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Souhrn

PSenice seta (Triticum aestivum) je vyznamna zeméd¢lskd plodina, ktera tvofi
nezanedbatelnou ¢ast svétové produkce jidla. Informace o struktuie jejiho genomu a funkci
geni v ném obsazenych nam muze poskytnout cenné informace, jenz muzeme vyuzit pfi
Slechténi novych odrid této rostliny. Jednim z genli, jehoz porozuméni by mohlo vést
K prilomu v oblasti S$lechtitelstvi je ,,pairing homologues“ Ph2, ktery se nachdzi na
chromozomu 3D a hraje duleZitou roli pfi spravném parovani homolognich chromozomu

béhem meiodzy.

Cilem této prace byla charakterizace potomstva rostlin obsahujicich rtzné delece na
chromozomu 3D v monozomické konstituci a selekce souboru 73 rostlinnych linii pSenice
seté obsahujicich tyto delece v dizomické konstituci vyuzitim metody ddPCR. Tento soubor
dale poslouzi pracovnikéim Ustavu experimentalni botaniky a jejich vyzkumnym partneriim
k lokalizaci genu Ph2 na chromozomu 3D. Klonovani tohoto genu piispé&je k porozuméni

komplexniho genomu pSenice seté.



Summary

Common wheat (Triticum aestivum) is an essential agricultural resource that makes up
a significant portion of the world food supply. Insight into it’s genomic structure and gene
functions could provide us with valueable information which can be utilized in breeding of
new intresting cultivars of the plant. One such gene located on chromosome 3D is ,,pairing
homologues® Ph2 which, as it’s name suggests, plays a critical role in correct pairing of
homologous chromosomes. Understanding of this gene’s function could lead to a scientific

breakthrough in common wheat breeding.

The goal of this thesis is to conduct a screening of interspecies hybrid progeny containing
different 3D chromosome deletions by using ddPCR method. The outcome of these efforts
would be a library of 73 plant lines carrying these deletions in disomic constitution. The staff
of the Institute of Experimental Botany CAS and their research partners will make use of the
library to narrow down the location of Ph2 gene. Cloning of the gene will contribute to our

understanding of the complex genome of common wheat.
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1. UVOD

S postupnym rozvojem zdravotnictvi, socidlnich sluzeb a celkovym globalnim rstem zivotni
urovné dochazi k nevyhnutelnému piibytku svétové populace. Tento fenomén s sebou mimo
jiné pfinasi zvySenou spotiebu jidla. PSenice setd (Triticum aestivum) zastupuje pfiblizné
NavysSeni produkce této obiloviny by mélo pattfit k jedné z hlavnich priorit lidstva, pokud
chceme kompenzovat nas populaéni rust. Nasi ptredkové v obdobi pfechodu z lovci a sbéraci
na vice usedly agrikulturni Zivotni styl ¢elili podobnym problémiim pfi prvotnich pokusech
0 domestikaci tehdy divokych obilovin — pSenice jednozrnky, pSenice dvouzrnky a je¢menu.
Tehdejsi ptistup k problematice spocival v prostém kiizeni kultivaru a selekci nejvynosnéjsich

rostlin — strategie, ktera zustala v modé po mnoho milénii.

V soucasné dobé mame piistup k Sirokému spektru metodik, analyz a technologii, o kterych
se naSim predkiim nemohlo zdat ani v tom nejdivocej$im snu. Diky tomuto arzenalu néstroju
se ndm podafilo ucinit mnoho prilomovych objevli — zjisténi karyotypu pSenice seté,
konstrukce genetickych a fyzickych map, anotace genti, proteomicka analyza a charakterizace
mnohych genovych produkti. OvSem 1 pfes vSechny naSe pokroky a celé zZivoty stravené
studiem této prekvapivé komplexni obiloviny nam stdle mnoho esencialnich informaci

a spojitosti unika.

