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Souhrn

Kukufice seta (Zea mays) je vyznamnou hospodaiskou plodinou, ktera kromé& deseti paru
standardnich chromozomii (A chromozoml) muze nést i nadbytecné a postradatelné
B chromozomy. B chromozomy jsou ¢asto oznacovany jako ,,parazitické” elementy, jelikoZz
na svého nositele obvykle maji negativni vliv. Aby nedochazelo k jejich ztratdm, vyvinuly
si pro své zachovani a akumulaci v populaci rizné ,,drive” mechanismy, kterymi zvysuji
pravdépodobnost pienosu do dalsi generace. U B chromozomt kukufice je nejdilezitéjSim
drive mechanismem nondisjunkce sesterskych chromatid béhem druhé pylové mitézy spojena
S preferenénim oplozenim vajeéné buiiky spermatickou buiikou nesouci B chromozom(y).
Pro spravnou segregaci standardnich chromozomu je nezbytna piitomnost centromerické
varianty histonu H3 (CENH3), jejiz homologni varianta byla objevena na B chromozomu

kukufice.

Podstatou této prace bylo provedeni sekvenéni analyzy obou variant genu CENH3 za ucelem
srovnani jejich konzervovanosti u vybranych linii kukufice seté. Bylo zjisténo,
ze A'i B varianta genu CENH3 je u vsech 40 zkoumanych linii kukufice silné konzervovana.
Konzervovanost B varianty CENH3 by mohla znamenat jeji potencialni klicovou roli

pti akumula¢nich mechanismech B chromozomt, mozna i v samotné nondisjunkci.
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Summary

Maize (Zea mays) is an important agricultural crop which, in addition to ten pairs of standard
chromosomes (A chromosomes), can also carry supernumerary and dispensable
B chromosomes. B chromosomes are often referred to as ,parasitic* because in most cases they
have negative effect on their host. To prevent their loss and to preserve and accumulate
in population, they evolved various drive mechanisms increasing the probability
of transmission to the next generation. In maize, the most significant drive mechanism
of B chromosomes is the nondisjunction of sister chromatids coupled with preferential
fertilization of the egg cell by the sperm carrying B chromosome(s). For proper segregation
of standard chromosomes, a presence of a centromeric histone H3 (CENH3) is essential.

A homologous variant of CENH3 has been discovered in maize B chromosome.

The main purpose of this study was to perform sequence analysis of both CENH3 variants
to compare their conservation in selected maize lines. The A and B variants of CENH3 were
found to be strongly conserved across all 40 maize lines that were studied. The conserved nature
of the B variant of CENH3 could indicate its prossible crucial role in the accumulation

mechanisms of B chromosomes, potentially in nondisjunction itself.
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1 UVOD

Kukufice seta (Zea mays L.) je jednod€lozna rostlina z Celedi lipnicovitych (Poaceae).
Je jednou z nejvyznamnéjSich a celosvétové nejpéstovanéjSich hospodarskych plodin.
Kukufice je schopna adaptace na rizna podnebi, 1ze ji péstovat jak v mirném, tak tropickém
pasu. O téméf dvé tietiny celosvétové roéni produkce se zasluhuji Spojené staty americké, Cina
a Brazilie. Kukufice se nejvice vyuziva jako krmivo pro hospodaiska zvirata, mensi podil

je vyuzit k lidské potieb¢ a konzumaci.

Kukufice seta je diploid nesouci 20 autozomu (2n = 2x = 20), jeji genom je az z 85 % tvoren
transponovatelnymi elementy. Kromé obvyklé sady chromozoml mohou nékteré zplanélé
druhy kukufice nést ve svém genomu tzv. B chromozomy. B chromozomy jsou nadpocetné
postradatelné elementy, jez na svého nositele maji obvykle negativni vliv. Jejich pienos
do potomstva nepodléha pravidlim Mendelovské dédi¢nosti. Pro své zachovani a akumulaci
v populaci si vyvinuly razné ,,drive mechanismy, diky kterym zvysuji pravdépodobnost svého
prenosu do nasledujici generace. U kukufice je nejvyznamnéj$im drive mechanismem
nondisjunkce sesterskych chromatid béhem druhé pylové mitdzy néasledovana preferencnim
oplozenim vajicka spermatickou burikou obsahujici B chromozomy. Pii procesu nondisjunkce
hraje vyznamnou roli centromera a distalni ¢ast dlouhého raménka B chromozomu.
U standardnich chromozomu se v oblasti centromery vyskytuje kinetochorovy protein CENH3
neboli centromericka varianta histonu H3, jenz je nezbytny pro spravnou segregaci
chromozomu. Dulezitost tohoto genu vede k jeho silné konzervovanosti, @ mutace zptisobujici
zménu aminokyselinové sekvence tak vedou nejcastéji k letalité nositele. Na B chromozomu
kukufice byla objevena B chromozomalni varianta CENH3, jeji funkce zatim nebyla objasnéna.
AvsSak pokud se prokaze podobna mira konzervovanosti, lze predpokladat, ze tento gen
vykazuje dilezitou funkci, pfipadné miize hrat kliCovou roli pii samotné nondisjunkci

B chromozomu.



2 CILE PRACE

1. vypracovani literarni reSerse na t¢éma CENH3 a B chromozomt kukufice,

2. amplifikace produktii A a B chromozomalni varianty genu CENH3 pomoci PCR,
3. sekvenovani A a B chromozomalni varianty genu CENH3,
4

analyza a interpretace vysledka.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Kukuf¥ice seta (Zea mays L.)

Kukufice seta se fadi do jednodéloznych rostlin (Liliopsida), ¢eledi lipnicovité (Poaceae),
podceledi Panicoideae, kmene Andropogoneae. Kukufice seta prava (Zea mays subs. mays)
vznikla domestikaci jeji piibuzné divoké travy Zea mays subs. parviglumis, nazyvané teosint.
Mezi teosinty patii dale poddruhy Zea mays huehuetenangensis a Zea mays mexicana.
K jeji domestikaci doslo pfiblizné pied 9000 lety v udoli feky Balsas v jiznim Mexiku (lltis et
Doebley, 1980; Cruz-Cardenas et al., 2019).

Kukufice seta je jednoletd jednodoma rostlina, ktera dorGsta do vySky 1-3 metra.
Kvét je jednopohlavni, tvoii jej sam¢i a samici kvétenstvi. Jako sam¢i kvétenstvi se oznacuje
lata tvofena ze stopkatého a piisedlého klasku (Obrazek la). Sami¢im kvétenstvim je klas
slozeny z obilek, ktery je obalen listeny (Obrazek 1b). Pravé u klast je zietelny dopad evoluce
kukutice pod vlivem lidského vybéru. Klas domestikované kukutice (Obrazek 2a)
se od teosinti 1i$i svou velikosti a mnozstvim semen, je vétsi a jeho obilky jsou ve vice fadach.
Klas teosinti (Obrazek 2b) je mensi, obsahuje také méné zrn. Cnélky a blizny se nachazeji
vV chomaci na vrcholu samiéiho kvétenstvi (Brown et al., 2011). Stéblo ma hladky povrch,
je vzpiimené a duznaté. Listy jsou vstficné uspofadané a maji dlouze Kkopinaty tvar
se soub&éznou zilnatinou se stfednim Zzebrem, mohou byt zvinéné (Zimolka et al., 2008). Koten

muze dosdhnout do hloubky az 3 metrd (Qi et al., 2021). Kopyleni dochazi nejcastéji

cizosprasenim (alogamii), ale je mozné i samospraseni (autogamie). Po opyleni se vyviji plod

—zrno (Zimolka et al, 2008).

W/

‘W‘

[© Dana Michalcova

Obrazek 1: Saméi a sami¢i kvétenstvi kukufFice seté. Foto: Dana Michalcova. Modifikovano z: Pladias



Obrazek 2: Srovnani klasu teosintu a dneSni kukufice seté. Modifikovano z: Mahadeva, 2015.

