II v prvnim dé€leni ¢i ootidé v druhém déleni
(Obr. 5B). Tento drive je typicky hlavné pro zivoCichy jak v samici (Hewitt, 1973), tak
v sam¢i (Nur, 1962) meioze, byl v§ak pozorovan i u rostlin (Kayano, 1956).

Post-meioticka nondisjunkce zajiStuje predevSim u rostlin preferenéni prenos obou
B chromatid do jednoho z dcefinych jader. Zraly pyl vznika dvéma post-meiotickymi
délenimi a nondisjunkce B chromozoma miize nastat jak v prvnim, tak ve druhém pylovém
délenti.

Pfi nondisjunkce v prvnim mitotickém déleni pylu nedochazi k rovnomémé segregaci
B chromozomt do vegetativniho a generativniho jadra. B chromozom je obsazen pouze
v generativnim jadfe, a ve druhé pylové mitdze z n€j vznikaji dvé stejné spermatické buiky,
které obé obsahujici B chromozom. Pii dvojitém oplozeni splyne jedna spermaticka buiika (n)
s vajecnou burikou (n) a vznikd tak zygota (2n), ktera se dale vyviji v embryo obsahujici
B chromozomy. Druh4 spermatickéd buiika (n) splyva s centralnim jadrem (2n) a vznika tak
endosperm (3n) obsahujici B chromozémy. Mechanismus pfenosu B chromozému v prvni
pylové mitoze byl popsan napiiklad u zita a tento typ pfenosu se uplatiiuje 1 u Ciroku
S. purpureosericeum studovaného v této praci (Hasegawa, 1934) (Obr. 5C).

Pti nondisjunkci v druhé pylové mitoze, ktera je dobfe popsana u B chromozomu kukufice,
se vytvori z generativniho jadra dvé spermie, z nichz pouze jedna nese B chromozomy,
a prave ta je schopna prednostné oplodnit vajicko (Carlson, 1969) (Obr. 5D). Tento typ post-
meiotického déleni vyusti ve vznik embrya obsahujiciho B chromozémy a endospermu, ktery

B chromozomy neobsahuje.
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Obrazek 5: Akumulaéni mechanismy B chromozému. A — pre-meioticky drive, B — meioticky drive, C
— post-meioticky drive v 1. pylové mitdze, ktery dava za vznik 2 spermiim s B chromozomy, D —
post-meioticky drive v 2. pylové mitoze, kdy vznikaji dvé spermie, z nichz pouze jedna obsahuje B
chromozém. B chromozoém je znazornén modfe a nondisjunkce je oznacena hvézdickou.
Modifikovano z Johnson Pokoma & Reifova, 2021.

3.2.4 Efekt pritomnosti B chromozomu v hostiteli

B chromozomy obecné hostitelskému organismu navzdory pfitomnosti mnoha genu
neposkytuji zadnou vyhodu, naopak jsou pro jeho rist a vyvoj zcela postradatelné.
V ojedinélych pfipadech mizou B chromozomy ovliviiovat fenotyp hostitele, a to zejména

negativné. Buriky obsahujici vysoké pocty B chromozomu maji vice DNA, ktera se musi
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replikovat, coz vede k prodlouzeni bunécného cyklu (Evans et al., 1972). Bunééné déleni
vyzaduje velké mnozstvi energie a metabolitl, a tudiz muze pfitomnost nadbytecnych
B chromozomu mit negativni vliv na fenotyp, jako je tomu naptiklad u embryi Myrmeleotettix
maculatus, kde B chromozomy zpusobuji zpomaleni vyvoje (Hewitt, 1973) .

Nizké pocty kopii B chromozomt obvykle v rostlinach nemaji vyznamny fenotypovy
efekt. Za piitomnosti vyssiho poctu kopii B chromozomu je vSak jejich vliv na fenotyp
viditelny — dochazi ke zhorsSeni vitality rostliny a ke snizeni fertility (Jones, 1995). Typickym
piikladem takového efektu je zakrsly rast kukufice s B chromozomy (Staub, 1987).
B chromozomy kukufice také negativné ovliviiuji fertilitu rostliny, coz ma za nasledek
produkci defektniho pylu a semen (Randolph, 1941). Ve vzacnych pfipadech muze
B chromozom obsahovat geny poskytujici hostiteli vyhodu. Napriiklad patogenni houba
Nectria haematococca nese B chromozom s geny zodpovédné za degradaci antimikrobialni
latky produkované hrachem setym (Miao et al., 1991). B chromozém tim umoziiuje houbé
uspesné infikovat rostlinu, protoze houba je schopna se vyhnout obranné reakci hrachu.

Ackoliv se diive povazovaly B chromozomy za transkripcné neaktivni elementy, nékteré
studie nedavno odhalily, ze B chromozomy jsou v jisté mife transkripéné aktivni a obsahuji
protein-kodujici sekvence. VétSina genovych sekvenci B chromozomi vSak neni funkéni
v dasledku pseudogenizace (Banaei-Moghaddam et al., 2013). N¢které geny lokalizované na
B chromozomech jsou schopné ovlivnit samici determinaci pohlavi (Yoshida et al., 2011),
nebo koduji protein kindzy podilejici se na kontrole bunééného cyklu napt. liSky obecné
a psika myvalovitého (Makunin et al., 2018).

B chromozomy jsou také schopné ovlivnit expresi gend na A chromozomech, coz bylo
prokazano naptiklad v kukufici (Huang et al., 2016). B chromozomy také jistou mirou
ovliviiuji expresi na A chromozémech zita, a stejné jako u kukufice jsou tyto transkripcné
aktivni geny sekvencné podobné svym homologiim, coz komplikuje vyzkum diferencialni

exprese (Banaei-Moghaddam et al., 2013).
3.2.5 Aplikace B chromozomu

Aplikovany vyzkum B chromozomu je nejvice propracovan u kukufice, jejiz B chromozom
patii mezi nejlépe popsané. B chromozémy kukufice byly vyuzity pro mapovani A genomu
(Birchler, 1991), aspekty evoluce genomu ¢i studium struktury centromery (Lamb et al.,
2005).

Velka pozornost se také upind na fenomén nerovnomérné meiotické ¢i mitotické

segregace, kterou vyuzivaji B chromozomy ve sviij prospéch k preziti v populaci (viz kapitola
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3.2.2). Poruchy v rozchodu chromozoémi pifi bunécném déleni se vyskytuji bézne i u lidi, kde
mitoticka nondisjunkce Casto souvisi s tumorogenezi a meioticka nondisjunkce zpusobuje
formaci aneuploidni zygoty, z niz vznikaji embrya svaznymi vyvojovymi abnormalitami
(Taylor, 1998). B chromozomy by tak mohly slouzit jako modelovy systém pro plné
pochopeni pfi¢in a mechanismt nondisjunkce lidskych chromozémi, coz by mohlo pfinést
nové zpusoby 1écby abnormalit u lidi.

Vneseni B chromozému do cizich genomti ma potencial v sestrojeni umélého chromozému
nesouciho transgeny (Jones et al., 2008). Umisténi transgend mimo hostitelsky A genom je
obecné vyhodné z diivodu stability a vysoké klonovaci kapacity. Vétsina plazmidu je schopna

nést az 15 kb inzertu, kdezto umélé chromozémy 100-2000 kb inzertu (Bajpai, 2014).
3.2.6 B chromozémy rodu Sorghum

Ackoliv jsou rostlinné B chromozomy biologicky zajimavym tématem, je jejich vyzkum
zvelké Casti zaméfen na rostliny agronomického vyuziti. Na rozdil od Siroce péstované
kukufice se rodu Sorghum nedostava velké pozornosti a o jeho B chromozomech neni mnoho
dostupnych informaci.

V rodu Sorghum byly B chromozémy popsany v péti druzich divokych c¢irokt. Jako prvni
byly zaznamenany v S. verticilliflorum (Huskins & Smith, 1934) a S. purpureosericeum
(Janaki-Amma, 1939), pozd¢&ji v S. nitidum (Raman & Krishnaswami, 1959) a S. halepense
(Raman et al., 1964) a jako posledni v S. stipoideum (Wu, 1992).

3.2.6.1 B chromozémy Sorghum purpureosericeum

Cirok Sorghum purpureosericeum je jednoleta bylina, kterd dortsta do vysky piiblizné
1 metru. Cirok se fadi do skupiny &asto-cizosprasnych rostlin. To znamena, e primamné je
samospra$ny, nicméné existuje vyznamna mira cizosprasnosti. U divokych druht ¢irokd muze
k cizosprasnosti dochazet az s frekvenci 30 % (Rakshit & Bellundagi, 2019), coz muze
komplikovat praci s potomky.

Genom tohoto divokého druhu €iroku je diploidni s 10 velkymi chromozoémy a nad ramec
této sady A chromozomu muze obsahovat B chromozomy. Jiz prvni studie u tohoto druhu
¢iroku popsaly pritomnost tii heterochromatickych typi B chromozomu (Darlington et al.,
1941). Nejvice bylo zaznamenano Sest kopii B chromozomu v S. purpureosericeum, rostliny
jeho pfitomnost piili§ netoleruji  (Janaki-Ammal, 1940). Vliv B chromozému na fenotyp

rostliny je lehce patrny uz v 2B rostlinach, kdy jsou rostliny mnohdy mensi a produkuji az
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o dvé tretiny mén¢ semen nez OB rostliny (Obr. 6). V 3B a 4B rostlinach je tento efekt jeste

vyrazngjsi (Karafiatova et al., 2021).

Seeds/plant

Obrazek 6: Efekt B chromozomu na fenotyp S. purpureosericeum. A — 4B rostlina s vyrazné nizni
vitalitou oproti 0B rostliné, B — kvét 4B rostliny se snizenou fertilitou, C — kvét 0B rostliny, D —
produkce semen BO rostlin a 2B rostlin.

Karafiatova et al., 2021 stanovili velikost genomu S. purpureosericeum na 2,21 Gb
a cytometricky byla odhadnuta velikost B chromozomu na 421 Mb. S. purpureosericeum je
jedinym cirokem s B chromozomy, u kterého existuji néjaké poznatky o jeho sekvenci.
V ramci studie byla provedena analyza repetitivnich sekvenci na platformé Illumina, ktera
vedla k identifikaci shlukt specifickych pro B chromozomy u druhu S. purpureosericeum
(Karafiatova et al., 2021). Na zaklad€¢ této analyzy odvozeny prvni B-specifické PCR
a cytogenetické markery pro tento druh. Tyto nové vyvinuté markery lze nyni uspésné
pouzivat pro dalsi studium B chromozomu v S. purpureosericeum a pro rutinni screening.

Naptiklad v ramci bakalatské prace byly vyuzity 2 spolehlivé PCR markery (24, 27) pro
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detekci pritomnosti B chromozomi v embryu a endospermu v F1 potomstvu linii 578
(Harnadkova, 2022).