Jednim velice zajimavym aspektem, ktery méa bez pochyby veliky vyznam pro Slechténi
budoucich vynosnéjsich kultivard, je parovani chromozomil u polyploidnich obilovin. Tento
systém dovoluje polyploidnim pSenicim si zachovat vSechny sady chromozomi bez vzniku
aberantnich nebo dele¢nich stavll. Geny za tento systém zodpovédné — Phl a Ph2, by mohli
byt klicem nové generace Slechtitelstvi. Bohuzel 1 pfes signifikantni vyznam téchto gent
nemame doposud jejich kompletni anotaci, obzvlasté pak u genu Ph2. Ptispévek k anotaci

prave tohoto genu je ucelem této diplomové préce.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Genom pSenice seté a jeho evoluce
Prakticky vSechny dnes péstované obiloviny jsou polyploidni rostliny a vyjimkou neni ani
allohexaploidni psenice seta (Triticum aestivum) z ¢eledi lipnicovitych S chromozomalni

konstituci 2n = 6x = 42 (Obr. ¢. 1), genomem o celkové priblizné délce 17 Gbp a obsahem
80—-90 % repetitivnich sekvenci (Wanjuli et al, 2009; Safit et al, 2010).
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Obr. ¢ 1: C-prouzkovani karyotypu psSenice seté (T. aestivum) cv. Chinese Spring; zvétSeni 1780%

(Prevzato z Badaeva et al, 1986).

I kdyz v ptirodé¢ neni vznik polyploidnich rostlin vzacnd udalost, tato rostlina je spise
produktem koevoluce lidského zemédélstvi. Za pocatek vyvoje pSenice seté by se daly
povazovat prvotni pokusy o domestikaci obilovin v zapadni Asii s pSenici jednozrnkou
(Triticum monococcum), pSenici dvouzrnkou (Triticum dicoccum) a jeémenem (Hordeum sp,
Dubcovsky et Dvorak, 2007). Produkty této domestikace, hlavné pak pSenice jednozrnka
(T. monococcum, genom A™A™ 2n = 2x = 14) a penice naduield (T. turgidum ssp. dicoccon,
genom AABB, 2n = 4x = 28), byly nasledné rozsifeny do Asie, Evropy a Afriky, kde byly

péstiteli kiizeny s lokalnimi divokymi kultivary za obohaceni diverzity jejich genomt.
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V urcitych oblastech dochéazelo k sympatrii pSenice nadufelé S mnohostétem Tauschovym
(Aegilops tauschii, genom DD, 2n = 2x = 14) za vzniku hexaploidni pSenice seté (Triticum
aestivum, genom AABBDD, 2n = 6x =42, Obr. ¢. 2).
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Triticum urartu (AA)

Triticum aestivum (AABBDD)

Aegilops speltoides (BB) Aegilops tauschii (DD)

Obr ¢ 2: Schéma evoluce allohexaploidni psSenice set¢ pomoci mezidruhové hybridizace (Prevzato

z Gill et al, 2004).

Toto dogma bylo potvrzeno studiemi zalozenymi na komparativni genomice (Huang et al,
2002). V téchto studiich byly porovnavany intronové sekvence gend piitomnych v genomech
individualnich rostlin, ze kterych allopolyploidni potomstvo vzniklo. Podle teorie
molekularnich hodin (Thorpe, 1982) dochazi v prubéhu ¢asu k akumulaci mutaci
a diferenciaci pluvodn€ piibuznych druhi. Pro studii byly voleny geny, které jsou
Vv subgenomech piitomny pouze v jedné kopii jako jsou geny pro enzymy acetyl-COA
karboxylaza (Acc-1) a 3-fosfoglycerat kinaza (Pgk-1). Porovnanim sekvenci téchto gent
U pSenice seté a jejich pfibuznych druhi byly sestaveny dva fylogenetické stromy (Obr. €. 3
a 4). Tato studie potvrdila vysokou miru ptibuznosti mezi genomy T. monococcum (A™A™)
aT. urartu (AA). Dale bylo zjisténo, ze T. urartu byl donorem subgenomu pro tetraploidni
druhy psenic jako T. turgidum (AABB) a T. timopheevii (AAGG). A. aestivum byl potom
donorem D genomu pro T. aestivum (AABBDD). Ovsem vzhledem k tomu, ze geny z D
genomu téchto druhli jsou viceméné nerozliSitelné, musela toto byt velice recentni udalost

Vv historii vyvoje pSenice (piiblizné pted 8 tisici lety).
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Obr. ¢& 3: Fylogeneticky strom Triticum | Aegilops komplexu vytvoreny podle intronovych sekvenci
genu Acc-1 (prevzato z Huang et al, 2002).
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Obr. & 4: Fylogeneticky strom Triticum | Aegilops komplexu vytvoreny podle intronovych sekvenci
genu Pgk-1 (pfevzato z Huang et al, 2002).