3.1.1 Péstovani kukufice

JakoZto teplomilna rostlina je kukufice schopna rist v tropech, ale i v subtropech a mirném
pasu s omezenim na vegetacni obdobi. (Hruska et al., 1962). Mnozstvi vlahy je pro péstovani
kukufice stézejni. Naroky na vodu se zvysuji s rastem rostliny, nejvyssi jsou v obdobi dozravani
generativnich organt. V ptipadé nedostate¢nych srazek se méni morfologie kotfenového
systému — kofeny prostupuji do vétsi hloubky za podzemni vodou. Naroky na charakter pidy
se odvijeji dle oblasti péstovani. V oblastech se sus$im klimatem jsou preferovany vlh¢i hlinité
pudy, v oblasti s mirnym az chladnéj$im podnebim jsou preferovany lehéi provzdusnéné pady.
Nejméné vhodné jsou tézké jilovité pudy. Kukufice snasi jak slabé kyselou, tak slabé zdsaditou

padu (Spaldon et al., 1986; Du Plessis, 2003).

Negativni vliv na vynos a kvalitu urody maji patogeny. Jednou z nejcastéjSich chorob je hniloba
klasti zpisobena houbou Aspergillus flavus. Klasy po napadeni obsahuji karcinogenni
aflatoxiny, které predstavuji vazné zdravotni riziko jak pro lidi, tak i zvifata. Cetné problémy
zptsobuji i houbové patogeny rodu Fusarium (Pechanova et Pechan, 2015). V Ceské republice
I v ostatnich oblastech svéta zplisobuje vyznamné ztraty snét’ kukufi¢na, zpisobena patogenem
Ustilago maydis, a zavije¢ kukufi¢ny (Ostrinia nubilalis), jehoz housenky vyziraji den stébel
azrna klast. DalSim celosvétové rozsifenym houbovym onemocnénim je rez kukufi¢na
(Jeffers, 2004). Ve snaze ochranit kukufici pted housenkami zavijece kukuficného a jinym
$kodnym hmyzem se v CR od roku 2005 zadala péstovala transgenni Bt kukuftice. Bt kukufice
nese ve svém genomu gen pochazejici z bakterie Bacillus thuringiensis, ktery koduje protein
Cry1Ab toxicky pusobici v zazivacim ustroji nékterych druht hmyzu. Bt kukufice MON810
cili specificky ha hmyzi sktidce z fadu Lepidoptera a je prozatim jedinou povolenou transgenni

plodinou, ktera se miize péstovat na tizemi Evropské unie (Kiistkova 2009).



3.1.2 Hospodarsky vyznam

Kukufice spolu s ryZzi a pSenici jsou velmi vyznamné obiloviny, poskytujici lidstvu vice potravy
nez jakakoliv jina skupina plodin — tvoii pfiblizné polovinu celkového denniho piijmu kalorii
lidstva. Zrno kukuftice obsahuje ptiblizné 72 % Skrobu, 10 % bilkovin a 4 % tuku. Kaloricka
hodnota je asi 365 kcal/100 g. Je zdrojem vitamint skupiny B a fady mineralnich prvka (Ranum
etal., 2014).

Sklizena je cela nadzemni Cast rostliny. Zatimco zrna jsou urCena pievazné pro lidskou
spotiebu, zbytkova ¢ast rostliny a mensi podil zrn jsou vyuzity ke krmnym ucelim. Lidé
kukufici konzumuji ve form¢ kukufi¢né mouky, raznych krupic, Skrobu, oleje ¢i alkoholickych
napoju. V poslednich 10 letech se zvysila poptavka po kukufici az 0 40 % za ucelem vyroby
motorového biopaliva, které se pouZiva piedeviim jako piimés do benzinu. (Spaldon et al.,

1986; Ranum et al., 2014).

Dle Organizace pro vyzivu a zemé&dé€lstvi (FAO) jsou aktualné nejvétsimi producenty Spojené
staty americké, které za rok 2020 vyprodukovaly pies 360 megatun kukufice. Druhym
nejvétsim producentem je Cina svice nez 260 megatunami vyprodukované kukufice,
tfeti Brazilie s necelymi 104 megatunami. Ceska republika za rok 2020 vyprodukovala

ptes 825 tisic tun. (FAO, www.fao.org/faostat).

3.1.3 Genom

V prubéhu evoluce prosel genom kukufice dvéma genomovymi duplikacemi, k jedné doslo
asi pred 70 miliony let (Paterson et al., 2004), ke druhé pted 5-12 miliony let (Blanc et Wolfe,
2004). Druha celogenomova duplikace vedla k oddéleni kukufice od blizkého piibuzného
¢iroku dvoubarevného (Sorghum bicolor) (Paterson et al., 2009). Kukufice seta je diploid,
ktery ma 20 autozomu (2n = 2X = 20). Za posledni 3 miliony let se velikost genomu kukufice
razantné zvétsila diky proliferaci LTR retrotranspozont (SanMiguel et al., 1998). V soucasnosti
je celkova velikost genomu kukutice asi 2,3 Gbp a obsahuje pfes 32 tisic gen V ramci
asi 11 892 genovych rodin. Asi 8 494 genovych rodin ma kukufice spole¢nych s ryzi, ¢irokem
a husenickem. Velikost exonil genii kukufice je srovnatelnd s exony na ortolognich genech

U ryZe a ¢iroku, introny jsou diky ¢etnym inzercim repetitivnich elementi vétsi (Schnable et al.,
2009).

VétSinovou cast genomu — témet 85 % - tvoii stovky rodin transponovatelnych elementi,
které jsou nerovnomérné rozmistény po celém genomu. Sekvenovani genomu kukufice dale

odhalilo pfitomnost velmi aktivnich a variabilnich DNA elementd tzv. helitront,
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které se nejspise transponuji mechanismem valivého kruhu (Kapitonov et Jurka, 2001).
U kukufice je pfitomno osm rodin helitront s poctem kopii okolo 20 tisic jednotek. Zatimco
u diive studovanych genomu rostlin a zivoc¢icht se helitrony vyskytuji v oblastech chudych
na geny (Schnable et al., 2009), u kukutice jsou hojné v oblastech bohatych na geny (Yang et
Bennetzen, 2009).

Kukufice je nejen diilezitou plodinou s Sirokou $kdlou vyuziti, ale jeji geneticka a fenotypova
diverzita zni déla Casto vyuZivany modelovy organismus. Prvni studie na kukufici byly
provedeny Gregorem Mendelem roku 1986. Tehdy ji Mendel pouzil pro potvrzeni svych
Scanlon, 2009). Dalsim vyznamnym genetikem zkoumajicim kukufici byla Barbara
McClintock. Barbara McClintock béhem analyzy geni kukutice kodujicich barvu aleuronové
vrstvy endospermu objevila transponovatelné elementy. Také jako prvni pozorovala
10 chromozomu kukufice béhem pachytene meidzy (McClintock, 1946; Bennetzen et Hake,
2009).

Krom¢ normalni chromozomalni sady se v genomu mnoha variet kukufice nachazeji
nadbyte¢né chromozomy oznacované jako B chromozomy (Kuwanda, 1915), které jsou

pfedmétem mnoha studii.

3.2 B chromozomy

B chromozomy byly poprvé pozorovany roku 1907 Edmundem Wilsonem u brouka rodu
Acanthocephala. E. Wilson je tehdy oznacil jako nadpocetné (Wilson 1909). U rostlin je jako
prvni pozoroval roku 1924 Kazuo Gotoh, ktery se zabyval studiem zita. K. Gotoh
tyto pozorované nadpocetné chromozomy neoznacil jako dnes znamé B chromozomy, ale jako
k-chromozomy, aby je odlisil od standardnich A chromozomu (Gotoh, 1924). Sviij soucasny
nazev ziskaly az roku 1928, kdy je pojmenoval ptirodovédec Lowell Fitz Randolph (Randolph,
1928).