Studium B chromozoémi u divokych ¢irokt je komplikovano jeho nestabilitou v pletivech.
Z pletiv listu, kofene a stonku je B chromozom zcela eliminovan (Darlington et al., 1941;
Karafiatova et al., 2021). Spolehlivé lze B chromozom tohoto divokého Ciroku detekovat
pouze v kvétenstvi. Mechanismy eliminace B chromozomu u S. purpureosericeum prozatim

nebyly vice studovany a jeho objasnéni je pfedmétem dalsiho vyzkumu.

Obrazek 7: Lokalizace B chromozoému S. purpureosericeum v meiotické metafazi I pomoci FISH
s B-specifickou repetici. A, B — parovani B chromozomu délicich se PMC. Sipkami naznaeny
bivalenty B chromozomu. Cervena znazoriiuje B-specifickou sondu CL115 a zelena centromerickou
sondu. M¢fitko 5 um. A — kruhové bivalenty, 2B rostliny, B — tyCinkové bivalenty 2B rostliny, C —
detail tapetalnich jader; mikrojadra s B chromozémy a jadra bez B chromozémi. Modifikovano
z Karafiatova et al., 2021.

3.3 Sekvenacni pristupy studia B chromozomu

Sekvenovani nové generace (NGS) spolu s piistupy analyz dat vyrazné ptispély k pokroku ve
veskerych oblastech biologického vyzkumu, a studium B chromozéoma neni vyjimkou.

V poslednich letech se ve studiu B chromozomu vyuziva riznych postupu, které se opiraji
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o zakladni ,,omics“ technologie. Tyto v soucasnosti velmi rozvijené¢ a vyuzivané ,multi-
omics“ techniky (Obr. 8) se zaslouzily o pochopeni puvodu, evoluce, genomického slozeni
a biologického vyznamu B chromozomu. Jedna se zejména o genomiku, transkriptomiku,
epigenomiku a proteomiku, které se podilely na vzniku nové oblasti vyzkumu, ktera se nazyva

,,B-omika“ (z angl. B-omics).

[— . identifikace genomovych sekvenci
( Genomlka ) analyzou NGS B genomickych dat
g g studium exprese B sekvenci
(Transknptomlka ) analjzou NGS RNA-seq dat )
B-omika ::>
(Epigenomika )) studium regulace B genové expr%
Proteomika ) analyza B genii na urovni protei@

Obrazek 8: Multi-omické pristupy probihajiciho vyzkumu B chromozomu (B-omiky). Modifikovano z
Ahmad & Martins, 2019.

Strategie studia strukturni genomiky B chromozomu lze rozdélit na pfimy a nepiimy
ptistup (Ruban et al., 2017). Pfimy pfistup je zaloZzen na sekvenovani DNA pochézejicich
pouze z B chromozémt (Obr. 9A). Hlavni vyhoda pfimého pfistupu je vyznamna redukce
komplexity sekvenacnich dat. B chromozomy lze izolovat mikrodisekci ¢i tfidénim
prutokovym cytometrem. Vyhodou pifimého pfistupu je vysoka pravdépodobnost, ze ziskané
sekvence pochédzi z B chromozomu. Pomoci mikrodisekce byly izolovany B chromozomy
nékolika zivocisnych druhti (Amorim et al., 2016; Bugrov et al., 2007; Valente et al., 2014) ¢i
kukufice (Cheng & Lin, 2003) a zita (Sandery et al., 1991). Izolace B chromozoému
prutokovou cytometrii je typicka pro zivocisné druhy (Graphodatsky et al., 2005; Ventura et
al., 2015), nicméné byla uspésné pouzita také pfi studie B chromozému zita (Martis et al.,
2012).

Ke kvalitnimu sestaveni sekvence B chromozomu po mikrodisekci je zapotiebi dostatecna
sekvenacni hloubka spolu s aplikaci pokrocilych bioinformatickych nastroji. Takovou
metodu napfiklad vypracovali (Thind et al., 2017). Data ziskana z experimentd s nizkou
sekvenacni hloubkou nemohou poskytnout dostatecné pokryti sekvence, které je potfebné pro
zpétné sestaveni sekvence celého chromozoému. Nejvétsi problém, ktery mize vzniknout pfi

sekvencovani DNA z mikrodisektovaného materialu, je Sum generovany kontaminaci
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z necilenych chromozomu, necilenych druhti (lidska kontaminace) a abundantnich sekvenci
vzniklych amplifikaci (Ruban et al., 2017).

Nevyhodou pro tfidéni B chromozoémi prutokovou cytometrii je nutnost existence
vypracovaného protokolu synchronizace bunécného cyklu u daného druhu (Ruban et al.,
2017). Dulezity faktor pro uGspésné separovani B chromozomu je jeho dostatecné odliSna
velikost od A chromozomil, coz je u vétsiny druhii, kde B chromozom nabyva stejné velikosti,
problém. V neposledni fadé€ je limitaci souvisejici s pratokovou cytometrii obtizné rozliseni
mezi fragmentovanymi B a A chromozomy, ale tomuto zdroji kontaminace 1ze nékterymi
postupy predejit (Dolezel et al., 2014). Ziskana DNA B chromozomi z mikrodisekce ¢i
prutokové cytometrie je nasledné sekvenovana a bioinformatickymi nastroji jsou detekovany
B sekvence.

Nepiimé metody jsou zaloZeny na porovnani sekvenci vzorkd nesoucich B chromozomy
(B+) a vzorka nenesoucich B chromozémy (B0O) (Obr. 9B). Nadbytecné chromozomy jsou
obvykle bohaté na repetitivni sekvence, které mohou byt identifikovany shlukovou analyzou
NGS sekvenacnich ¢teni zalozené na podobnosti. Takového pristupu vyuziva nastroj
ReapeatExplorer, ktery identifikuje shluky Casto piekryvajicich se ¢teni a interpretuje je jako
repetitivni elementy (Novak et al., 2010). Tento nastroj také predpovida pocet kopii
jednotlivych sekvenci na zaklad€ Cetnosti sekvenacnich cteni. K identifikaci specifickych
repetitivnich sekvenci pfitomnych na B chromozomech je mozné provést analyzu
v komparativnim modu, kde probéhne simultanni shlukovani ¢teni z B+ a BO vzorka. Tento
pfistup byl vyuzit u zita (Martis et al., 2012), Plantago lagopus (Kumke et al., 2016) a také
u S. purpureosericeum (Karafiatova et al., 2021).

Nejpouzivanéjs§i softwary, které umoziiuji pfifazeni sekvenci, je Burrows-Wheeler
Alignment tool (BWA) (Li & Durbin, 2009) a Bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012).
Nasledné jsou vzniklé SAM/BAM soubory prohledavany pro regiony s riznym poctem
pfifazenych Cteni napfiklad v softwaru Integrative Genomics Viewer (IVG) (Robinson et al.,

2011).
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Obrazek 9: Metody studia sekvence B chromozomu. A — Pfima metoda. B chromozom je izolovan
mikrodisekci nebo priitokovou cytometrii. Izolovana DNA je sekvencovana a prefiltrovana hruba data
jsou bioinformatickymi nastroji piekryvany za tvorby pseudokontigi. B — Nepfima metoda. DNA
izolovana z karyotypu s B chromozémy a DNA bez B chromozomi je sekvenovana. Sekvence
B chromozému jsou ziskané komparativni analyzou NGS ¢teni obou datasetti. Modifikovano z Ahmad
& Martins, 2019.

3.3.1 De novo referencni sekvence

Tvorba referenéni sekvence je proces rekonstrukce genomu zjednotlivych sekvenacnich
Cteni. Ta mohou byt riznych délek a pochazet zriznych sekvenacnich platforem. NGS
technologie, které umoznily revoluci genomiky, jsou vysoce vykonné a poskytuji miliony
sekvenac¢nich reakci souCasné. Soucasné nejpouzivanéjsi NGS platformy zahrnuji
[llumina/Solexa a Ion torrent (Bennett, 2004; Shen et al., 2005; Rothberg et al., 2011). NGS
platformy maji vSak své nedostatky. Nasledkem kratké délky ¢teni (mén€ nez 300 bp) mohou
vznikat de novo hrubé genomy (,,assembly)* svelkym mnozstvim chybgjicich useka,
nepfesnostmi v sekvenci a fragmentace geni do mnoha kontigi (Denton et al., 2014). Tyto
limitace lze cCastecné vyfeSit pouzitim metod treti generace (TGS z anglického , Third
Generation Sequencing™), které oproti NGS technologiim produkuji delsi Cteni, maji velkou

presnost v GC regionech a minimalizuji sekvenacni chyby vzniklé PCR amplifikaci (Wee et
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al., 2019). Mezi TGS technologie se fadi platformy Oxford Nanopore Technologies (ONT)
a Single-Molecule Real-Time (SMRT).

Existujici assemblery implementuji jeden ze dvou pristupu — Overlap/Layout/Consensus
(OLC) nebo de Bruijnovy grafy (Li et al., 2012). OLC sestaveni sekvence vyuziva celé Cteni,
z jejichz prekryvu je v prvnim kroku vytvoren graf. Nasledné je grafem vyhledavana idealni
Hamiltonova cesta — takova cesta, ktera prochazi vSemi vrcholy grafu pravé jednou.
V poslednim kroku se ze Cteni, které se nachéazi podél této cesty, urCuje findlni konsensus
sekvence (Pop, 2009). V soucasnosti je tento algoritmus pouzivan programy pro sestaveni
genomu z dlouhych cteni (Sohn & Nam, 2018) jako naptiklad Canu (Koren et al., 2017), Flye
(Kolmogorov et al., 2019), MaSuRCA (Zimin et al., 2017), SMARTdenovo (Liu et al., 2021)
pouzitych v této praci.

De Bruijnovy grafy nevyuzivaji k sestavovani sekvence celé ¢teni, ale mnozinu vSech
podfetézct z tohoto ¢teni o délce ,k*, tedy z k-mert (Miller et al., 2010). K-mery maji vSak
kratkou délku, coz komplikuje zpétné sestaveni repetitivnich usek. To mize vést ke ztraté
velkého mnozstvi informaci, jelikoz algoritmus neni schopen rozpoznat sousedici repetitivni
sekvence (Sohn & Nam, 2018). Tento algoritmus je obvykle vyuzivan nastroji, které sestavuji
de novo sekvenci zkratkych c¢teni produkované NGS technologiemi. Jednim
z nejpouzivan€jSich nastroji vyuzivajicich de Bruijnovy grafy je Abyss (Simpson et al.,
2009).

Na rozdil od genomu zivocichl jsou rostlinné genomy vétsi a komplexnéjsi. Jsou typické
vyssi ploidii, heterozygozitou ¢i repetitivnimi elementy (Gregory, 2005). Z tohoto divodu
neni zadouci skladat genomy pouze z kratkych ¢teni poskytnutych NGS technologiemi,
protoze vzniklé assembly muzou byt vysoce fragmentované, nedokoncené a obsahovat velky

pocet kontigt a scaffoldu.