V pribéhu tohoto fizeného vyvoje dochazelo kselekci a kumulaci jistych znakt
U pestovanych psSeni¢nych kultivar — tento fenomén je znam jako domestikacni syndrom
(Hammer, 1984). Pro obiloviny se tento syndrom projevil ztratou nékterych zemédé€lsky
nevyhodnych znaki jako tiiSténi osin, které dovolovalo uvolnéni semen z dozralych klast

(a zaroven znemoznilo sklizen), determinované genem Br (Brittle rachitis) na chromozomu
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3A a 3B (Nalam et al, 2006). Druhym podstatnym znakem, ktery byl pti Slechténi odstranén
skrze recesivni mutace, byla pfitomnost pfilnavé plevy zavisla na dominantnim genu Tg
(tenacious glume, Jantasuriyarat et al, 2004). Ztrata pfilnavé plevy usnadnila zemédélcim
proces vymlaceni zrn z klast pSenice. Dalsi vyznamné fenotypové znaky, které byly obecné
zohlediiovany pii Slechténi obilovin, jsou velikost zrna, snizené lateralni vétveni, vzpiimené;si

vzrust stébla a snizena doba dormance semen.

Je nutné zminit jeSté jeden aspekt, ktery prispél k prvenstvi pSenice seté mezi ostatnimi
obilovinami — a tim je allopolyploidie. PSenice seta, stejné jako vSechny allopolyploidni
rostliny, vznikla hybridizaci dvou nebo vice rtiznych rostlinnych druhti. Vzhledem k tomu, ze
oba ,,matetfské“ druhy podstoupily adaptaci pti odliSnych podminkach za akumulace raznych
geni, mizeme ocekavat, ze hexaploidni pSenice seta (obsahujici D genom A. tauschii) bude
obecné robustnéjsi, prizptisobivéjsi na délku svételné periody, vlastnosti pady (nizké pH,
obsah soli nebo hliniku) a odolné&j$i vii¢i mrazu, nemocem a parazitim nez jeji tetraploidni
protéjsky (Dubcovsky et Dvorak, 2007). Adice subgenomu D se ovSem poji i s jistym
omezenim. Vzhledem Kk tomu, Ze posledni hybridizace pSenice seté probéhla s omezenym
po¢tem zastupcti mnohostétu Tauschova, muZzeme ocekavat relativné omezenou diverzitu
subgenomu D (Talbert et al, 1998) v ramci druhu. I pfes to vykazuji kultivary pSenice seté
ptekvapivou variabilitu s pangenomem o predpoklddaném obsahu 128 656 gent, ze kterych je
64,3 % vzdy ptitomnych v genomu. Zbytek geni vykazuje presence/absence variabilitu. Stoji
za zminéni, ze kultivar Chinese Spring vykazuje je$t€ o néco snizenou variabilitu svého

genomu, coz by mohlo byt nasledkem selektivniho §lechténi (Montenegro et al, 2017).

2.2. Princip parovani chromozomii hexaploidni pSenice

Jak jiz bylo zminéno vySe, pSenice seta je allohexaploidni rostlina nesouci tfi sady
chromozomovych part (2n = 6x = 42). Diive v historii vyzkumu genomu psenice bylo
piedpokladéano, ze jednotlivé subgeny allohexaploidni pSenice jsou velice odlisné a proces
jejich parovani tedy probiha stejné jako u diploidni rostliny s vy$§im poctem chromozomi.
Tento koncensus byl ov§em vyvracen v roce 1952 zjisténim, ze subgenomy pSenice seté jsou
si velice tuzce piibuzné (Sears, 1952). Byla tehdy demonstrovana schopnost kompenzovat
absenci jednoho z chromozomu (nulizomik pro dany chromozom) piitomnosti dvojité davky