Pii ptilezitosti prvni konference tykajici se B chromozomu (the First B chromosome
Conference), ktera se konala ve Span€lském Madridu vroce 1993, byly definovany
3 nejdulezitéjsi vlastnosti, které B chromozomy nesou: 1) B chromozomy jsou postradatelné
elementy eukaryotnich bun¢k pfitomné pouze u nékterych druhii a v ramci téchto druhi jsou
pfitomné pouze u nékterych jedincd, 2) neparuji se ani se nerekombinuji SZzadnym
chromozomem ze standardni sady A chromozomu, 3) dédi se nepravidelné a nerespektuji

pravidla Mendelovské dédi¢nosti (Beukeboom, 1994).
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B chromozomy byly objeveny u celé fady rostlin, zivocichti a hub. V rostlinné #i$i Se nachazeji
nejvice u krytosemennych kvetoucich rostlin, méné u nahosemennych, kapradin a mechorosti
(Jones, 1995; Jones et Houben, 2003). U krytosemennych rostlin byly v ramci taxonomickych
skupin pozorovany pomérné velké rozdily v distribuci B chromozomu. U dvoud€loznych
se B chromozomy nachéazeji asi u 3 %, kdezto u jednodéloznych az u 8 % druht.
Mezi jednod€lozné rostliny s vy$sim vyskytem B chromozomi patii naptiklad fad Liliales

a Commelinales (Levin et al., 2005).

Rozsah po¢tu B chromozomi, ktery dany druh obvykle nese, je dan druhové specifickou
toleranci a piipadnou silou akumulace samotnych B chromozomii (Camacho et al., 2000;
Houben et al., 2014). U vétSiny druhti je pocet B chromozomii nizky (0-8), existuji ovSem
druhy, u kterych pocet B chromozomi muzZe siln€ pfevysovat pocet A chromozomi. Pfikladem
mize byt kukufice setd (Zea mays) a lumik velky (Dicrostonyx torquatus), ktery nese
34 autozomt (2n = 34) a az 42 kopii B chromozomu (Rausch et al., 1972; Vujosevi¢ et al.,
2018).

Kromé pocetnich rozdild mezi jedinci uréitého druhu existuji piipady, kdy se kvantita
B chromozomu 1i§i napfi¢ tkanémi ¢i pletivy jednoho druhu, a také mezi jednotlivymi bunkami
daného pletiva. Piikladem je rostlina Aegilops mutica, kdy v jejichz kotenech jsou

B chromozomy eliminovany (Jones et Houben, 2003).

Vznik B chromozomi zatim nebyl objasnén. Navic se piivod u riznych druhli mize liSit.
Nejrozsitengjsi teorie fika, ze B chromozomy jsou odvozeny od A chromozomii daného druhu,
tim padem jsou pouhym vedlejSim produktem evoluce standardniho karyotypu. Tuto teorii
vnitrodruhového piivodu podporuji molekuléarni studie, které dokazaly pfitomnost repetitivnich
sekvenci DNA, které se nachdzeji i na autozomech (Camacho et al, 2000). Takové
vnitrodruhové odvozené B chromozomy nese naptiklad zito (Houben et al., 1996), kukutice
(Stark et al., 1996) nebo moucha Drosophila subsilvestris (Camacho et al., 2002).
Dalsi z moznych evoluc¢nich cest je spontanni vznik pfi mezidruhové hybridizaci. Tento zplisob
vzniku byl prokazan u potomkt mezidruhového kiizeni mezi rostlinami Coix aquaticus a Coix

gigantea (Camacho et al., 2000).

3.2.1 Morfologie a molekularni struktura
B chromozomy se od A chromozomu ¢asto 1isi velikosti (Jones et Houben, 2003). Ve vétsing
piipadt jsou mensi, ale mohou byt i stejné velké nebo vétsi nez A chromozom. Obvykle

ale dosahuji jedné Ctvrtiny az tii ¢tvrtin primérné velikosti A chromozomu (Jones, 1955).
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Zatim nejmensi  cytologicky zjistitelny B chromozom byl pozorovan u kapradiny

Ophioglossum, dosahoval délky 1,4 um (Goswami et Khandelwal, 1980).

Vramci druhu jsou vétSinou B chromozomy monomorfni. OvSem bylo prokazano,
ze asi 65 druhd rostlin nese dvé ¢i vice polymorfnich forem. Mezi druhy s polymorfnimi
formami patii napiiklad Aegilops mutica nesouci metacentrické a telocentrické B chromozomy
(Mochizuki, 1960) nebo Brachycome dichromosomatica nesouci kombinaci velkych a mikro

B chromozomii (Jones, 1995).

Drive se predpokladalo, ze B chromozomy jsou tvofeny pievazné heterochromatinem a jsou
geneticky inertni. S pomoci klasickych molekuldrnich a cytogenetickych metod byly
na B chromozomech lokalizovany specifické sekvence zahrnujici tandemové uspoiadané
repetitivni sekvence, LINEs a SINEs elementy, intersticialni telomerické sekvence, ¢i klastry
ribozomalni DNA (Ahmad et Martins, 2019). Tyto objevené repetitivni sekvence jsou
odvozeny bud’ od fragmentli A chromozomii nebo jsou B-specifické (Jones et Houben, 2003;
Houben et al., 2014). B chromozomy jsou dale tvofeny i pseudogeny, transkribovanymi
sekvencemi nekodujicimi  RNA a protein-kodujicimi  geny jako napiiklad histony.
Muze se na nich také nachazet DNA odvozena z genomu chloroplastd ¢i mitochondrii (Houben

etal., 2014).

3.2.2 Funkce

B chromozomy byly zpocatku povazovany za sobecké a nefunkéni elementy bez aktivnich
gend. Tento pfedpoklad vznikl na zaklad€ jejich struktury, kterou u mnoha druhil tvofi
heterochromatin (Camacho et al., 2000). Diky novym pfistupim a poznatkim je znamo,
ze B chromozomy casto nesou funk¢éni geny zodpovédné za fadu bunéénych pochodu.
Naptiklad u Zaby Leiopelma hochstetteri hraji roli v determinaci pohlavi. Stejné je tomu
tak u cichlidovych ryb (Green, 1988; Camacho et al., 2000).

Pokud se v organismu B chromozomy vyskytuji v nizkém poctu, obvykle maji na svého nositele
neutralni az negativni vliv. Se zvysSujicim se poctem mize byt vliv B chromozomi az letalni.
Mezi Skodlivé uCinky se fadi napfiklad energetické vydaje spojené se zachovanim
B chromozomi v organismu béhem bunééného cyklu (Jones et Rees, 1982) nebo uplna sterilita
samCich nositelt jediného B chromozomu u Plantago coronopus (Jones, 1975). Ptipadu,
kdy jsou B chromozomy prospésné svému nositeli neni mnoho, z tohoto divodu jsou casto
oznaCovany jako parazitické elementy. Pfikladem mtize byt situace, kdy B chromozomy houbé

Nectria haematococca ud¢luji patogenitu a také rezistenci vuci antibiotikim (Coleman et al.,



2009). U ovsa mohou geny na B chromozomu zodpovidat za rezistenci ke rzi (Ahmad et
Martins, 2019).

3.2.3 Dédi¢nost

Na rozdil od A chromozoml se B chromozomy nefidi pravidly Mendelovské dédic¢nosti.
Jejich dédicnost Casto byva ovlivnéna procesem zvanym chromozomalni drive,
ktery se vyznacuje mirou pienosu chromozomt vyssi nez 0,5, coz neodpovida rovnomérné
segregaci dle Mendelova zakona (Houben, 2017). Vysledna vyhoda pfenosu se souhrnné
oznacuje jako ,,drive”. Tento proces kli¢ovy pro ptenos a akumulaci B chromozomt a jeho
podstata se lisi. V zavislosti na daném organismu muze byt drive pre-meioticky, meioticky
¢i post-meioticky. Nepravidelny pfenos B chromozomii mlize byt ovlivnén také mitotickou

a meiotickou nestabilitou (Houben et al., 2014).

Pre-meioticky drive se Cast&ji vyskytuje u zvifat (Austin et al., 2009) a zajist'uje pocetni nartst
B chromozomil v bunikdch zarode¢nych linii béhem vyvoje (Nur, 1969). Pti meiotickych drive
mechanismech se B chromozomy preferenéné dostanou do jadra vajeéné bunky, ne vSak
do polarnich télisek (Jones et Rees, 1982). Post-meioticky drive je ¢asty u kvetoucich rostlin
béhem dozravani gametofytu (Houben et al., 2014). Hasegawa (1934) jako prvni pozoroval
post-meioticky drive B chromozomt béhem I. pylové mitézy zita. Popsal nondisjunkci
sesterskych chromatid B chromozomu pfi anafézi I. pylové mitdzy, zplsobujici jejich spolecny
pienos do jadra jedné gamety. Obdobny mechanismus byl popsan u druhé pylové mitozy

kukutice (Roman, 1950; Jones et Rees, 1982).