3.3.2 Transkriptomicka RNA-seq analyza

Jiz od objevu role RNA se identifikace transkriptii a kvantifikace genové exprese fadi mezi
zakladni stavebni pilife molekularni biologie. Identita a kvantifikace muze byt zkoumana
v jednom experimentu zaroven, a to velmi vykonnou, robustni a pfizpusobivou metodou
RNA-sekvencovanim (RNA-seq), ktera poskytuje alternativu ke klasickym microarray
analyzam transkriptomu (Wang et al., 2009). RNA-seq je standardné pouzivana metoda,
nicméné neexistuje jeden optimalni protokol zpracovavani dat. Postupy se odlisuji na zaklade

raznych nastroji kvantifikace transkriptl, normalizace a diferencialni exprese (Conesa et al.,
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2016; Corchete et al., 2020). Analyza RNA-seq dat se typicky sklada z nékolika zakladnich
krokt — filtrace adaptorti a chybnych dat (,,trimming™), pfekryti transkriptomickych Cteni na
referencni sekvenci (,,alignment,”“”), pocitani transkripti (,,counting”) a normalizace
sekvencovanych cteni. Typické zpracovani dat RNA-Seq experimentu je zndzornéno na
obrazku 10.

V diasledku pfipravy sekvenacnich knihoven i vlastni sekvence mohou sekvenacni data
formatu fastq obsahovat chyby a kontaminace, jakymi jsou naptiklad adaptérové sekvence,
nukleotidy urcené s nizkou presnosti a nadmérné zastoupené sekvence (k-mery). Pro dosazeni
lepSich vysledki je vhodné nejdiive provést kontrolu kvality hrubych dat a na zakladé
vysledkt z této kontroly chyby eliminovat pfislusnym filtrovanim (trimovanim) (Del Fabbro
et al., 2013). Délku cteni a jiné parametry k této filtraci je nutno volit obezretn€, aby nedoslo
k nezadoucimu ovlivnéni vysledkii nasledné analyzy (MacManes, 2014; Williams et al.,
2016). Pro mapovani a kvantifikaci RNA-Seq Cteni na genové urovni neni trimovani dat
nutné, jelikoz nékteré moderni programy na mapovani zahrnuji jistou miru filtrace hrubych
dat (Liao & Shi, 2020). Nejpouzivanéjsi trimovaci nastroje pro kratké RNA-Seq ¢teni jsou
napiiklad Skewer (Jiang et al., 2014), fastp (Chen et al., 2018) nebo Trimmomatic (Bolger et
al., 2014). Vhodnym nastrojem pro kontrolu obsahu kontaminace, PCR artefakt
a sekvenacnich chyb v [llumina datech pfed a po trimovani jsou fastQC (Andrews, 2010)
nebo NGSQC (Dai et al., 2010). Tyto programy poskytnou informace o kvalit¢ bazi, GC
obsahu, duplikovanych sekvenci ¢i pfitomnosti adaptéra.

DalSim krokem RNA-Seq analyzy byva zpravidla mapovani na referencni sekvenci.
Existuje fada bioinformatickych nastroji k mapovani RNA-Seq dat zalozenych na raznych
algoritmech, z nichz nejpouzivanéj§i bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012), HISAT2 (Kim
et al,, 2019) a STAR (Dobin et al., 2013). Srovnavaci studie testovala 7 nastroji pro
mapovani pro RNA-Seq dat Arabidopsis thaliana, a oznacila je vSechny za vhodné k pouziti
k RNA-Seq analyze, jelikoz mély vSechny nastroje srovnatelné vysledky (Schaarschmidt et
al., 2020). Nicmén¢, srovnani mapovacich nastroji na slozitéjsi genomy obsahujici mnoho
nekodujicich sekvenci jesté nebylo provedeno. V piipadé nedostupnosti referencéni sekvence
je mozné vytvorit transkriptom de novo. Jednim z nejpouzivanéjSich nastroju na sestaveni
transkriptomu de novo je Trinity (Grabherr et al., 2011).

Cteni namapované na referenéni sekvenci, musi byt piifazeny genu v procesu kvantifikace
neboli countigu (Mortazavi et al., 2008). Tento krok RNA-Seq analyzy umoziiuji napiiklad
programy Cufflings (Trapnell et al., 2010), HTSeq (Anders et al., 2015) a RSEM (Li &
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Dewey, 2011). Pristup téchto nastroju vyuziva GTF (gene transfer format) souboru, ktery

obsahuje genomové soutradnice exoni a genu.
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Obrazek 10: Schéma RNA-Seq experimentu. Vstupem je referencni sekvence (fasta format) s jeji
anotaci (GTF format) a transkriptomicka data (fastq). Kvalita hrubych dat je pfed zarovnanim na
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referenci kontrolovana a muze nasledovat jejich filtrace adaptorta a nukleotida nizké kvality.
Zarovnani probiha na referencni sekvenci a v pfipad¢ jeji absence je tvofen transkriptom de novo.
Nasleduje kvantifikace a diferencialni exprese na trovni genu ¢i jejich isoforem. Vysledna data jsou
statisticky zpracovavana a vizualizovana v IGV nebo pomoci jazyka R. Modifikovano z Yang & Kim,
2015.

Po kvantifikaci Cteni je genova exprese vyjadiena pomoci raznych kvantifikatord, jakou
jsou pocet transkriptd z milionu (TPM), fragmentd na kilobazi na milion mapovanych Cteni
(FPKM) nebo cteni na kilobazi na milion mapovanych ¢teni (RPKM). Tato normalizace je
dulezita, protoze vysledky kvantifikace ¢teni mohou byt zkreslené biologickou variabilitou a
technickymi faktory, jako je naptiklad sekvenacni hloubka a délka transkriptu. Zhodnocenim
vhodnosti pouziti riznych kvantifikatord genové exprese se zabyvaji rizné studie (Conesa et
al., 2016; Zhao et al., 2021).

Jeden z cilt transkriptomickych studii je porovnavani poctu ¢teni (miry exprese gent) mezi
raznymi vzorky ¢i stejnymi vzorky za riznych podminek. K tomu slouzi riizné algoritmy
zalozené na pravdépodobnostnich a statistickych modelech. Modelu zalozeného na negativni
binomické distribuci vyuziva edgeR (Robinson et al., 2010) a DeSeq2 (Anders & Huber,
2010). Oba nastroje jsou pristupné jako bali¢ek v softwaru Bioconductor zalozeného na
programovacim jazyce R (R Core Team, 2021). Nejcastéjs§i pfistup k vyhodnocovani
pomoci téchto nastroju je testovani nulové hypotézy, ze neni rozdil v expresi, tedy ze zména
exprese mezi vzorkem a kontrolou vyjadiena ve formé , logaritmic fold change” (log2FC) je
pro dany gen nulova. Cilem diferencialni analyzy je potom ziskat seznam gent, pro které je

nulova hypotéza zamitnuta (Love et al., 2014).

3.3.2.1 Transkriptomické analyzy rostlinnych genomu s B chromozomy

Navzdory predchozim domnénkam, ze B chromozomy obsahuji pouze nekodujici sekvence,
se v poslednich letech nahromadily dukazy transkripcné aktivnich sekvenci lokalizovanych na
B chromozomech (Huang et al., 2016; Navarro-Dominguez et al., 2017; Aldrich et al., 2017)
(Navarro-Dominguez et al., 2019; Hong et al., 2020). V souCasnosti je analyza gent za
pomoci genomickych a transkriptomickych analyz na B chromozémech jednim z hlavnich
cili studia B chromozomt. B chromozomy rostlin obvykle neposkytuji hostitelim zadnou
vyhodu, a proto se transkriptomické analyzy soustfedi zejména na odhaleni gent a obecnych
mechanismi stojicich za dédicnymi mechanismy B chromozomu, ptipadné eliminace
B chromozomu z nékterych pletiv (Boudichevskaia et al., 2020).

Komparativni RNA-Seq analyza 2B a BO vzorkil zita (Secale cereale L.,) a pSenice

(Triticum aestivum L., cv ,,Chinese Spring” s zitnymi B chromozémy) potvrdila diivéjsi
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vyzkum ovlivnéni genové exprese A chromozoémi B chromozoémy (Boudichevskaia et al.,
2022). Data ziskané izolaci RNA z 2B a BO prasnikl zita i pSenice odhalila 5-6% ovlivnéni
standardnich transkriptii z A chromozomu v pfitomnosti dvou B chromozomu ptvodem z zita
(Boudichevskaia et al., 2022). Mimo jiné studie odhalila 297 B-specifickych transkriptt zita
a 939 B-specifickych transkripti pSenice, ztoho 29 % B-specifickych transkriptd zita
a pSenice byly sdileny (Boudichevskaia et al., 2022).

Podobné transkripcni efekty byly nalezeny i u B chromozomu kukuftice (Huang et al., 2016
Shi et al., 2022). Transkripcné aktivni geny B chromozomu kukufice vykazuji podobnost ke
svym homologiim na A chromozomech a za jejich pfitomnosti je diferencialné exprimovano
az 130 genu souvisejici s bunécnym metabolismem nebo vazanim nukleotidd (Huang et al.,
2016). Komparativni RNA-Seq analyza kukufic nesoucich 0B, 1B a 6B chromozomd,
odhalila 758 protein kodujicich sekvenci na B chromozému, znichz alespoil 88 bylo
exprimovano (Blavet et al., 2021).

Dalsi oblast vyzkumu B chromozému se zaméfuje na jeho nestabilitu v rostlinnych
pletivech. Pionyrem v této oblasti je B chromozém Aegilops speltoides, ktery podléha
eliminaci v pletivech kofene jiz béhem brzké embryogeneze (Ruban et al., 2020). U tohoto
druhu byla provedena laserova mikrodisekce BO a B+ embryi v oblasti, kde dochazi
k eliminaci, a nasledné komparativni RNA-Seq analyza (Boudichevskaia et al., 2020). Bylo
detekovano 1 457 upregulovanych geni v B+ vzorcich a 2726 downregulovanych.
Vyznamné upregulované (logoFC > 1, p-value < 0.05) byly 3 izoformy genu Nuf2, ktery je
evolucné konzervovan a jehoz funkci je kontrola regulace bipolarniho napojeni mikrotubulti
sesterskych chromatid pfed a po anafazi a jeho zvySena exprese v savcich zpisobuje defekty
v chromozomové segregaci (Zhang et al., 2015). Mezi dalsi slibné kandidaty podilejici se na
procesu eliminace B chromozomu A. speltoides jsou geny kodujici proteiny Sgol a Misl2,
které se podili na formaci kinetochoru (Boudichevskaia et al., 2020).