jeho ekvivalentu z jiného subgenomu (tetrazomik pro ekvivalentni chromozom). Mizeme
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tedy uvazovat, ze kterykoliv z chromozomi pSenice se muze teoreticky parovat pii bunécném
déleni s kterymkoliv ze svych analogi. Piesto dochédzi za normalnich podminek u hexaploidni
pSenice striktné k parovani pravych homologi a cely systém se poté chové jako diploidni
organismus s 21 chromozomovymi pary (Sears, 1976). Tento systém je udrzovan sérii genti —
Phl (Riley et Chapman, 1958), Ph2 (Mello-Sampayo, 1971; Sutton et al 2003) a dalsiho
supresoru mensSiho U¢inku na kratkém raménku chromozomu 3A (Driscoll, 1972), které¢

zabezpecuji prenos spravnych chromozomu do gamet.

Samotny proces parovani zacina jiz v premeiotické fazi bunééného déleni (Martinez-Pérez
et al, 1999). Ve fazi vyvoje kdyZ jsou meiocyty a tapetalni buiiky morfologicky nerozliSitelné,
1ze pozorovat rozdélené homologni chromozomy s typickou interfazni strukturou. Dochazi
k formaci Rablovi konfigurace s centromerami shromazdénymi na jednom polu buiky
a telomerami na druhém. V této fazi je mozné pozorovat diploidni pocet telomer (42), ale
pouze haploidni pocet centromer (21), coz indikuje parovani centromer mezi pievazné
nehomolognimi chromozomy (Obr. ¢. 5a). Dale dochézi k asociaci centromer homolognich
chromozomtli za tvorby typické konfigurace tvaru ,,V* a vzniku multivalentt, Rablova
konfigurace je zachovana (Obr. ¢. 5b). Nasledné¢ dochazi ke spojeni homolognich
chromozomu po celé jejich délce do formy multivalentd (Obr. ¢. 5¢). V dalsi fazi vstupuje
bunka do meiotické profaze I, dochazi k replikaci chromatid a hromadéni telomer
(Obr. ¢. 5d). Pary homolognich chromozomu poté zacinaji blizce asociovat od distalniho
konce (Obr. ¢. 5e). V kone¢nych fazich asociace homolognich chromozomi dochazi
K uvolnéni centromer (Obr. ¢. 5f) a nasledné i telomer (Obr. ¢. 5g) za blizkého spojeni

chromozomt a vzniku synaptonemalnich komplexi (Fawcett, 1956).
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Obr. ¢ 5. Diagram pdrovdani chromozomii u pSenice seté pred a v pritbéhu meiozy (Prevzato

Z Martinez-Pérez et al, 1999).

Syneptonemdlni komplex (SC) je proteinova struktura tvofend mezi dvéma homolognimi
chromozomy v meiotické profazi I, ktera dovoluje vyménu genetické informace (Obr. ¢. 6).
SC je tvoren sérii tii proteini — SYCP2 a SYCP3, které¢ ve form¢ heterodimérii spolecné
s chromatinem a DNA dohromady tvofi lateralni elementy (LE). Ty jsou potom pojeny
k C-konci tfetiho filamentniho proteinu SYCP1 ve formé dimeru, ktery spojuje lateralni
elementy s centralnim elementem (CE, pojen N-koncem). N-konec proteinu SYCP1 ma
rovnéZ schopnost interagovat sdm se sebou, coZ naznacuje, ze v centralnim elementu lezi
podjednotky proteinu v pfimém kontaktu. SYCP1 rovnéz vaze dalsi proteiny — SYCEL,
SYCE2, SYCE3 a neptimo ptes SYCE2 protein TEX12 (Schramm et al, 2011; Brenner
et Miller, 2001). Proteiny SYCP1, SYCE1 a SYCE3 je pti barveni mozno pozorovat po celé
délce SC pfii parovani chromozomi, mezitim co SYCE2 a TEX12 nekolokalizuji s proteinem
SYCP1 a rozmisténi jejich komplexi ma vice bodovy charakter. Je pfedpokladano, ze hetero-

oktamery proteini SYCE2 a TEX12 hraji roli v architektufe centralniho elementu SC.
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Obr. ¢ 6: A — Mikrograf mysiho SC, mévitko 0,2 um; B — ilustrace vazby proteinii v SC (prevzato
z Brenner et Miller, 2001).