3.3 B chromozomy kukufice

Piitomnost B chromozomu u kukufice jako prvni detekoval Kuwanda (1925), o dva roky
pozdéji také ptirodovédec Longley (1927). Kukufice patii k organismtim, u kterych mtize pocet
B chromozomii prevysit pocet A chromozomii. Kukufice tak kromé 20 autozomt (2n = 20)
muze Vv extrémnich pfipadech nést az 34 B chromozomu Vv jednom jadie (Jones et Rees, 1982),
pricemz vliv na fenotyp, zivotaschopnost a reprodukci byl pozorovan pii vyskytu 15 a vice

kopii B chromozomii (Randolph, 1941).

3.3.1 Akumula¢ni mechanismy B chromozomu kukufice seté
Tyto nadbyte¢né chromozomy se vyskytuji pouze v n€kolika varietach kukufice, coz naznacuje,

ze jejich zachovani v populaci nezavisi na selekci, ale na akumula¢nich mechanismech (Huang

etal., 2016).



B chromozomy kukufice si vyvinuly n¢kolik akumula¢nich mechanismu, které zvysuji
pravdépodobnost jejich zachovani a akumulaci v populaci. Jednim z téchto mechanismu
je moznost pfenosu B chromozomu v podob¢ univalentu béhem meiotického déleni (Carlson et
Roseman, 1992). Dalsi drive mechanismus, kterym si B chromozomy zvySuji frekvenci pfenosu
do dalsi generace, spoc¢iva v nondisjunkci sesterskych chromatid béhem druhé pylové mitézy
spojenou s preferenénim oplozenim vaji¢ka spermatickou buiikou obsahujici B chromozomy
(Roman, 1948).

K nondisjunkci mize dochazet ptevazné v druhé pylové mitdze, s mensi frekvenci pak v prvni
pylové mitéze (Rusche et al., 1997). Nondisjunkce spociva v nerozdé€leni sesterskych
chromatid v oblasti centromery, kdy pak ob¢ spole¢né putuji do jadra pouze jedné z dcefinych
bun¢k. Béhem prvni pylové mitézy se B chromozomy nejcastéji chovaji stejné jako
A chromozomy — jak vegetativni, tak generativni jadro tedy obsahuji B chromozom.
K nondisjunkci sesterskych chromatid B chromozomu dochazi béhem druhé pylové mitozy,
pti které se déli generativni jadro na dvé spermatické buniky. Replikovany B chromozom béhem
tohoto procesu putuje k jednomu poélu dé€liciho se generativniho jadra a poté po samotném
rozdéleni dochazi k akumulaci B chromozomd jen u jedné ze spermatickych bunék (Obrazek 3;
Chen et al., 2022). Faktor, ktery ptispiva k adhezi chromatid, se oznacuje jako cis a lezi
pravdépodobné v oblasti centromery. Adheze dale zavisi na tzv. trans faktorech, z nichz jeden
se nachazi v distalni oblasti dlouhého raménka a druhy v oblasti proximalniho euchromatinu
(Birchler et Yang, 2021). Identita a mechanismus cis ani trans faktora jesté neni znama. Pomoci
B-A translokac¢nich linii bylo ale dokazano, ze pro spravny pribéh nondisjunkce je potieba
ptitomnosti distalni oblasti dlouhého raménka B chromozomu ve stejném jadru jako
centromera, nemusi byt nutné na stejném chromozomu (Bennetzen et Hake, 2009). Pokud
distalni cast dlouhého raménka chybi, nondisjunkce neprobéhne. Velikost chybéjici oblasti byla
stanovena na asi 2,7 Mb, na které se nachazi asi 34 protein-kodujicich gent. Jeden z nich

by mohl byt kandidatem na trans faktor (Blavet et al., 2021).

Q
®

Obrazek 3: Schematicky nakres nondisjunkce B chromozomu kuku¥rice. Modifikovano z: Bircher et Yang,
2021.
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Po nondisjunkci mize dochazet k dal§imu akumulaénimu mechanismu, a to k preferen¢nimu
oplozeni. Pfi tomto procesu spermatickd buika nesouci B chromozomy s vyssi
pravdépodobnosti (asi 65 %) splyne s vaje¢nou bunkou za vzniku embrya (Roman, 1948;
Blavet et al., 2021). Za preferen¢ni oplozeni pravdépodobné zodpovida centromera nebo

piidruzeny protein, piipadné jeho modifikace (Bircher et Yang, 2021).

endosperm
< embryo |
<=

zarodec€ny vak zrno

Obrazek 4: Schematicky nakres preferenéniho oplozeni. Modifikovano z: Bircher et Yang, 2021.

3.3.2 Morfologie a molekularni charakter B chromozomu kukufice seté

Ve srovnani s primérnou velikosti A chromozomi kukufice je jeji B chromozom vyrazné
mensi, jeho velikost je pfiblizné 126 Mbp, kdy primérna velikost A chromozomu je 220 Mbp
(Blavet et al., 2021). Morfologicky jde o akrocentricky (Randolph, 1925), skoro telocentricky
chromozom, kde podil heterochromatinu vyrazné pievysuje podil euchromatinu. JakoZto
akrocentricky chromozom se sklada z velmi malého kratkého raménka, centromery a dlouhého
raménka, na kterém se nachazeji heterochromatinové a euchromatinové segmenty (Obrazek 5;

Huang et al., 2016).

Vétsina sekvenci B chromozomu ma své analogy na A chromozomech, ale taktéz obsahuje
repetitivni elementy, které jsou specifické pouze pro B chromozom. Jednim z téchto elementa
jsou tzv. B specifické repetice, nazyvané také jako ZmBs, které se nachazi v Sirsi oblasti
centromery a v subtelomerické oblasti dlouhého raménka. (Su et al., 2018). Tyto ZmBs jsou
jednim z kandidatt pro cis faktor, jelikoz jsou B specifické a jsou v oblasti, kterou zamétuji
trans faktory. Sekvence dale obsahuje Starkovu repetici a CL repetici, obé se nachazeji hlavné
V heterochromatinovych  tsecich. ZmBs  jsou nasekvenéni  urovni  piibuzné
heterochromatinovym oblastem, tzv. knobtim, pfitomnych na A chromozomech. Knoby jsou
opakujici se jednotky s vysokym poctem kopii, které se vyrazné€ barvi chromatinovymi barvivy.
U kukufice najdeme dva vyrazné knoby: 180 bp knob repetice a TR1 repetice. Pobliz
centromery lezi také Cent4 repetice (Bircher et Yang, 2021). Nejnov¢jsi studie prokazala

pritomnost dvou B chromozom-specifickych LTR (long terminal repeat) retrotranspozont,
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jejichz sekvence je pouze z Casti identicka se sekvenci jejich homologt na A chromozomech
(Su et al., 2018). Jednotlivé oblasti na B chromozomu jsou schematicky zaznamenany
na Obrazku 5.

S CCK PE PE HI H2  H3 H4 DE

Lo dl); = ¥

B B repetice knob M CL repetice WM stark

Obrazek 5: Schematicky nikres B chromozomu kukuftice. V literatue je B chromozom rozdélen na kratké
raménko (S), centromeru (C), centromericky knob (CK), proximalni euchromatin (PE), distalni heterochromatin
(DH1-DH4) a distalni euchromatin (DE). Barevné jsou naznaeny: B specifické repetice ZmBs, 180 bp knob,
CL repetice a Starkova repetice. Modifikovano z: Bircher et Yang, 2021.