Na zakladé pfisnych parametrti bylo v této studii dale vyfiltrovano 341 B-specifickych
transkriptli, z toho 70 jsou funkéné anotované geny. Mezi geny se specifickou funkci byly
nalezeny dva geny kodujici proteiny podobnym kindzam. Jeden znich vykazoval 94%
identitu proteinu KIN-14C Aegilops tauschii subsp tauschii. V Arabidopsis thaliana je KIN-
14C dulezity pro spravnou akumulaci mikrotubuld na polech déliciho vieténka béhem profaze
v mitoze (Mitsui et al., 1993). Komparativni RNA-Seq studie embryi A. speltoides
zaznamenala mnoho dalSich gent, které jsou jednoznacné napojeny na bunécné déleni a jsou

tak vhodnymi kandidaty na validaci eliminace B chromozoému (Boudichevskaia et al., 2022).
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Duvod, pro¢ B chromozomy A. speltoides podléhaji eliminaci, zistava prozatim dale
neznamy. Autofi studie nicméné polemizuji, ze eliminace B chromozomli muze byt
ochrannym mechanismem pro udrzeni v populaci, ponévadz jeho pfitomnost ve vSech
pletivech mé negativni efekt na vitalitu a fertilitu rostlin (Boudichevskaia et al., 2020).
Pletivoveé-specificka studie odhalila B-specifické transkripty kodujici regulatory rustd

a vyvoje rostliny, které jsou v souladu s touto hypotézou (Boudichevskaia et al., 2020).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Pro experiment byly pouzity diploidni rostliny druhu Sorghum purpureosericeum nesouci
B chromozomy (2n=2x=10+B). Pivodni semena byla ziskana z ICRISAT (International
Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics, polozka IS 18947) a jeho F1 potomstvo
bylo pfemnozeno na UEB AV CR a oznaGeno jako linie 578. Rostliny byly p&stované ve
fytotronu v rezimu svétlo/tma (10h 29 °C/14h 25 °C) pti 50% vlhkosti.

4.2 Roztoky, chemikalie
Pouzité chemikalie

e Agar6za (Sigma-Aldrich, kat. €. A9539)

e Bromfenolova modi (Sigma-Aldrich, kat. €. B0126)

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

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

e Ethanol 99,8% (Lach-Ner, kat. ¢. 20025-U99) ¢ Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, kat.
& E8751)

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

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

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

e Kyselina ethylendiamintetraoctové (EDTA) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. ES134)

e Nukleotidy: dATP, dCTP, dGTP, dTTP, kazdy 100mM (VWR International, kat. ¢.
733-1364)

e Pufr pro Taq polymerazu (New England Biolabs, kat.¢. B7002S)

e Taq DNA polymeraza (New England Biolabs, kat. ¢. M0209L)

e Tekuty dusik

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

e Xylencyanol (Sigma-Aldrich, kat. €.: X4126)
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Pouzité roztoky

e 0,5M EDTA (1 1): 186,1 g dihydratu disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny
rozpustit v 800 ml destilované vody, doplnit do 11 a pH upravit na 8

e 0,5x TBE pufr (1 I): 100 ml zasobniho 5x TBE pufru a doplnit na 1 1 destilovanou
vodou

e 5x TBE pufr (1 1): 54 g Tris baze a 27,5 g kyseliny borité rozpustit ve vodé, ptidat 20
ml 0,5M EDTA, doplnit vodou na 1 1, upravit pH na 8

e 6x STOP C (10 ml): smichat 5 mg bromfenolové modii a 5 mg xylencyanolu, pfidat 2
ml 0,5M EDTA, 4,3 ml 99,9% glycerolu a 1 ml 10% SDS, doplnit vodou na 10 ml

e 0,05% Cresol Red (100 ml): 50 mg Cresol Red a 7,5 g sachar6zy za stalého michéani a
zahfivani na 50 °C rozpustit v 100 ml destilované vody, po rozpusténi prefiltrovat pres
0,2um filtr a rozpipetovat do alikvott po 1 ml

e Marker molekulového hmotnosti: smichat 20 pl Gene Ruler 100 bp, 200 ul 6x STOP
C a 300 pl vody, peclivé zvortexovat

e Roztok ethidium bromidu (1 1): ve 100 ml destilované vody rozpustit 50 g ethidium
bromidu, doplnit destilovanou vodou do 11

e Smés neznaCenych nukleotidl: do 5,25 ul vody napipetovat 0,5 ul 10mM dATP, 0,5 pl
10mM dCTP, 0,5 ul 10 mM dGTP, 1,65 ul 2mM dTTP a 1,6 ImM dUTP

4.3 Pristroje

e 2100 Bioanalyzer Instrument (Agilent)
e Centrifuga Mega Star 600R (VWR International)
o Elektroforeticka horizontalni aparatura Owl A6 (Thermo Fisher Scientific)
e Laminarni box (VWR International)
e Laboratorni vaha ViBRA AJ-820CE (Shinko Denshi)
e Stereomikroskop SZX16 (Olympus LS) s CCD kamerou
e Spektrofotometr NanoDrop One/OneC Microvolume UV-Vis (Thermo Fisher
Scientific)
e Stolni centrifuga MiniStar silverline (VWR International)
e Termomixér Thermal Shake Touch (VWR International)
e Thermoycler C1000 touch (Bio-Rad)
e UV transluminator InGenius3 (Syngene)
e Vortex REAX Top (Heidolph)
36



e Zdroj k elektroforéze Owl EC300XL2 (Thermo Fisher Scientific)
4.4 Pouzité kity

e Genomic DNA Purification Kit (Monarch® kat.¢.: T3010S)

e NEBNext® Single Cell/Low Input RNA Library Prep Kit for Illumina® (kat.c.
E6420L)

e RNA 6000 Nano Kit (Agilent, kat. ¢.: 5067-1511)

e RNA 6000 Pico kit (Agilent, kat. ¢.: 5067-1513)

e Total RNA Miniprep Kit (Monarch®, kat. ¢.: T2010)
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4.5 Experimentalni postupy
4.5.1 Tvorba a analyza referencni sekvence S. purpureosericeum

Vstupnimi daty byly dva NGS datasety z izolovanych kvéta S. purpureosericeum nesoucich
B chromozom - Illumina NovaSeq (kratké sekvenacni Cteni) a data z Oxford Nanopore
platformy (ONT, dlouhé sekvenacni cteni). Na sestaveni prvotni referenéni sekvence
S. purpureosericeum byly pouzity bioinformatické nastroje (assemblery) Flye v2.9
(Kolmogorov et al., 2019), Canu v2.2 (Koren et al., 2017), a SMARTdenovo (Liu et al., 2021)
pro data z dlouhych ctenia assembler MaSuRCA v4.0.7 (Zimin et al., 2017) pro hybridni
assembly z kratkych i dlouhych ¢teni. Struéné schéma postupu pii tvorbé referencni sekvence

je znazornéna na obrazku 11.

> Vstupni data L Assembly rontio el _

Canu Oxford Nanopore lllumina NovaSeq
Oxfc)rvaarjopore Flye e Bt
cteni SMARTdenovo

BUSCO
BioKIT

MaSuRCA NextPolish

lllumina NovaSeq
cteni

referencni sekvence

S

Obrazek 11: Tvorba referencni sekvence. Vstupni data kratkého a dlouhého cteni byly pouzity Ctyfmi
nastroji k sestaveni hrubé assembly. Na zaklad¢ kontroly kvality byla ze ¢tyt verzi referencni sekvence
vybrana ta nejlepsi, ktera byla nasledné podrobena korekci hrubymi daty. Vstupni data jsou
znazorény zelené, vystup Cervené a bile pouzité nastroje. Vypocty probihaly formou davkovacich
nebo interaktivnich uloh v MetaCentru.

Ulohy potiebné k sestavovani rostlinnych genomt jsou narotné na vypodetni kapacitu
a z tohoto divodu bylo pro spusténi tloh vSech assembleri vyuzito zdroji MetaCentra
(https://metavo.metacentrum.cz/). V unixovém piikazovém tadku byly vytvoreny skripty pro
shell, ktery kazdé ze 4 uloh urcil vypocetni kapacitu, vstupni a vystupni data a parametry
assembleru. Ptikazy pro ulohy a jejich parametry jsou uvedeny v Pfiloze 1.

Vystupy z té€chto nastroji byly podrobeny Benchmarking Universal Single-Copy Ortholog
(BUSCO) v5.44 analyze (Manni et al., 2021), implementované na linuxovém serveru
v prostiedi Anaconda (Anaconda Software Distribution, 2016). V pifikazu byl zahrnuty
parametr pro OrthoDB soubor, ktery obsahuje dataset genti taxonu Poales. Vystupy textového
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formatu se zakladnimi statistikami byly pfesunuty do slozky BUSCO_ summaries.txt, pro

kterou byl pustén skript v ramci nastroje BUSCO pro grafické zobrazeni:

Ptikaz pro grafické zobrazeni:

python /software/busco/3.0.2b/scripts/generate_plot.py
BUSCO_summaries
Vystupnim souborem je pak PNG soubor s grafem statistik pro vSechny nastroje. Graf je

vytvaren programovacim jazykem R s balickem ggplot2.

Kvalita genomovych verzi nastroji ziskanych pomoci Canu, Flye, MaSuRCA
a SMARTdenovo se dale hodnotila na zakladé zakladnich statistik genom?, jako je naptiklad
celkova délka referen¢ni sekvence v jednotkach paru bazi (bp) nebo pocet kontigh. Dale se
sledovaly parametry vypovidajici o kontinuité genomu — délka nejkratSiho kontigu, jehoz
delsi kontigy pokryvaji alespon 50 % genomu (N50), a nejmensi pocet kontigu, jejichz soucet
délek utvari polovinu velikosti genomu (L50).

K vypoCtu téchto parametri byl pouzit nastroj BioKIT v0.5.0, implementovany na
linuxovém serveru v Anaconda prostiedi (Steenwyk et al., 2022).

Na zékladé vysledku BUSCO a BioKIT analyzy byl vybran vystup SMARTdenovo jako
nejkvalitnéj§i z vytvorenych sekvenci. Nasledovala jeho korekce (precistovani, z anglického
,polishing™) hrubymi ONT c¢teni néstrojem Medaka v1.6.0 a poté Illumina Cteni nastrojem
NextPolish v1.4.1. Ptikazy pro korekci nastrojem Medaka a NextPolish a jejich parametry
jsou pfilozeny v Ptiloze 1.

Anotace precisténé verze SMARTdenovo referencni sekvence byla vytvofena mimo

pracoviste.
4.5.2 RNA-Seq analyza

4.5.2.1 Izolace embryi

Vyvijejici se semena byla odebrana z B+ i BO rostlin S. purpureosericeum linie 578_1
a578_3 (2n = 2x = 10). Pod lupou byly pfi zvétSeni 1,6x z kazdého vyvijejiciho se semene
odstranény vn¢jsi obaly a semeno bylo rozdéleno na embryo a endosperm. Embryo bylo za
pomoci kamery zdokumentovano k pozd€jSimu vyhodnoceni stafi embrya. Embryo
i endosperm byly zvlast vlozeny do 1,5ml mikrozkumavek, zmrazeny v tekutém dusiku

a skladovany pii -80 °C. Bylo odebrano 7 B+ i BO vzorka od kazdé kategorie stati —7-dennich
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embryi (7DAP), 14-dennich embryi (14DAP), 21-dennich embryi (21DAP) a 28-dennich
embryi (28DAP). Embryo i endosperm byly vyuzity v nasledujicich experimentech, jejichz

prubéh je znazornén na obrazku 12.