Spravné spojeni, nebo synapse, homolognich chromozomu u allohexaploidni pSenice seté je
primarn¢€ udrzovano dvéma geny — Phl a Ph2. Oba z téchto genii ov§em v celkovém procesu
hraji odlisnou funkci (Martinez et al, 2001). Co se ty¢e ucinkd genu Phl lokalizovaného na
dlouhém raménku chromozomu 5B bylo na zékladé pozorovani pribéhu bunééného déleni
ve wildtype liniich a liniich deficitnich na gen Ph1l popsano n¢kolik jeho funkci. Prvni funkce
genu je korekce parovani multivalentl v pritbéhu profaze 1. Tento proces probiha pribézné
mezi zygotene a pachytene u rostlin, které maji gen Phl. Pokud gen neni ptitomen, je proces
mirné opozdén a zacind az v pozdnich fazich zygotene. Vzhledem k tomu, ze korekce
parovani V jisté form¢ probiha i ptfes nepfitomnost genu Phl indikuje, Zze systém musi byt
kontrolovdan minimalné¢ dvéma riznymi mechanismy, podobné jako bylo pozorovano
u allotetraploidnich pSenic jako je Triticum timopheevii (Martinez et al, 1996). Pokud je gen
Phl pfitomen, dochazi krychlému rozpojovani chromozomi, které nejsou striktné
homologni. Jeho nepfitomnost ma za nasledek pomaly rozestup téchto multivalentnich
komplexli, a pozdéji mize i vést k parovani mezi homoeolognimi (nepravymi homology)
chromozomy v ramci multivalentu béhem metafaze 1. Rovnéz bylo zjisténo, ze pii udrzeni
multivalentl az do pocatku crossing-over dochazi v pfitomnosti genu Phl pouze ke crossing-
over u pravych homologl. Lze tedy uvazovat, Ze gen ma zaroven i restrikéni aktivitu na
parovani homoeolognich chromozomi. Zajimavosti ovSem je, Ze pokud neni pfitomen pravy
homolog chromozomu, jako napfiklad u hybridnich nebo haploidnich linii, dochazi k parovani
homoeolognich chromozomu pro dany par i za pfitomnosti Phl. Tento fenomén poukazuje na
skute¢nost, ze Phl spiSe podporuje parovani pravych homolognich chromozomd, nez aby
zabranoval parovani homoeolognich chromozomu. Bylo rovnéz spekulovano, ze gen Phl ma

ucinek na stringenci synapsi mezi parujicimi Se chromozomy (Holm et Wang, 1988).
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K tomuto zavéru dosli Holm a Wang pozorovanim snizeného poctu laterdlnich elementd,
které byly soucasti multivalentnich komplexti ve fazi zygotene, za ptfitomnosti chromozomu
5B. Zajimavé v tomto piipadé je, ze pfitomnost genu Phl u T. turgidum (Martinez et al, 2001)
nem¢l vliv na pocet lateralnich elementii ve formé multivalenti. Spekuluje se, Ze roli v tomto

muze hrat pfitomnost subgenomu D.

Co se ty¢e genu Ph2 zkratkého raménka chromozomu 3D, nebyla u mutanti na ngj
deficitnich pozorovana pfitomnost multivalentii v metafazi I. Jeho absence ovSem zptisobuje
Castéjsi parovani mezi homoeolognimi chromozomy nebo chromozomy od blizce ptibuznych
rostlinnych druhti. Pivodné bylo tedy pfedpokladano, ze gen Ph2 plni stejnou funkci jako Phl
pouze se slabSimi projevy. Vysledky prace M. Martineze (2001) ovSem poukazuji, ze Ph2
spiSe ovliviiuje dokonceni synapsi mezi pary chromozomu. Pfi absenci genu vede opozdéni
Vv této synaptické tvorbé nasledné k nedokonalé aktivité Phl pti korekci parovani multivalentl
— nékteré chromosomy ziistavaji ve formé multivalentt az do pozdni zygotene (Obr. €. 7).
Dochézi tedy ke tvorbé a rekombinaci vyS$itho poctu homoeolognich chromozomd.
Homoeologni parovani chromozomu u rostlin deficitnich na Ph2 je tedy neptimy efekt