Sekvenovani B chromozomu kukufice odhalilo ptitomnost 1 781 genti. Mnohé z téchto gent
jsou homologni ke genim, které hraji roli v bunééném déleni a bunééném cyklu. Dale bylo
prokazano, ze ptitomnost B chromozomu zptisobuje zmény V expresi genti na A chromozomech
(Bircher et Yang, 2021). V sekvenci bylo také detekovano 712 kbp mitochondrialni a plastidové
DNA (Blavet et al., 2021).

Oblast centromery B chromozomu kukufice ma velikost piiblizn¢ 700 kbp. Slozenim
a usporadanim repetic je velmi podobna tém na A chromozomech, s vyjimkou B specifickych
repetic v oblasti stiedu centromery (Bircher et Yang, 2021). ZmBs jsou jednou ze tii druht
repetitivnich sekvenci, které se na centromete vzajemné prolinaji. Dalsi repetici je CentC
(satelit o velikosti 156 bp) a retrotranspozony z CR rodiny zahrnujici repetice CRM1, CRM2
a CentA. Vsechny tyto repetice maji schopnost interagovat s centromerickou variantou histonu
H3 (Jin et al., 2005; Su et al., 2018).

3.4 CENH3

Centromera je nezbytnym elementem pro spravnou segregaci chromozomil do dcefinych bunck
béhem mitdzy a meidzy. Eukaryoticka centromericka DNA je vysoce variabilni ve velikosti
i struktute. U vysSich rostlin se velikost centromery pohybuje mezi 3 Mb az 9 Mb a obsahuje
predevsim tandemové uspoiddané repetice. Tyto repetice mohou byt v nékterych piipadech
zmensSeny az na 5 % puvodni velikosti, ptesto si zachovaji ¢ast své schopnosti zprostfedkovavat
segregaci chromozomu. Strukturni a velikostni rozdily Vv centromerické DNA vedly
k myslence, ze centromery jsou ovliviiovany epigenetickymi mechanismy (Zhong et al., 2002;
Feng et al., 2020).
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Ukazkovym prikladem epigenetické determinace je role histoni Vv lokalizaci centromery.
Piedpoklada se, ze umisténi centromery je uréeno piitomnosti nukleozomu s CENH3 neboli
centromerickou variantou histonu H3, ktera castecné nahrazuje histon H3 v centromerach
(Nagaki et Murata, 2005; Britt et Kuppu, 2016). Homology CENH3 nesou rtizna pojmenovani
u raznych organismt: CENP-A u ¢lovéka, CID u mouchy Drosophila, Cnpl u kvasinek
¢i HCP-3 u Caenorhabditis elegants. CENH3 je kinetochorovy protein, ktery ma za tkol
rekrutovat ostatni kinetochorové proteiny, jako je napiiklad CENP-C, a umoziluje sestaveni
a funkci kinetochoru. Mezi eukaryoty je funkce kinetochoru konzervovana — slouzi k vazbé
déliciho vieténka. Tato skute¢nost déla z CENH3 nezbytny element pro segregaci chromozomi
(Zhong et al., 2002). Jakakoliv mutace ¢i chyba v expresi mize mit negativni dusledky
na schopnost sestaveni funkéniho chromatinu a tim zpusobit inaktivaci centromery (Karimi-
Ashtiyani, 2015). Zmény homologti CENH3 u nékolika organismi vedly k chybam v segregaci
chromozomu a k letalité. U kvasinek mutace Cnpl zptsobily nondisjunkci chromozomi
a zastaveni bunécného cyklu v mitéze, u Caenorhabditis elegants byly zmény HCP-3 az letalni
(Britt et Kuppu, 2016).

CENHS3 je slozen z C-terminalni domény (HFD, z anglického histone-fold domain), ktera nese
ctyfi helixové motivy (aN, al, a2, a3) a loop 1 a loop 2 oblasti, a z N-terminani domény.
Loop 1 a a2 helix slouzi k zacileni CENH3 do centromery, oblast vytvofend témito smyckami
se oznacuje jako CATD (Elisafenko et al, 2021). Feng et al. (2020) zjistili, Ze poslednich
pét aminokyselin v C-terminalni doméné je nezbytnych pro inkorporaci CENH3
do centromery. C-terminalni doména zodpovida za interakci CENH3 s histonem H4,
coz naznacuje, ze sS¢ CENH3 udrzuje v centromerach skrze interakce s H4 za vzniku stabilnich
nukleozomu. Vsechny znamé CENH3 sdileji spole¢nou sekvenci centralni domény s histonem
H3. Podobnost HFD oblasti vramci C-termindlni domény mezi histonem H3 a jeho
centromerickou variantou je asi 50 %. Strukturni i velikostni odli$nosti se vyskytuji hlavné v N-
terminalni doméné, ktera zabezpecuje interakci s DNA a kinetochorovymi proteiny (Chen et al,
2000; Malik et al, 2002). Dale se lisi loop 1 oblasti, ktera specificky interaguje s centromerickou
DNA, pficemz u CENH3 je tato oblast o n€kolik nukleotidti delsi. CENH3 se na rozdil od svého
kanonického protéjsku H3 v pritbéhu evoluce pomérné rychle vyviji, a to zejména v oblastech
N-terminalni domény a loop 1, které zodpovidaji za vazbu DNA. Obé¢ oblasti vykazuji znaky
adaptivni evoluce. Rychla evoluce u tak diilezitého proteinu neni obvykla, coz vede k tivaze,
ze adaptivni evoluci CENH3 podminuji rychle se vyvijejici repetitivni satelitni sekvence

v centromerach (Malik et Henikoff, 2003; Yuan et al., 2015). Adaptivni evoluce centromerické
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varianty histonu H3 je diskutovana v mnoha studiich (Talbert et al., 2002; Cooper et Henikoff,
2004; Hirsch et al., 2009). CENH3 by tak mohl slouzit jako spojovaci molekula mezi
konzervovanym kinetochorovym komplexem a rychle se vyvijejici centromerickou DNA

(Zhong et al., 2002).

Bylo zjisténo, ze organismy s monocentrickymi chromozomy nemusi nést pouze jednu kopii
CENHa3, ale mohou jich nést dvé nebo i vice, pfi¢emz kazda koduje jinou variantu proteind.
Duplikace CENH3 u diploidnich rostlin byla poprvé objevena u Arabidopsis halleri
a Arabidopsis lyrata. Obé kopie genu jsou funkéni a kromé 16 bp delece u jedné z nich oproti
puvodnimu genu u Arabidopsis thaliana maji identickou strukturu exonu i intrond. Dil¢i
duplikace CENH3 byly prokazany dale u druhti Brassica, Pisum, Mimulus a Vigna. Ob¢ kopie
kéduji funkéni proteiny, které vzdjemné kolokalizuji a spolecné se podileji na sestavovani
kinetochoru. Kukutice ve svém genomu nese pouze jednu kopii CENH3 (Elisafenko et al,
2021). Na B chromozomu kukufice se ovSem nachazi B varianta CENH3. Jeji role
na B chromozomech zatim neni znama. Vzhledem k roli CENH3 pfi segregaci chromozomu
se ale predpoklada, ze by B chromozomalni varianta CENH3 mohla puasobit pii procesu
nondisjunkce sesterskych chromatid B chromozomu, a tim hrat kli¢ovou roli v jeho

akumula¢nich mechanismech.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material
Pro studii bylo pouzito 40 linii kukufice seté (Zea mays) (Tabulka 1) poskytnutych genovou
bankou CIMMYT, Mexiko.