» & =

Endosperm T
\ Izolace DNA PCR screening Gelova elektroforéza

N N LULLL X
Embryo

N N~

Izolace RNA Piepis do cDNA NGS sekvenovani

Obrazek 12: Schéma RNA-Seq experimentu. Prvni cast zahrnuje izolaci DNA ze zmrazeného
endospermu. DNA byla dale pouzita pro PCR experiment s B-specifickymi markery. Produkty byly
ovéteny gelovou elektroforézou a dle vysledku (ne)pfitomnosti byly vzorky rozfazeny do kategorii.
Druha cast se sklada z izolace RNA ze zmrazené¢ho embrya. RNA byla pouzita pro RNA sekvenovani
NGS metodou Illumina.

4.5.2.2 Izolace DNA z endospermu.

Skladovany endosperm byl po zmrazeni v tekutém dusiku homogenizovan malym
plastovym tlouckem. Z endospermu byla vyizolovana DNA pomoci kitu pro malé mnozstvi
pletiva (Monarch® Genomic DNA Purification Kit) dle protokolu vyrobce v sekci ,,Animal
Tissue®. Bylo pouzito 10 ul proteinazy K a inkubace probihala po dobu 3 h pfi 1400 rpm
a 56 °C, eluce byla provadéna do 50 pl. Koncentrace vyizolované DNA byla kontrolné

zmeétena pomoci spektrofotometru Nanodrop.
4.5.2.3 PCR screening pro zjiSténi (ne)pritomnosti B chromozomu

Z divodu nepravidelného prenosu B chromozomu a mozného cizospiaseni bylo nutné
potvrdit (ne)pfitomnost B chromozomu v embryich B pozitivnich i B negativnich rostlin.
Nondisjunkce B chromozomu v prvni pylové mitéze dava vzniknout endospermu a embryu,
které oba obsahuji B chromozém. (Ne)pfitomnost B chromozomu v endospermu tedy svédci
i 0 stejném statusu (ne)pfitomnosti B chromozomu v embryu.

Na izolované DNA ze vSech endospermu byla provedena PCR reakce pro zjisténi

pfitomnosti B chromozomt pomoci dvou B specifickych markera (,,utg312_genel55643_2¢
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a ,utg5443_gene386712“) (Tab. 1). Reakéni smési obsahovaly: 50 ng DNA izolované
z endospermu, 1x koncentrovany pufr pro Tag Polymerazu, 1 U Tag DNA polymerazy, 100
mM smési neznaCenych nukleotidd, 1x koncentrované barvivo Cresol Red a R a F primery
jednoho z makera o koncentraci 0,5 uM. Smeés byla doplnéna destilovanou vodou do 25 pul.
Produkty byly amplifikovany za podminek: 94 °C/3 min, 30 cykla: 94 °C /30 s, 62 °C /30 s,
72 °C /45 s; 72 °C /10 min. Ptitomnost PCR produktu byla ovéfena elektroforeticky (1,2%
agaroza v 0,5x TBE pufru).

Tabulka 1: Pouzité primery pro B chromozom S. purpureosericeum.

Velikost
Oznaceni Primer Sekvence (5¢-3¢) produktu
(bp)
24 utg312_genel55643_2Fa | AACAGCATTGCACACCGTTA 173
utg312_genel55643_2Ra | GTTAGCGTTGCAACATGAGC
7 utg5443_gene386712F TTTCCAGCATAGACCCACT 193
utg5443_gene386712R | TCCAAATAGCAGAGACAGGG

4.5.2.4 Izolace RNA, kontrola kvality, sekvencovani

Skladovana embrya byla po zmrazeni v tekutém dusiku homogenizovana tlouckem.
Nasledovala izolace RNA pomoci kitu pro malé mnozstvi pletiva (Monarch® Total RNA
Miniprep Kit) dle protokolu vyrobce v sekci pro vzorky obtizné lyzovatelné. Eluce byla
provedena do 30 pl elucniho pufru. Kvalita a koncentrace byla stanovena elektroforeticky
pomoci RNA 6000 Pico nebo Nano Kitu (Agilent) v automatizovaném pfistroji 2100
Bioanalyzer Instrument (Agilent). Genomova knihovna byla vytvofena pomoci kitu pro malé
mnozstvi RNA (NEBNext® Single Cell/Low Input RNA Library Prep Kit for [llumina®).

Knihovny byly osekvenovany piistrojem Illumina NovaSeq (Illumina, Inc.).

4.5.2.5 Analyza RNA-Seq dat

Vstupnimi daty pro analyzu transkriptomu S. purpureosericeum byly Illumina NovaSeq
parové Cteni ve formatu fastq. Kvalita téchto hrubych dat ve forméatu fastq byla zkontrolovana
pomoci nastroje fastQC v0.11.9. Hruba data byla po kontrole kvality mapovana nastrojem
STAR na vytvorenou referencni sekvenci a prekryté cteni byly nasledné kvantifikovany
nastrojem RSEM (Obr. 13). Unixové piikazy pro nastroje STAR a RSEM jsou uvedeny

v priloze 1.

41



A Vstupni data Kontrola kvality Mapovani -

RNA-Seq lllumina cteni

7DAP 21DAP FastQC STAR RSEM

14DAP 28DAP

( referenéni sekvence )

niuaselay A Ayon
JUAIBIIUI B 1IDBAOYARP

Diferencialni analyza > Vizualizace kvantifikace
PCA
DeSeq2 TPM — mapa — {\jﬁennow
vzdalenosti EE

Obrazek 13: Postup analyzy RNA-Seq dat. A — vstupni RNA seq data byla po kontrole kvality
mapovana na referencni sekvenci. Transkripty byly dale kvantifikovany. Vypocty probihaly formou
davkovacich a interaktivnich uloh v Metacentru. B — vystup z kvantifikace transkriptii byl podroben
diferencialni analyze. Vysledky byly vizualizovany v prostredi R studia.

olpnis H

Vystupni soubory *isoforms.results nastroje RSEM byly importovany do R studia
a nasledovala normalizace balickem Bioconductoru tximport (Soneson et al., 2015), ktery
odhadované pocty, délky a nadbytek transkritpi shrnuje do matic pro dalsi pouZiti v analyze
genoveé exprese. Vystupem je TPM soubor, ktery byl vyuzit pro explorativni analyzu jako je
analyza hlavnich komponent (PCA) a mapa vzdalenosti podobnosti vzorkt v programovacim
jazyce R.

Pro diferencialni analyzu exprese byl pouzit bali¢ek Bioconductoru DESeq2 (Love et al.,
2014). Diferencialni analyza byla provedena vzdy mezi 3 vzorky B+ a BO embryi stejné
kategorie stafi, pficemz byly stanoveny hranice pro geny se zvySenou expresi na logoFC > 2
(z anglického ,log> fold change™) a p < 0.05. Pro geny se sniZzenou expresi byly stanoveny

hranice logoFC <-2 a p <0.05.
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S Vysledky

5.1 Referenc¢ni sekvence

Pro sestaveni referencni sekvence de novo byla pouzita ONT data dlouhého ¢teni a programy
(assemblery) Canu, Flye, SMARTdenovo. Kombinace ONT dat dlouhého ¢teni a Illumina dat
kratkého cteni byla pouzita pro hybridni assembler MaSuRCA.

Dulezité parametry, které se sleduji u vytvorenych de novo genomd, je celkova délka
referencni sekvence, pocet kontigli, N50 a L50 hodnoty. Vysledky statistik nastroje BioKIT
s témito zakladnimi parametry jsou zobrazeny na Obr. 14A-D. Nastroj Canu vytvoril nejdelsi
sestaveni o velikosti pfiblizn€ 4,15 Gb a nastroj MaSuRCA nejkratSiverzi genomu o velikosti
ptiblizné 1,94 Gb (Obr. 14A). Velikosti assembly vytvorenych nastroji Flye a SMARTdenovo
odpovidaly nejblize pifedchozim odhadim velikosti genomu stanovenych pratokovou
cytometrii, s velikostmi 2,71 Gb a 2,82 Gb (Obr. 14A).

Nastroj Canu vyprodukoval 75 794 kontigh a nastroj Flye 69 668 kontigh (Obr. 14B).
Genomova verze nastroje SMARTdenovo citala 19 520 kontigli a nejmensi pocet kontiga
nastroj BioKIT spocital v genomové verzi nastroje MaSuRCA, ktery Cital 14 350 kontigh
(ObrXB).

Nejslibngjsi vysledek kontinuity genomu se ukazal u vystupu nastroje SMARTdenovo
s hodnotami zékladnich statistik L50 2,1 a N50 320,6 kb (Obr. 14C, 14D). Druhou nejlepsi
verzi genomu na zéklad€ kontinuity vyprodukoval nastroj MaSuRCA, ktery mél L50 3,3
aN50 167,4 kb (Obr. 14C, 14D). Podobny vysledek spocital néastroj BioKIT u vystupniho
souboru nastroje Flye, kde bylo L50 stanoveno na 4,5 a N50 138,3 kb (Obr. 14C, 14D).

Jeden z metodickych pristupt, ktery popisuje kvalitu sestavenych referen¢nich sekvenci, je
tzv. BUSCO analyza (Manni et al., 2021), ktera popisuje Uplnost genomu na zaklade
predpokladaného obsahu ortolognich genti v dané taxonomické skupiné. V tomto experimentu
se pracovalo s taxonomickou skupinou lipnicotvarych (Poales). Genomova verze assembleru
Flye obsahovala 4810 kompletnich gent z celkové 4 896 genu obsazenych OrthoDB souboru
pro taxon Poales, BUSCO skore tedy ¢ini 98,3 %, coz byl nejlepsi vysledek mezi Ctyfmi
assemblery (Obr. 15). Vystupni soubory SMARTdenovo a Canu obsahovalo 98,1 % a 97,6 %
ortolognim gent v uvedeném poradi. Nejméné kompletnich genti bylo BUSCO analyzou
zjisténo ve vystupnim souboru nastroje MaSuRCA, kde se nachazelo pouze 93,5 % gent

(Obr. 15).
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A. Celkova délka referenéni sekvence (Gb) B. Pocet kontigu
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Obrazek 14: Vysledky nastroje BioKit pro Flye, Canu, SMARTdenovo a MaSuRCA. A — Celkova
délka referencni sekvence v gigabazich, B — Pocet kontigu, C — L50, D — N50 v kilobazich.

Kazda verze assembly jednotlivych programt obsahovala velky podil duplikovanych gent
oproti genum Vv jedné kopii. Nejvice duplikovanych genti bylo vytvoreno nastrojem Canu,

nejméné pak nastrojem MaSuRCA (Obr. 15). Pro vybér nejlepsi genomové verze bylo nutné
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nalézt kompromis mezi vysokym procentudlnim BUSCO skorem a co nejmensim poctem

duplikovanych genu.

Vysledky BUSCO analyzy nastrojiu Canu, Flye, MaSuRCA
a SMARTdenovo

I Kompletni (C) a jednokopiové (S) Ml Kompletni (C) a dupplikované (D)
Fragmentované (F) [ Chybéjici (M)

MaSuRCA 93,5%

SMARTdenovo

BUSCO skore (%)

Obrazek 15: Grafické zobrazeni BUSCO analyz vystupnich souboru Canu, Flye, MaSuRCA a
SMARTdenovo. Na ose x je uvedeno BUSCO skore, které popisuje tplnost genomu na zakladé
predpokladaného obsahu ortolognich genii v taxonomické skupin€ Poales. Graf byl vytvofen pomoci
skriptu generate_plot.py, ktery je soucasti nastroje BUSCO.