aktivity genu Phl.
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Obr. ¢ 71:  Elektronové mikrografie vymény genetické informace mezi quadrivalenty
Vv synaptonemdlinim komplexu u pSenice seté (T. aestivum); a — wildtype, b — genotyp
phlbphlbPh2Ph2 (deficitni na gen Phl), ¢ — genotyp Ph1Phlph2bph2b (deficit genu Ph2); (prevzato
z Martinez, 2001).

2.3. Charakterizace delec¢nich linii

Existuje mnoho raznych pfistupti k problematice fyzického mapovani gend. Molekularni
biologie a genomika jsou velice progresivni obory srychle se ménicimi metodickymi
pfistupy. | pfes historicky vyznam fyzicky mapovacich metod jako sekvenovani s fetézec
terminujicimi inhibitory (Sanger, 1977) a chromosome walking pro tcely mapovani lokusu
specifického genu, je tento postup pfili§ zdlouhavy. Proto dnes ptevladaji pristupy jako
radia¢ni hybridni mapovani, optické mapovani nebo zachyceni konformace chromatinu, které

signifikantné redukuji ¢ast genomu, jenz je nutnou bliZze analyzovat.

Diky vyzkumu a pokroku §lechtitelskych metod mame u pSenice seté vice moZnosti fyzického
mapovani genomu. Jednim moznym pfistupem je vyuziti deleCnich map, které vzesly
ze Slechtitelskych experimentii mezi pSenici setou a zastupci druhu mnohostétu. Pii zpétném
mezidruhovém kiizeni hybrida mnohostétu (Aegilops triuncialis L., 2n = 28, C'C"CC nebo
UUCC, ?) a pSenice seté (Triticum aestivum L., &) s pSenici setou jako rekurentnim samcem

(Endo et Tsunewaki, 1975) byl pozorovan trend, kdy byla u potomstva snizena plodnost
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samcl a samic a zaroven zachovani akrocentrického chromozomu samiciho ptavodu. Tento
proces byl vysvétlen pritomnosti genetickych elementd s gametocidni aktivitou u jednoho
z chromozomi (Endo, 1982) ptivodem od mnohostétu (Ae. triuncialis). Podobna gametocidni
aktivita byla rovnéZ pozorovana u chromozomil jinych =zastupci rodu mnohostétu
(Ae. longissima, Ae. sharonensis, Maan, 1975). Tyto gametocidni elementy maji dvoji funkci
— indukce chromozomalnich zlomu a tlumeni této aktivity u gametofytu (Endo, 1988). Timto
zpisobem jsou hybridni rostliny, u kterych cizi chromozom chybi, vystaveny ptsobeni jeho
gametocidnim G¢inktim ve fazi gametofytu. Rostliny obsahujici tento chromozom jsou naopak
chranény. Chromozomalni zlomy jsou vétsinou piilis rozsahlé a gamety nejsou Zivotaschopné
(Finch et al, 1984). Tsujimoto a Tsunewaki (1985) zjistili, ze kultivar pSenice seté ,,Norin 26
obsahuje analog supresoru gametocidni aktivity. Podobné pozoroval Endo (1988) jistou
supresi gametocidni aktivity pfi adici sady chromozomid mnohostétu valcovitého
(Ae. cylindrica) do psenice seté cv. ,Chinese Spring‘. U obou piipadti byla pozorovana
vysoka mira chromozomalnich zmén a mutaci u potomstva zpétného k¥izeni, u kterych nebyl

gametocidni chromozom pfitomen (U Ae. cylindrica se vyskytovaly aberace i u potomstva

nesouci gametocidni chromozom, ov§em v mensi mife).