Tabulka 1: Linie kukufice seté obsahujici B chromozom pouZité pro experiment

Nazev linie Zemé pivodu Nazev linie Zemé pivodu
ARGE 542 Argentina CHIH 146 Mexiko
BOLI 864 Bolivie CHIH 152 Mexiko
BOLI 953 Bolivie CHIH 156 Mexiko
BOLI 969 Bolivie CHIH 214 Mexiko
CAMP 18 Mexiko CHIH 218 Mexiko
GUAN GP13 Mexiko CHOC 333 Kolumbie
GUAT 120 Guatemala ISRA 4 Izrael
GUAT 253 Guatemala NICA 72 Nicaragua
GUAT 279 Guatemala OAXA 306 Mexiko
GUAT 281 Guatemala P.PA Pakistan
GUAT 330 Guatemala RDOM 261 Dominikéanska
republika
GUAT 344 Guatemala SALV 100 Salvador
GUAT 426 Guatemala SALV 105 Salvador
GUAT 552 Guatemala SALV 107 Salvador
GUAT 68 Guatemala SALV 54 Salvador
GUAT 71 Guatemala SALV 70 Salvador
HOND 81 Honduras SALV 9 Salvador
HOND 93 Honduras SINA 56 Mexiko
HOND 97 Honduras SONO 133 Mexiko
CHIH 140 Mexiko SONO 55 Mexiko

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

4.2.1 Pouzité chemikalie a enzymy

e 10x Standard Taq Reaction Buffer (New England BioLabs, kat. ¢. B9014)

e 3730 Buffer (10x) with EDTA (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 4335613)

e Agardza (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A9539)

e Agencourt® CleanSEQ (Beckman Coulter, kat. ¢. A29154)

e BigDye™ Terminator v1.1, v3.1 5x Sequencing Buffer (Thermo Fisher Scientific, kat.
¢. 4339843)

e BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Thermo Fisher Scientific, kat.
¢.4336911)
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Bromfenolova modf (Sigma-Aldrich, kat. ¢. B0126)

Dihydrat disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA) (Sigma-Aldrich, kat.
&. E9884)

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

Exonuclease | (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. EN0582)

FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢.
EF0651)

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

Kyselina borita (Lach-Ner, kat. ¢. 10017-APO0)

O’GeneRuler™ Express DNA Ladder, ready-to-use (Thermo Fisher Scientific, kat.
SM1563)

POP-7™ Polymer for 3730/3730xI DNA Analyzers (Thermo Fisher Scientific, kat.
4332241)

Primery (Eurofins Genomics) (Tabulka 2)

PrimeSTAR GXL Premix (Takara Bio, kat. ¢. RO51B) obsahujici Primestar GXL DNA
polymerase, PrimeStar GXL buffer (Mg?* plus) a dNTP Mixture

Tris base (Sigma-Aldrich, kat. ¢. S2876)

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

_O(

(@]

Tabulka 2: Piehled pouzitych amplifika¢nich a sekvenacnich primeri

Nazev primeru Sekvence

482 SR1 CGAGAGTTTTGAATCCAAACC
CENH3A_seq_F1 CTAATATAGATCGGAGCGAC
CENH3A_seq_F3 GAGGGAGTTAACCAATTTCG
CENH3A_seq_newR AGTCAACAGTTGCACTTTGCG
CENH3A_seq_R1 GCTTTCCTAGTGGTGTAGTT
CENH3A_seq_R2 GCATGTTACCTATGGCCTGC
CENH3A_seq_RP1 ACTCCACAGATGTTAGACTGCG
Zm482_seq_F1 TTGATAATTGATGTCTTTGTTGG
Zm482_seq_F2 TATGCGCTATTTGAACGTTACC
ZmCENH3 _gDNA_FP1 TGCTCACCATAATAACGCTGC
ZMmCENH3_gDNA_RP2 CCATGCAGCATTCAACAACACT
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4.2.2

4.2.3

Pouzité Kity
NucleoSpin Plant 11 kit (Macherey Nagel, kat. ¢.: 740770.250)

Pouzité roztoky a jejich priprava

0,5M EDTA (1 1): 186,1 g dihydratu disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny
bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody a doplnéno do 1 I, pH bylo upraveno na 8
0,5x TBE pufr (1 1): 100 ml 5x TBE pufru a 900 ml destilované vody

5x TBE pufr (1 1): 54 g Tris baze a 27,5 g kyseliny borité bylo rozpusténo ve vode¢,
piidano 20 ml 0,5M EDTA, doplnéno vodou na 1 1, pH upraveno na 8

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

Roztok ethidium bromidu (1 1): ve 100 ml destilované vody bylo rozpusténo 50 g

ethidium bromidu a doplnéno destilovanou vodou do 1 1

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

Analytické vahy Shinko Denshi AJ-820CE (RoHS Compilant)

C1000™ Touch Thermal Cycler (Bio-Rad)

Centrifuga Micro Star 17R (VWR International)

Elektroforeticka horizontalni aparatura Owl A6 (Thermo Fisher Scientific)
Elektronicka multikanalova pipeta E1-ClipTip (Thermo Fisher Scientific)
Geneticky analyzator 3730x] DNA Analyzer (Applied Biosystems™)
Mikropipeta Xplorer 5-100 ul (Eppendorf)

Minicentrifuga myFuge Mini (Benchmark Scientific)

Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific)

Pipetovaci robot Biomek NXP (Beckman Coulter)

PlateFuge™ MicroCentrifuge (Benchmark Scientific)

Ttepacka Reax Top (Heidolph Instruments)

UV transiluminator InGenius3 (Syngene)

Vodni lazent SUB6 (Grant)

Vyrobnik ledu Ice Flaker (Brema Ice Makers)

Zdroj k elektroforéze PS600 (Hoefer)
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4.4 Postupy experimentalnich a vyhodnocovacich metod

4.4.1 lzolace DNA

Kizolaci genomové DNA byly vyuzity mladé rostliny kukufice. Do popsanych 2ml
mikrozkumavek byla z kazdé rostliny odsttizena ¢ast listu. Oteviené mikrozkumavky byly
vlozeny do lyofilizatoru do druhého dne. Po lyofilizaci byly do mikrozkumavek vlozeny sterilni
sklenéné kulicky, které usnadnuji homogenizaci. Homogenizace byla provedena Vv oscilaénim
mlynku pfi frekvenci 27 kmiti za sekundu po dobu 3 minut. Pro izolaci DNA byl vyuzit
komer¢ni kit NucleoSpin Plant II. Koncentrace vyizolované DNA byla zméfena na Nanodropu

a poté ziedéna tak, aby se rovnala asi 20 ng-pl™.

4.4.2 PCR amplifikace
Pro PCR amplifikaci A chromozomalni varianty genu CENH3 a B chromozomalni varianty
genu CENH3 byla pouzita izolovana genomova DNA kukufice. Vyuzité primery byly

poskytnuty Skolicim pracovistém. Takara PrimeStar GXL PCR smés byla pfipravena
dle Tabulky 3.

Tabulka 3: SloZeni PCR reakéni smési pro 1 vzorek

. Zasobni Pracovni .
Reagencie reak¢ni smési Objem [pl]
koncentrace koncentrace
PrimeStar GXL Buffer 5x 1x 4
dNTPs 2,5 mM 200 uM 1,6
Deionizovana voda - - 8,8
PrimeStar GXL
1,25 U-ul 05U 0,4
Polymeraza
Primery 50 uM 0,5 uM 0,2
Templatova DNA 20 ng-plt 5ng-pl? 5
Celkovy objem 20

PCR amplifikace A chromozomalni varianty genu CENH3 probihala za podminek stanovenych

v Tabulce 4.
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Tabulka 4: Podminky PCR amplifikace A chromozomalni varianty genu CENH3

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
Denaturace 98 10s
Nasedani primert a ] 30
68 4 min
elongace

PCR amplifikace produktii B chromozomalni varianty genu CENH3 probihala za podminek

stanovenych v Tabulce 5.

Tabulka 5: Podminky PCR amplifikace B chromozomalni varianty genu CENH3

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
Denaturace 98 10s
Nasedani primert 55 15s 30
Elongace 68 3 min

4.4.3 Elektroforeticka separace produktii PCR amplifikace

Pro vyhodnoceni vysledki PCR amplifikace byla vyuZita gelova elektroforéza v 1,2%
agarozovém gelu v 0,5x TBE pufru. Do jamek bylo naneseno 10 pl standardu molekulové
hmotnosti O’GeneRuler™ Express DNA Ladder, dle kterého byla ur¢ena velikost vzniklych
produktt, a 10 ul smési slozené ze 2 ul PCR produktu, 3 pl barviva STOP C a 5 ul deionizované
vody.

Separace produktti probihala 60 minut pti napéti 110 V. Po skoncéeni separace by gel prenesen
do roztoku ethidium bromidu, kde byl inkubovan po dobu 30 minut, poté byl promyt
V deionizované vode. Gel byl pfenesen do UV transiluminatoru a vyhodnocen v programu

GeneSnap.