Na zakladé vysledkl analyz nastrojt BUSCO a BioKIT byla vybrana jako nejlepsi verze
genomu S. purpureosericeum vystupni soubor SMARTdenovo. Ten byl déale podroben
korekci softwarem Medaka, ktery pro tento typ uloh vyuziva hrubych sekvenacnich ONT dat
dlouhého cteni. Vysledny fasta soubor byl opét podroben BUSCO analyze, ze kterych lze
vycist, Ze se obsah kompletnich gent zvysil ze 4 796 na 4 826 (Obr. 16).

Vystup z nastroje Medaka byl dale precistén nastrojem NextPolish, ktery vyuziva hruba
Illumina data kratkého ¢teni. BUSCO analyza odhalila dalsi navySeni kompletnich genti na
4 834 kompletnich genti. Precisténa referencni sekvence ma velikost 2,82 Gb a pocet kontig
zustava stale 19 520 (Tab. 1). Kontinuita se oproti referenci pted precisténim mirné zlepsila,

N50 se navysilona 321,01 kb a LL50 se snizilo na 2,09.
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Vysledky BUSCO analyzy v pribéhu pieciStovani
referencni sekvence SMARTdenovo vystupu

[ Kompletni (C) a jednokopiové (S) [l Kompletni (C) a dupplikované (D)
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Obrazek 16: BUSCO analyza vystupnich souboru nastroje SMARTdenovo a nasledné precistovani
daty dlouh¢ho cteni (Medaka) a daty kratkého ¢teni (NextPolish). Graf byl vytvofen pomoci skriptu
generate_plot.py, ktery je soucasti nastroje BUSCO.

Tabulka 2: Finalni parametry referenéni sekvence.

Finalni referenéni
sekvence
Délka 2,82 Gb
L50 2,09
N50 321,01 kb
Pocet kontign 19 520
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5.2 RNA-Seq analyza

5.2.1 Izolace embryi a endospermu

Ze zrajicich semen ciroku S. purpureosericeum byla izolovana embrya a jejich endospermy.
Na zéklad¢ velikosti byla embrya rozfazena do ¢tyt kategorii dle odhadovaného stafi ode dne

opyleni (DAP)(Obr. 17).

Obrazek 17: Vyvojova fada embryi S. purpureosericeum. Clenéno dle cilovych skupin relevantnich
pro experimenty. 1. skupina — 7DAP, 2. skupina — 14DAP, 3. skupina — 21DAP, 4. skupina — 28 DAP
Me¢ritko 1 mm.

5.2.2 1Izolace DNA, screening z endospermu

Pro RNA-Seq experiment bylo vybrano 7 B+ a B0 izolovanych replik embryi a endospermi
kazdé vyvojové kategorie. Embryo 1 endosperm maji stejny B profil (viz Obr. 5C), ¢ehoz lze
vyuzit k ur€eni B+ / BO statusu embrya neinvazivni metodou. Zmrazené endospermy byly
vyuzity k izolaci DNA endospermu. Koncentrace byla kontrolné zmétfena pomoci Nanodropu.
B+ / BO status endospermu (zaroven tedy i embrya) byl uren v PCR reakci na izolované
DNA pomoci dvou specifickych primerd. Vysledky PCR byly vyhodnoceny na zakladé
vysledkt elektroforézy (Obr. 18).
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Obrazek 18: Gelova clektroforéza PCR produktu dvou markeru (24, 27) pro B chromozom
testovanych na endospermech B+ a BO embryi. Jako pozitivni kontrola slouzila DNA izolovana
z prasnikii a jako negativni kontrola DNA izolovana zlistu ¢iroku S. purpureosericeum. M —
GeneRuler 100 bp DNA Ladder.

5.2.3 Izolace RNA, agilent

RNA byla izolovana z 6 z celkovych 7 odebranych kopii BO i B+ embryi kazdé vyvojové
kategorie. Kvalita a koncentrace RNA byla zméfena zafizenim 2100 Bioanalyzer Instrument
(Agilent) (Priloha 2). Koncentrace izolované RNA 7DAP a 14DAP vzorku se pohybovala
v fadu stovek pikogramii na mikrolitr, zatimco 21DAP a 28DAP vzorki v fadu desitek
nanogramu na mikrolitr (Pfiloha 2). 5 nejlepSich vzorku kazdé kategorie bylo na zakladé

zmeétené koncentrace vybrano pro sekvencovani metodou Illumina.
5.2.4 Analyza RNA-Seq dat

Illumina sekvencovani vygenerovalo celkem 1,86 miliard parovych Cteni (primérné

30 miliont Cteni na vzorek) (Pfiloha 2). Hruba data byla namapovana programem STAR na
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genom sestaveny pomoci SMARTdenovo nastroje. V ptiloze 2 je uvedeno mnozstvi unikéatné
namapovanych ¢teni na referencni sekvenci.

V programovacim jazyce R byla dale provedena vizualizace normalizovanych dat pomoci
PCA analyzy (Obr. 19). PCA analyza je statisticka metoda slouzici k ur€eni hlavnich faktorti
ovliviiujicich dataset RNA-Seq dat. Vysledky shlukovani replik v PCA analyze (Obr. 19)
odhalily nekvalitni repliky, které byly zafazeny do Spatné kategorie stafi (napf. replika
B21_1). Z kazdé B+ 1 BO kategorie byly pro nasledujici analyzy zachovany 3 nejvice
konzistentni repliky na zakladé kvality ¢teni (Pfiloha 2) a shlukovani v PCA prostoru.
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Obrazek 19: PCA analyza 5 B+ a BO replik 7DAP, 14DAP, 21DAP a 28DAP embryi. Na ose x je
znazoména PC1 variance, na ose y PC2 variance. Barevna legenda znazomuje jednotlivé kategorie
stari.

Z grafu vygenerovaného PCA analyzou s 3 replikami je patrné, ze vzorky sedmidennich
embryi obsahujici B chromozoém (B7) a vzorky sedmidennich embryi bez B chromozomu
(BO) jsou v PCA prostoru jasné oddé€leny (Obr. 20). Skupiny B14 a 014 jsou od sedmidennich
skupin posunuty v ramci PC1. Replika 014 4 do shluku nezapada, ale nebylo mozné ji

nahradit jinou replikou z davodu nekvalitnich dat. Vzorky skupin B21, 021 a 028 jsou

Castecné prekryté a nelze je jasné rozlisit, coz mize naznacovat podobnou genovou expresi €i
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jiz nevyrazné zmeény vyvoje embrya mezi tfetim a Ctvrtym tydnem po opyleni. Skupina
dvaceti osmi dennich embryi (B28) se od ostatnich embryi podobného stati vyrazné odlisuje
vramci PC2 (Obr. 20). Toto shlukovani replik B28 vzorki naznacCuje nejvétsi odliSnost
genoveé exprese v ramci sledovanych skupin. Z Obr. 20 je patrné, Ze zasadni roli v rozdilech
mezi vzorky hraje stafi jednotlivych embryi. Nicméné je dulezité poznamenat, ze PCA

analyza neni pfimym indikatorem genové exprese.
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Obrazek 20: PCA analyza normalizovanych RNA-Seq dat po vybéru 3 nejvice konzistentnich replik.
Vzorky s B chromozoémy se shlukuji vzdy posunuty nahoru vramci PC2. PC1 pravdépodobné
znazoruje vyvojoveé kategorie embryi — nalevo se vyskytuji nejmladsi vzorky a napravo nejstarsi.
Nejvice odlisna je skupina B28 (fialova). Barevna legenda znazoruje jednotlivé kategorie stari.

Po normalizaci RNA-Seq dat byla vytvorena také mapa vzdalenosti vzorku (,,sample-to-
sample distance heatmap®) (Obr. 21), ktera zobrazuje vzdalenosti mezi jednotlivymi vzorky
na zakladé genové exprese. Mapa vzdalenosti vyjadiuje miru odliSnosti mezi vzorky pomoci
barevného kodovani. Cim syt&j§i Gervena barva, tim vétsi odlignost mezi vzorky a naopak
modra barva znaci nejvetsi podobnost. Na diagonale grafu jsou modré buiiky, které znazornuji

porovnani stejnych vzorka.
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Z grafu lze jasné vidét dva syté Cervené shluky, které ukazuji, ze tfi vzorky skupiny
sedmidennich embryi s B chromozomem (B7) jsou nejvice odli§né od dvou replik skupiny
nejstarSich embryi s B chromozémem B28.

Nékteré vzorky vykazovaly vétsi podobnost s jinou skupinou nez se svou vlastni skupinou.
Tyto vzorky mohou byt pro dalsi analyzu problematické a mohou zplsobit nepfenosti ve

vysledcich a jejich interpretaci.
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Obrazek 21: Vizualizace vzdalenosti mezi RNA-Seq vzorky pomoci "sample-to-sample® mapy
vzdalenosti. Nejvice odlisné shluky (Cervena barva) jsou repliky skupiny nejmladsSich B7 embryi od
replik skupiny nejstarSich embryi B28.

Dals$i informace o kvalité dat a vztazich mezi kategoriemi stafi je mozné také vycist
z grafu primérného poctu transkriptd na milion (TPM) (Obr. 22). Hranice pro vSechny repliky
byla stanovena na TPM > 1. Z grafu lze vycist, Ze se poCet geni exprimovanych nad touto
urovni pro BO 1 B+ skupiny zvySuje s rostoucim stafim embrya — pro 7DAP embrya je pocet
genu exprimovanych nad stanovenou hodnotu TPM az 19 431 transkriptd, pro 14DAP az
24 908, pro 21DAP az 28 114 (Obr. 22). Pro skupinu 28DAP je pocet exprimovanych gent za

podminky TPM > 1 o tisic mensi nez u 21DAP skupiny, coz vSak odpovida jiz pfedchozim
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analyzam, kde se skupiny 21DAP a 28DAP embryi c¢asteCné prekryvaji a z hlediska
embryonalniho vyvoje pravdépodobné nejsou tak odlisna.

Vyjimkou z pravidla vétSiho poctu exprimovanych genti v B+ vzorcich je skupina 7DAP
embryi, kde je pocet genli s TPM > 1 az o 4 tisice niz§i nez BO skupiny. To samotné vSak
nemusi znamenat, ze se transkripce B+ od BO skupiny natolik li§i, protoze pribéhu izolace

RNA mohlo dojit ke ztraté nékterych transkriptd kvili nizké koncentraci izolované RNA.

Prameérny pocet transkriptd na milion
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Obrazek 22: Primérny pocet transkripta (TPM > 1). Osa x znazorfiuje kategorie stari embryi a osa y
praméry pocet transkripta 3 replik v kazdé BO (modte) i B+ (Cervené€) vyvojové kategorii embrya.

5.2.4.1 Diferencialni analyza exprese

Analyza diferencialni exprese byla provedena v R skriptu implementaci Deseq2 algoritmu.
Bylo zjisténo, ze v porovnani se vzorky bez B chromozomu doslo u B+ vzorkd embryi
k vyraznému nartstu exprese 500 gent v 7. den po oplozeni (7DAP), 300 genti v 14DAP, 160
gent ve 21DAP a 398 gent v 28DAP (Obr. 23A) (log2FC > 2, p-hodnota < 0.05).

Dataset byl v experimentu diferencialni exprese prohledavan i pro geny se sniZzenou
expresi (logoaFC > -2, p-value < 0.05). Nejvice genl se snizenou expresi bylo nalezeno
u 7DAP skupiny, kde pocet takovych gent Cinil 2650 v porovnani B+ proti BO skupiné. 164
genu se snizenou expresi bylo nalezeno v 14DAP B+ embryich, 39 gent ve 21DAP a 119
gentl v 28DAP embryich oproti vzorkiim bez B chromozomu (Obr. 23B).
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21DAP 28DAP 21DAP 28DAP

(160) 398 (39) 119
7DAP (398) 14DAP 7DAP {19) 14DAP

(500) (300) (2650) (164)

A. Upregulované geny B. Downregulované geny

Obrazek 23: Viennovy diagramy diferencialni exprese geni B+ embryo vSech vékovych skupin
(logoFC > £ 2, p-value < 0.05). A — geny se zvySenou expresi, B — geny se snizenou expresi.
V zavorce za nazvy skupin je uveden pocet celkovych gend se zvySenou ¢i snizenou expresi,
v barevnych polich poté na prinicich pocty sdilenych genu riznych skupin (7DAP — modra, 14DAP —
zelena, 21DAP — zluta, 28DAP — fialova).
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6 Diskuze

Divoky druh ¢iroku Sorghum purpureosericeum muze ve svém genomu obsahovat nad
ramec své obvyklé sady B chromozomy. Tyto B chromozomy se vyskytuji stabiln€ pouze
v kvétenstvi a z ostatnich pletiv jsou eliminovany (Darlington et al., 1941). K eliminaci
dochazi pravdépodobné jiz v ranych stadiich embrya, podobné jako u Aegilops speltoides, kde
byla eliminace B chromozomi z kofenti zaznamenana jiz v 6—-8 dennim embryu (Ruban et al.,
2020). Cilem této diplomové prace bylo vytvoreni prvni referencni sekvence ¢iroku Sorghum
purpureosericeum a analyza RNA-Seq dat embryi S. purpureosericeum s B chromozomem 1
bez B chromozomu v pribéhu vyvoje (7DAP, 14DAP, 21DAP a 28DAP) za ucelem zisku
diferencialn€é exprimovanych gent, které by mohly byt zodpovédné za eliminaci
B chromozomu v pletivech.

Pro vytvoreni referencni sekvence byly zvoleny ¢tyfi nastroje — Flye, Canu, MaSuRCA
a SMARTdenovo. Bylo provedeno vyhodnoceni kvality vystupnich soubora z téchto nastroja
na zakladé BUSCO skore a zakladnich parametra (délka celkové referen¢ni sekvence, pocet
kontigti, N50 a L50), které slouzilo k porovnani vzniklych sekvenci a k vybéru nejlepsi verze
referen¢ni sekvence. V souvislosti s vysledky porovnavani kvality vzniklych assembly, byla
pro dal§i experimenty zvolena verze vytvofend programem SMARTdenovo. Vystup ze
SMARTdenovo byl jesté ociStén nastrojem Medaka (dlouhé Cteni) a NextPolish (kratké
cteni). SMARTdenovo nastroj byl uspé$né pouzit ve studii, ktera sestavila sekvenci genomu
ciroku Sorghum bicolor Tx430 z dlouhych ¢teni ONT MiniON platformy (Deschamps et al.,
2018) a dalsich rostlinnych genomu (Lin et al., 2018) (Schmidt et al., 2017).

Vysledna referencni sekvence S. purpureosericeum nabyva délky 2,82 Gb. Tato délka je
vetsi nez realna velikost genomu S. purpureosericeum, ktera byla jiz diive pratokovou
cytometrii stanovena na 2.21 Gb (Karafiatova et al., 2021). Problémem ve vytvorené referenci
jsou duplikované kontigy, kterych vysledna verze vytvorena v této praci obsahuje priblizné
tretinu. Duplikaty vznikaly v heterozygotickych regionech, kde bioinformatické néastroje
vytvorily namisto jedné kopie genu dvé kopie odpovidajici matefské a otcovské kopii daného
lokusu. Tyto duplikaty naruSuji kontinuitu sekvence a vytvafi nepfesnosti v transkriptomické
analyze. Pro dal$i vylepsSeni referen¢ni sekvence v nésledujicich verzich je nutno duplikované
geny (také , haplotigy) odstranit pomoci nastroju jako je purge_haplotigs (Roach et al., 2018)
nebo purge_dups (Guan et al., 2020). V této praci prozatim nebyly duplikaty odstranény

z divodu mozné ztraty gent nachazejicich se na B chromozomu.
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SMARTdenovo vystup ma 19 520 kontigt, coz je také stale velké Cislo, a bylo by vhodné
vyuzit dalSich pfistupti pro sestaveni kontigi do superkontigi (tzv. ,scaffoldy”) o délce
samotnych chromozomi. Takovymi piistupy muize byt napiiklad kombinace NGS/TGS
a Hi-C techniky, coz bylo uspésné¢ provedeno u jeCmene s finadlnim poctem 6 347
superkontigti (Mascher et al., 2017). Dalsi moznosti vylepSeni kontinuity sekvence je pouZiti
metody fyzikalnich map (optickd mapa, restrikéni mapa). Tato metoda byla pouzita pfi
sestaveni verze genomu Arabidopsis thaliana (Michael et al., 2018). Vysledna sekvence
genomu ziskana timto zptsobem se skladala z 62 kontigt.

Na referenci byla UspéSné mapovana transkriptomicka data. Shlukova PCA analyza
rozdélila skupiny embryi do PCA prostoru na zakladé¢ PC1 variance (Obr. 20, osa x) a PC2
variance (Obr. 20 osa y). PC1 64% variance jasné odpovida stafi, kde nejmladsi vzorky se
nachazi vlevo a nejstarsi vpravo. Vzorky s B chromozomy se nachazely v PCA prostoru vzdy
nad B chromozémy. Rozdil v PC2 mezi B+ a BO vzorky byl u 7DAP, 14DAP a 21DAP
pfiblizné€ stejny, zato u 28DAP embryi byl zaznamenan nejvétsi rozdil mezi B+ a BO vzorky.
Tento vysoky rozdil v PC2 u nejstarSich embryi mize znamenat vysoky transkriptomicky vliv
B chromozomi. Dle PCA analyzy mélo vétsi efekt na transkriptom embryi
S. purpureosericeum jasné jejich vyvojové stari, a ne pritomnost B chromozomu.

Pocet transkripti se v prubéhu vyvoje zvySoval a obecné platilo, ze vzorky
s B chromozomy mély vétsi pocet transkriptt (Obr. 22). Tomuto trendu neodpovida statistika
nejmladsich embryi s B chromozomy, jejichz TPM bylo nizs§i nez BO vzorky. Je tfeba brat
v potaz, ze izolace RNA je ztratova, a jisté mnozstvi transkriptd se v prub&hu zpracovani
vzorkt ztraci. Obezietné je nutno piistupovat k ziskanému poCtu transkripti zejména
u sedmidennich embryi, které jsou velmi malé, je s nimi obtizna manipulace a ztraty RNA
budou znatelné.

Analyza diferencialni exprese B+ embryi oproti BO vzorkim odhalila 500 gen se
zvySenou expresi v 7DAP embryich, 160 genti v 14DAP embryich, 300 v 21DAP embryich
a 398 v 28DAP embryich. Pomoci prinikd vSemi kategoriemi (Obr. 23A) bylo vyfiltrovano
424 unikatnich gend, které jsou nadexprimovany pouze v sedmidennich embryich a které by
potencialné mohly obsahovat geny zodpovédné za eliminaci B chromozomi. Obdobné tomu
bylo u genu se snizenou expresi (Obr. 23B), kde bylo zachyceno az 2 650 genti u 7DAP
embryi. Nicméné je nutno brat v potaz predchozi vysledky, ze kterych je pravdépodobné, ze
transkriptomy té€chto nejmladSich embryi nejsou kompletni, a tudiz muze byt analyza
diferencialni exprese zkreslena. Dalsi postup v RNA-Seq analyze, ktera jiz neni v této praci

zahrnuta, je anotace kandidatnich transkripti. Nejuzivanéj§im nastrojem pro anotaci je
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Blast2GO, ktery rozpoznava geny na zakladé podobnosti v sekvencich ulozenych v mnoha
databazich (Conesa et al., 2005).

Jiz zminéna RNA-Seq studie eliminace B chromozomu v kofenech Aegilops speltoides se
zabyvala vzorky mezi 17-20 dny embryogeneze a nalezla 341 diferencialné exprimovanych
B+ gena (Boudichevskaia et al., 2020), zatimco v predkladané praci bylo nalezeno u 21DAP
embryi pouze 199 diferencialné exprimovanych genii. Transkriptomicka studie Aegilops
speltoides dale anotovala diferencialné exprimované geny. Nejvice zastoupenymi pojmy
v kategorii ,,molekularni procesy“ byly , bunécné procesy” a ,,metabolické procesy dusikatych
slouCenin®. Dale také , genova exprese”, ,procesy souvisejici s mikrotubuly”, ,pohyb
zalozeny na mikrotubulech®, ,bunéény nebo organelovy pohyb“ a organelova fuze®.
V kategorii molekularni funkce byly nejvice zastoupeny pojmy ,vazba GTP“, ,vazba
cytoskeletarnich proteini“, ,vazba mikrotubula®“, ,aktivita mikrotubulovych motord*
a,vazba tubulinu“ (Boudichevskaia et al., 2020). Prunik vysledki anotace transkriptd
S. purpureosericeum s A. speltoides by mohl poukazat na podobné mechanismy, které jsou

zodpovédné za eliminaci B chromozomu v obou rostlinach.
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7 Zavér

Diplomova prace se zabyvala studiem transkriptomu v prabéhu vyvoje embryi divokého
ciroku S. purpureosericeum za uCelem identifikace skupiny kandidatnich gent, které jsou
zodpoveédné za eliminaci B chromozomu v somatickych pletivech.

Pro vytvoreni referencni sekvence byly pouzity data kratkého 1 dlouhého Cteni a nastroje Flye,
Canu, MaSuRCA a SMARTdenovo. Nejlepsi vystupni soubor poskytl nastroj SMARTdenovo,
ktery byl dale hrubymi daty precistovan. Finalni referencni sekvence nabyvéa velikosti 2,82 Gb
a kompletnostt BUSCO skoére 98,7 %.