V ptipadé¢ neuspésné PCR amplifikace byla PCR reakce zopakovana. V piipadé uspésné

PCR amplifikace nasledovalo ExoSAP piecisténi PCR produktl a sekvenacni reakce.

4.4.4 ExoSAP precisténi PCR produktii

ExoSAP slouzi k enzymatickému piecisténi PCR produktu. Reakce se sklada z exonukleazy I,
ktera degraduje primery a jednofetézcové nespecifické produkty, a termosenzitivni alkalické
fosfatazy, ktera inaktivuje dNTPs odstranénim fosfatové skupiny. Reak¢éni smés pro jeden

vzorek byla vytvorena dle Tabulky 6.
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Tabulka 6: SloZeni ExoSAP reaké¢ni smési pro 1 vzorek

Reagencie Objem [ul]
Exonukleaza 1 0,05
Termosenzitivni alkalicka fosfataza 0,5
PCR pufr 1x 3,45
PCR produkt 3
Celkovy objem 7

EX0SAP piecisténi probihalo za nasledujicich teplotnich a casovych podminek.

Tabulka 7: Casovy a teplotni profil ExoSAP reakce

Proces Teplota [°C] Cas [min]
Optimalni teplota enzymil 37 30
Inaktivace enzymu 80 20

4.45 Sekvenacni reakce
Pii tomto kroku byly pouZity ExoSAP precisténé PCR produkty. Slozeni reakéni smési

pro jeden vzorek se nachazi v Tabulce 8.

Tabulka 8: SloZeni smési pro sekvenaéni reakci

Reagencie Objem [pl]
Sekvenaéni pufr 15
Big Dye 0,5
Primer 10 uM 1
Deionizovana voda 2,5
PCR produkt 4,5
Celkovy objem 10

Sekvenacni reakce probihala za teplotnich a ¢asovych podminek stanovenych v Tabulce 9.
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Tabulka 9: Casovy a teplotni profil sekvenaéni reakce

Teplota [°C] Cas Pocet cykli
98 5 min 1
96 10s
50 55 30
60 4 min

4.4.6 Precisténi produkti sekvenacni reakce a sekvenovani

Precisténi produktti sekvenacni reakce a samotna separace produktl kapilarni elektroforézou
vramci Sangerova sekvenovani bylo provedeno specializovanou pracovnici Ustavu
experimentélni botaniky. K piecisténi byl pouzit pipetovaci robot Biomek® NXP a kit na bazi
paramagnetickych kuli¢ek Agentcourt® CleanSEQ a Kk separaci sekvena¢nich produkti
kapilarni elektroforézou geneticky analyzator 3730xI DNA Analyzer. Vysledna data byla

importovana do programu Geneious Prime.

4.4.7 Analyza dat

Pro porovnani vysledki sekvenace A a B chromozomalni varianty genu CENH3 u jednotlivych
linii plané kukutice s referen¢nimi sekvencemi a nalezeni ptipadnych polymorfismi byl pouzit
program Geneious Prime. Referen¢ni sekvence pro A variantu CENH3 byla ziskana
z bioinformatické databaze NCBI (Sequence ID: AF519807.2), B varianta CENH3 byla
publikovana v Blavet et al. (2021).

V programu Geneious Prime byl u sekvenci jednotlivych variant genu CENH3 ziskanych
Sangerovym sekvenovanim jako prvni proveden tzv. trimming, ktery slouzi k odstranéni
nekvalitnich a nespolehlivych oblasti na koncich dané sekvence. Takto upravené sekvence byly
mapovany k prislusné referencni sekvenci. Pro analyzu byly vyuzity kodujici oblasti, jez byly
dikladné prohlédnuty kvuli moznému vyskytu polymorfismi v heterozygotni konfiguraci.
Kodujici sekvence byly exportovany do formatu FASTA a pro zjisténi piipadnych

polymorfismi bylo provedeno mnohocetné ptifazeni v programu Geneious Prime.
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5 VYSLEDKY
5.1 Ilzolace DNA

V ramci této bakalaiské prace byla hodnocena a srovnavana konzervovanost dvou variant genu
CENH3 — varianty A lezici na chromozomu 6 kukufice a B varianty nachazejici

se ha B chromozomu kukufice.

Jako vstupni material byla vyuzita vyizolovana genomicka DNA z listd mladé rostliny
kukufice. Celkem bylo analyzovano 40 linii kukufice pochéazejicich predev§im z oblasti stiedni
a Jizni Ameriky. VSechny tyto linie ve svém genomu obsahovaly B chromozomy. Genomicka
DNA byla izolovana pomoci komeréniho kitu NucleoSpin Plant II, ktery je zalozen na vyuziti
centrifuga¢nich kolonek obsahujicich chaotropni soli a ha optimalizovaném systému lyzacnich
pufrti. Pro zajisténi stejnych podminek u vsech vzorku pii dalsich aplikacich byla koncentrace
vyizolované DNA nejprve zméfena pomoci pfistroje Nanodrop a poté ziedéna na 20 ng-ul™.
Tato vyizolovana DNA dale slouzila jako templat pro PCR amplifikaci obou variant genu

CENH3.

5.2 PCR amplifikace a agarézova elektroforéza

A a B chromozomalni varianty genu CENH3 byly amplifikovany PCR reakci za pouziti
specificky navrzenych primerd, které byly poskytnuty $kolicim pracovistém, kdy izolovana
DNA jednotlivych linii kukufice slouzila jako templat, Pro zajisténi specifity primert byla
kazda varianta genu amplifikovana za odlisSnych podminek. Pro ovéfeni spravného prubéhu
PCR amplifikace byla provedena agardzova elektroforéza. Separace probihala v 1,2% gelu
vroztoku 0,5x TBE pufru za pouziti O’GeneRuler™ Express DNA Ladder standardu
molekulové hmotnosti. Aby nedoslo k difundovani vzorku do pufru, byl vzorek smichan
s nanasecim pufrem STOP C obsahujicim glycerol o vysoké hustoté a také bromfenolovou
modf, ktera umoziuje sledovani a hodnoceni prabéhu separace. Pro vizualizaci PCR produktu
byl gel ponofen do roztoku interkala¢niho ¢inidla ethidium bromid, ozafen UV zafenim
v UV transiluminatoru a vyhodnocen. Jak vyplyva z Obrazku 6 a 7, vysledny produkt
A varianty genu CENH3 byl dlouhy 2 500 bp, u B varianty CENH3 1 200 bp.
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Obrazek 6: Elektroforeogram PCR produkti A varianty CENH3 u kukufice. M — standard molekulové
hmotnosti O’GeneRuler™ Express DNA Ladder; jamky €. 1-40 — amplikony A varianty genu CENH3 u kukufice

Na Obrazku 6 je vidét, ze u A chromozomalni varianty genu CENH3 dochazelo k amplifikaci
razné dlouhych produktd v pifipad€ nékterych linii kukufice. Sekvenéni data napovidaji,
Ze se jednalo o variantu genu s duplikovanou oblasti, na kterou byl navrzen amplifika¢ni
primer. Vysledkem PCR jsou tudiz amplikony riznych délek, avsak s identickou sekvenci,
ktera byla sekvenovéana. Na vyslednou sekvenaci to tudiz nemélo vliv a sekvenac¢ni primery

nasedaly pouze na vybrané cilové oblasti.
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Obrazek 7: Elektroforeogram PCR produkti B varianty CENH3 u kukufice. M — standard molekulové
hmotnosti O’GeneRuler™ Express DNA Ladder; jamky ¢. 1-40 — amplikony B varianty genu CENH3 u kukufice

5.3 Sekven¢ni analyza

Poslednim krokem této bakalaiské prace byla analyza sekvenci obou zkoumanych variant genu
CENH3. Samotné analyze ptechdzelo EXOSAP enzymatické piecisténi PCR produkti
a sekvenacni reakce. Nasledné byla provedena separace produkti sekvenacni reakce kapilarni
elektroforézou v ramci Sangerova sekvenovani a ziskané sekvence byly pro dal§i postupy
preneseny do programu Geneious Prime. Vysledné sekvence A a B varianty CENH3 byly
vtomto programu piitazeny k referenénim sekvencim. Zkoumany byly pouze kodujici

sekvence. Celkem bylo sekvenovano 40 linii pro kazdou variantu.

A chromozomalni varianta genu CENH3 obsahuje sedm exonti. U kazdé sekvence exonu byla
ovétena kvalita a poté slozena kodujici sekvence. Déle bylo provedeno mnohocetné ptifazeni
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téchto kodujicich sekvenci v programu Geneious Prime. Byla zjisténa piitomnost
jednonukleotidovych polymorfisma u sedmi linii kukufice, z nichz ¢tyti byly v heterozygotni
konfiguraci a tfi v homozygotni konfiguraci. Pro potvrzeni konzervovanosti byly jednotlivé
nukleotidové  sekvence A chromozomalni  varianty genu CENH3  pfelozeny
do aminokyselinové sekvence. Bylo zjisténo, Ze zadny ze zjiSténych jednonukleotidovych
polymorfismti neméni sekvenci aminokyselin vysledného proteinu, coz znaci, ze funkce
proteinu zlstdva zachovana. Ptehled jednotlivych jednonukleotidovych polymorfismt

se nachazi v Tabulce 10.

Tabulka 10: Piehled polymorfismii nalezenych u A chromozomalni varianty genu CENH3

- POIOha Referencni Mutovany Kédovana
Linie polymorfismu kodon kodon aminokyselina
na CDS [bp]
BOLI 969 7 CGA AGA Arginin
GUAN GP13 276 GAG GAR Kyselina
glutamova
HOND 81 383 GCG GSG Alanin
HOND 93 258 TTC TTY Phenylalanin
CHOC 333 252 GCG GCS Alanin
OAXA 306 7 CGA AGA Arginin
SALV 70 7 CGA AGA Arginin

Y — kéduje cytosin nebo thymin
S — kdduje cytosin nebo guanin

R — kéduje adenin nebo guanin

B chromozomalni varianta genu CENH3 obsahuje pét exont, jejichz kédujici sekvence byly
preloZzeny do sekvence aminokyselin proteinu. Diky mnohocetnému pfifazeni kodujicich
sekvenci v programu Geneious Prime bylo zjisténo, ze zadna ze zkoumanych linii kukufice
nenese polymorfismus ve své kodujici sekvenci pro gen CENH3. Neptitomnost polymorfisma
naznacuje konzervovanost tohoto genu nachazejiciho se na B chromozomu kukutice u vSech

40 zkoumanych linii.
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6 DISKUZE

Cilem piedkladané bakalaiské prace bylo hodnoceni konzervovanosti A a B chromozomalni

varianty genu CENHS3 na zéaklad¢ sekvenc¢ni analyzy u planych linii kukufice seté.

Centromericka varianta histonu H3 je nezbytny element pro spravnou funkci kinetochoru,
tedy i k segregaci chromozomi b&éhem bunécného déleni. Jakakoliv mutace majici vliv
na vysledny protein mize vést k porucham jeho funkce, a tudiz i k nezddoucim chybam
Vv segregaci chromozomu (Karimi-Ashtiyani, 2015). Na zakladé toho se predpoklada, ze tento
gen bude v ramci druhu konzervovan a uniformni, coz vyplyva i ze studii Nagaki et Murata
(2005), kteti zkoumali konzervovanost genu pro CENH3 u cukrové titiny (Saccharum
officinarum L.). Krom¢& cukrové titiny se zamé&fili a na dalsi rostliny z ¢eledi lipnicovitych,
konkrétn¢ na kukufici (Zea sp.) a ryzi (Oryza sp.). Z jejich sekvenacni analyzy vyplyva,
ze aCkoliv se sekvence genu pro CENH3 i mezi blizce pfibuznymi druhy 1i8i, u jedincti stejného
druhu zustava velmi podobna. Nejvice odliSnosti se nachazi v oblasti N-terminalni domény,
naopak oblast centralni domény je u téchto vybranych druht zna¢né podobna. Konzervovanost
genu pro CENH3 u kukufice byla také potvrzena v piedkladaném experimentu mé bakalaiské

prace.

V piipadé A chromozomalni varianty genu CENH3 byla u sedmi linii kukufice zji$téna
pritomnost jednonukleotidovych polymorfismi. U ¢tyf z téchto linii se jednalo
0 polymorfismus pouze na jedné kopii genu, jednalo se tedy o heterozygoty pro tento gen.
U zbylych tfech linii se jednalo o homozygotni zménu. Dalsi analyzou jednotlivych sekvenci
se potvrdilo, Ze zadny ze zjisténych jednonukleotidovych polymorfismi nema vliv
na vyslednou sekvenci aminokyselin proteinu. Jedna se o vysledek tzv. tiché mutace,
kdy zména baze kodonu nevede ke zméné kddované aminokyseliny. Funkénost genu je tedy

zachovana.

O B chromozomalni variant¢ genu CENH3 zatim neni pfili§ mnoho informaci. K jejimu
popsani doslo teprve nedavno. B varianta genu CENH3 nese vysokou podobnost s A variantou
genu CENH3 v kédujici sekvenci (Blavet et al., 2021). VVzhledem k roli CENH3 pfi segregaci
chromozomu vznikla domnénka, Zze by B chromozomalni varianta CENH3 mohla hrat roli
v nondisjunkci sesterskych chromatid B chromozomu kukufice pfi procesu druhé pylové
mitoézy. V piipadé, ze by tato varianta CENH3 hrala kli¢ovou roli pfi nondisjunkci, a tedy
I akumulaci B chromozomu, kazda mutace narusujici funkci tohoto genu by vedla k naruseni

akumulaéni schopnosti B chromozomu kukufice, a tudiz by vedla k jeho ztraté. Pravé proto
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byla jako prvni krok v ovéfeni této hypotézy zvolena sekven¢ni analyza genu CENHS3,
ktera by potvrdila jeho konzervovanost v rdmci Vybranych linii kukufice. Na zaklad¢ analyzy
sekvenci B varianty CENH3 nebyl nalezen zddny polymorfismus u 40 studovanych liniich,
Z ¢cehoz vyplyva, ze gen by mohl byt opravdu konzervovan. Pro Gplné potvrzeni by bylo ovSem
poticba sekvenovat vétsi mnozstvi linii. Konzervovanost B varianty genu CENH3
by naznacovala, Ze tento gen ma néjakou funkci. O jakou funkci se jedna, je uz pfedmétem

dal$ich studii.
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7 ZAVER
Predkladana bakalarska prace se zabyvala sekvencni analyzou A a B chromozomalni varianty

genu CENH3, ktera méla srovnat konzervovanost téchto chromozomalnich variant u vybranych

linii kukufice seté.

Jako prvni bylo nutné provést PCR amplifikaci vybranych chromozomalnich variant genu
CENH3 u vsech vybranych linii kukufice. Nasledn¢ byla amplifikace ovéfena agar6zovou
elektroforézou. Jednotlivé PCR produkty byly pfecistény pomoci EXOSAP enzymové reakce
a poté byla provedena sekvenacni reakce a kapilarni elektroforéza sekvenacnich produktii.
V ramci Sangerova sekvenovani byly ziskany sekvence vybranych variant genu CENH3

U 40 linii kukufice seté.

Studium konzervovanosti bylo zaloZzeno na hledani polymorfismii v koédujicich sekvencich
jednotlivych variant genu CENH3. Hlavnim cilem prace bylo zjistit, zda B varianta genu
CENH3 lezici na B chromozomu kukufice je konzervovéana stejné jako A varianta genu
CENH3. Mnohocetnym pfifazenim bylo zjisténo, ze ackoliv A varianta CENH3 ve své kodujici
sekvenci obsahuje jednonukleotidové polymorfismy, zadny z nich nevede ke zmén¢ sekvence
aminokyselin proteinu. Funkce genu je tedy zachovana. Kodujici sekvence B varianty genu
CENH3 byla shodna u vsech 40 zkoumanych linii kukufice seté, coz naznacuje, Ze i tato

varianta by mohla byt siln€ konzervovana.
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