Nasledna analyza diferencialni exprese stanovila potencialné zajimavé geny se zvySenou
expresi 7DAP embryi, u kterych je pravdépodobné efekt eliminace B chromozomu nejsilnéjsi, a
kter¢ by mohly byt zapojeny v procesu eliminace B chromozému u studovaného druhu

S. purpureosericeum.
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9 Seznam zKkratek

BAM

CCDB

CENH3

CPU

DAP

dXTP

EDTA

FAO

FISH

FPKM

GPU

GTF

Hi-C

ICRISAT

mobDNA

NATE

NGS

OLC

ONT

binérni verze souboru SAM

databaze poctli chromozoému (The Chromosome Counts Database)
centromerickd varianta histonového proteinu 3 (Centromere Protein H3)
centralni procesorova jednotka (Central Processing Unit)

dny po opyleni (Days After Pollination)

deoxy—X-trifosfat (X = A (adenosin), C (cytidin), G (guanosin), T (thymidin))
kyselina ethylendiamintetraoctova

Organizace pro vyzivu a zemédélstvi Spojenych narodi (The Food and

Agriculture Organization of the United Nations)
fluorescencni in situ hybridizace

fragmenty na kilobazi exonii na milion namapovanyach Cteni (fragments per

kilobase of exon per million mapped fragments)

graficky procesor (Graphics Processing Unit)

format trasnferu genti (Gene Transfer Format)

zachyceni konformace chromatinu (Chromatin Conformation Capture)

Mezinarodni institut pro vyzkum plodin v polosuchych oblastech

(International Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics)
mobilni DNA

skupina retrotranspozont vazajicich se do specifickych mist genomu

(Nucleotide Addition Target Site)
sekvenovani nové generace (Next Generation Sequencing)

algoritmus pro sestaveni na zakladé prekryvu a konsensu sekvenci (Overlap

Layout Consensus)

Oxford Nanopore Technologies
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PCA analyza hlavnich komponent (Principal Component Analysis)

PCR polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
PNG prenosna sitova grafika (Portable Network Graphics)

PMC matetska burika pylu (Pollen Mother Cell)

gPCR kvantitativni polymerazova fetézova reakce

rDNA ribozomalni DNA

RNA-Seq sekvenovani RNA

RPKM fragmenty na kilobazi exonii na milion namapovanyach cteni (reads per

kilobase of exon per million reads mapped)

SAM textovy soubor vysledkti zarovnani sekvenci vuci referencnim sekvencim

(Sequence Alignment Map)

satDNA satelitni DNA

SMRT jednomolekulové sekvenovani v realném case (Single Molecule Real-Time)
TBE Tris/Borat/EDTA pufr

TGS sekvenovani tfeti generace (Third Generation Sequencing)

TPM transkripty na milion (Transcipt Per Million)
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10 P¥ilohy

Priloha 1: Unixové prikazy pro nastroje tvorby referen¢ni sekvence a transkriptomu

Ptikaz pro béh assembleru Flye:

flye Spu_ONT_Bs_newguppy. fq -
threads 12

kde —nano-hq oznacuje mod pro dekodéry ONT Guppy5+, déle je zadana vystupni slozka a
pocet vlaken CPU.

Ptikaz pro béh assembleru Canu:

canu Spu_canu_options.sh Spu_canu_assembly assembly
=2210m =/packages/run/jdk-8/current/bin/java
Spu_ONT_Bs_newguppy.fq

kde Spu_canu_options.sh je konfiguracni soubor, ktery fidi béh Canu. Déale jsou zadany
vstupni data (-nanopore) a vystupni slozka (-p), cesta k java balicku a pfiblizna velikost

genomu.

Ptikaz pro béh assembleru MaSuRCA:

masurca 32 Bplus_S1 _Rl.fastq Bplus_S1 _R3.fastq
Spu_ONT_Bs_newguppy.fq

kde -1 urcuje vstupni parové Illumina soubory a -r Oxford Nanopore soubor ve

formatu fastq. -t udava pocet vlaken CPU.

Ptikaz pro béh assembleru SMARTdenovo:

smartdenovo.pl SpuB_assembly_smartdenovo_corr dmo 32
23 1 ../cns_final.fasta.gz

kde jsou zadany vstupni a vystupni destinace, -t udava opét pocet vlaken
CPU, -e algoritmus dmo, -k délku k-mert a -c stupeni korekce (precisténi reference hrubymi

daty).
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http://smartdenovo.pl
http://lnal.fasta.gz

Korekce pomoci nastroje Medaka se sklada ze tii ukont:

1. Mini_align:

mini_align SPS_ONT_Bs_newguppy.fq
SpuB_smartdenovo_corr.dmo.cns calls_to_draft.bam 32

kde mini_align pfirovnava Cteni vstupnimu assembly (-i), dale je uvedeny samotny soubor
s hrubou assembly, vystup ve formatu bam (-p) a pocet vlaken CPU (-t). -P indikuje, ze

vystup bude popisovat informace o identité zarovnani, délce, pozici a orientaci. -m udava mod

pro zarovnani sekvenci.

2. medaka consensus:

Medaka consensus calls_to_draft.bam.bam contigs_out.hdf
ro4l_min_hac_g507 120 2

Vstupnim souborem pro druhy krok byl soubor ve formatu bam z prvniho kroku, dale je
uveden vystupni soubor ve formatu hdf. Parametr --model urcuje pouzity model pro tvorbu
konsenzualnich sekvenci, v tomto piipadé byl pouzit model r941_min_hac_g507, ktery je
optimalizovany pro pouziti s nanoporovymi sekvenatory typu Oxford Nanopore. Tento krok

vyzaduje paralelismus GPU, jehoz mnozstvi je uvedeno pod parametrem --batch.

3. medaka stitch:

Medaka stitch 4 contigs_out.hdf SpuB_smartdenovo_corr.dmo.cns
final.output.fa

kde je uveden pocet vlaken CPU (--t), vstupni a vystupi sobor.
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Ptikaz pro korekci nastrojem NextPolish byl fizen souborem run.cfg:

[General]
job_type = local
job_prefix = nextPolish

task = best
rewrite = yes
rerun = 3

parallel_jobs = 1
multithread_johs = 4

genome = ./medaka_flye.fa #genome file
genome_size = auto

workdir = ./01_rundir

polish_options = {multithread_jobs}

[sgs_option]
sgs_fofn = ./sgs.fofn
sgs_options = 100

ktery udava parametry pro paralelismus, vstupni soubory referencni sekvence i hrubych dat

kratkého Cteni (soubor sgs fofn) a pracovni prostiedi.

Pro mapovani transkriptomickych nastrojem STAR v2.7.10b na referenc¢ni sekvenci byl

nejdfive vytvoren index piikazem v shellu (unixovém piikazovém tadku).

Ptikaz pro vytvofeni indexu:

STAR 16 genomeGenerate

index_STAR/
SpuB.smartdenovo.Medaka.nextpolish.2.purge_haplotigs_ShortNames. fa
--sjdbGTFfile SpuB_all_genes_merged.gtf

kde --runThreadN je pocet vlaken CPU, --runMode genomeGenerate Gloha nastroje
generujici index genomu, --genomeDir cesta k adresati pro vysledné soubory indexu, -
--genomeFastaFiles soubor referencni sekvence S. purpureosericeum formatu fasta

a --sjdbGTFfile anotacni soubor S. purpureosericeum formatu GTF.
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Po vytvoreni STAR indexu prob&hlo samotné mapovani ¢teni na referencni sekvenci.

Ptikaz pro mapovani:

STAR 8 index_STAR/
raw_sequences/Spu@_RNA_7dap_1_R1 raw_sequences/Spu®_RNA_7dap_1_R2
TranscriptomeSAM BAM Unsorted

mapped/ Spu@_RNA_7dap_1

kde --runThreadN udava pocet vlaken CPU, --genomeDir slozku pro vystupni soubory
indexu a --readFilesIn vstupni transkriptomicka hrub4 data. --quantMode udava mod nastroje
Star, v tomto ptipadé byl pouzit mod pro TranscriptomeSAM s vystupnim soubourem BAM,
ktery udava --outSAMtype parametr. Vysledky byly ukladany do slozky /mapped pod

parametrem --outFileNamePrefix.

Nasledné byla vytvorena reference pro kvantifikaci nastrojem RSEM:

rsem-prepare-reference SpuB.smartdenovo.Medaka.nextpolish.2.fa
SpuB_all_genes_merged.gtf RSEM_reference

kde mod rsem-prepare-reference nastroje RSEM potiebuje jako argumenty referencni

sekvenci ve formatu fasta, GTF anotacni soubor a jméno vystupniho souboru.

Ptikaz pro kvantifikaci ¢teni nastrojem RSEM:

rsem-calculate-expression 16
mapped/Spu@_RNA_7dap_1_Aligned.toTranscriptome.out.bam
RSEM_reference Spu@_RNA_7dap_1_counts

kde bylo v modu rsem-calculate-expression nastroje RSEM zadany parametry vstupu ve

forméatu bam, pocet vlaken CPU (-p), umisténi RSEM reference a nazev vystupniho souboru.
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Priloha 2: Koncentrace izolované RNA, vystup sekvenovani a kvalita mapovani

Tabulka 3: Koncentrace izolované RNA ze vzorkt (ng/ul), hrubé ¢teni z NGS a unikatné

namapovang ¢teni (%) pro 4 vyvojové kategorie embryi.

Koncentrace (ng/ul)

Hrubé ¢teni z NGS

Unikatné namapované cteni (%)

Stadium | Replika
B+ BO B+ BO BO B+
1 0,096 0,099 | 16,821,950 | 23,576,790 32,85 58,12
2 0,027 0,075 81,113 22,655,131 53,86 42,25
7DAP 3 0,204 0,175 | 24,084,803 | 14,676,869 71,86 63,11
4 0,209 0,215 | 22,088,045 | 17,140,051 71,45 68,81
5 0,145 0,324 | 22,122,690 | 16,696,992 72,85 64,73
1 0,581 0,145 | 15,022,526 | 54,323,449 10,45 70,41
2 2,232 0,804 | 71,021,099 | 64,021,230 70,22 70,76
14DAP 3 5,651 0,898 | 27,192,660 | 17,727,165 67,57 71,73
4 1,637 0,463 | 13,215,397 | 36,773,719 65,25 72,55
5 2,097 0,515 | 85,197,519 | 34,003,384 73,19 72,39
1 1,886 0,800 | 29,140,715 | 35,248,072 62,49 62,71
2 4,610 0,327 | 20,189,621 | 50,978,559 62,44 68,01
21DAP 3 2,341 3,485 | 31,302,315 | 49,204,073 68,68 75,44
4 5,651 2,060 | 25,422,232 | 28,985,985 71,08 72,30
5 3,152 3,874 | 27,143,887 | 17,862,420 73,70 74,07
1 3,811 2,251 | 25,547,255 | 18,025,387 67,76 66,13
2 11,029 6,277 | 13,731,710 | 39,695,386 63,97 62,90
28DAP 3 23 14 17,980,259 | 63,742,647 72,85 71,06
4 12 8 12,783,664 | 29,317,966 74,55 73,69
5 49 61 29,211,546 | 21,740,494 71,66 68,98
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