Jak piedpovédél Endo, chromozomové delece jsou velice uZiteénym nastrojem pro
chromozomové mapovani a S rozvojem cytogenetickych metod, které usnadnuji identifikaci
genomovych zmén, byla odstranéna jedna z velkych ptfekazek v charakterizaci takovych linii.
Dele¢ni mapy maji od klasického mapovani tu vyhodu, Ze nejsou zavislé na polymorfismu
genl. JednoduSe feCeno ztrata fenotypového znaku, ktery se bézné vyskytuje v ostatnich
dele¢nich liniich indikuje ztratu chromozomového segmentu nesouci gen za tento znak
zodpovédny. My v dnesni dob¢ mlizeme vyuzit nasi znalosti interakce genomu jistych druht
mnohostétu a pSenice k tvorbe delecnich linii, které ndm mohou usnadnit anotaci genti jinymi

IV w

metodami obtiZzné€ dosazitelnych.

Jak bylo zminéno vySe, produkty zpétného kiizeni pSenice seté s chromozomem 2C
mnohostétu valcovitého a pSenice seté cv. ,Chinese Spring‘ obsahuji chromozomalni aberace
jako delece ¢i inverze, ovSem vétSinou jiZz neobsahuji gametocidni chromozom mnohostétu,
ktery by zptisoboval dal§i genomové zmény v potomstvu. Tato konstituce je vhodnéd pro
tvorbu stabilnich dele¢nich linii pro dany kultivar pSenice. Obecnd strategie pro tvorbu
takovych delecnich linii (Endo, 1990) je nejdiive zpétné kiizit jedince s monozomickou adici
chromozomu mnohostétu vélcovitého jako samici s euploidni pSenici setou a nasledna

kontrola chromozomalni konstituce pomoci cytogenetickych metod. Dale zvolit rostliny
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obsahujici vhodné delece a provést jejich samospraseni. Pokud neni mezi potomstvem mozno
nalézt jedince s homozygotni konstituci hledané mutace je heterozygotni potomstvo kiizeno
jako samice s nulizomik-tetrazomikem nebo ditelozomikem psenice seté jako samcem
za tvorby hemizygotli pro pozorovanou mutaci. U potomkl samospraseni takovych rostlin
mizeme pozorovat jisty posun genotypového S$t€pného poméru ve prospéch nulizomikt
(rostlina ma tfetinovou Sanci na piedani deleéniho chromozomu). Stejna metoda ptipravy

delecnich linii byla pouzita i v této studii (Obr. €. 8).

THLE HE

AABBDD +2C (gametocidni chromozom) AAAABB (Tetrasomik A, Nulsomik D)

/
HE iasli + “Eé

ABD + 2C ABD (Delece)

T

AAABBD

Samooplozeni

1O\
Wi “EEEE T

AAAABB AAABBD AABBDD

Obr. ¢ 8. Schéma kiiZzeni rostlin za ucelem tvorby linie pSenice seté nesouci specifickou mutaci

V dizomické konstituci.

Pro potfeby nasi studie byly voleny rostliny obsahujici delece rliznych rozsaht
na chromozomu 3D. Selekce ovsem nebyla omezena na delece kratkého raménka, na kterém
se gen Ph2 nachazi (Mello-Sampayo, 1971). I kdyz tvorba linii obsahujici delece na dlouhém

raménku nema vyznam pro lokalizaci genu Ph2, jedna se o vyhodnou investici
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do potencialniho budouciho mapovani genti na tomto chromozomu. Mezi linie s deleci
na kratkém raménku se fadi linie 130A, 303-2, 766-1, 977-1, Al1S, A2S, A3S, A4S, AGS,
ATS, A8S, Al10S, Al1S, A12S, A13S, A14S, A15S, B1S, B2S, B4S, B5S, B6S, B7S, BSS,
B9S a B10S. Linie s deleci na dlouhém raménku jsou 30B, 38-8, 83-8, 173-2, 2057-6, AlL,
A2L, A3L, A4L, A5L, A6L, A7L, A8L, A9L, A10L, A1lL, A12L, Al4L, Al15L, Al6L,
A18L, A19L, A20L, A21L, B2L, B3L, B4L, B5L, B6L, B7L, B8L, BOL, B10L, B11L, B12L,
B13L, B14L, B15L, B16L, B17L, BI8L, B19L, B20L, B21L a UlL. Dv¢ linie obsahuji
delece na dlouhém i kratkém raménku — 2758-1 a B1SL.

2.4. Metodika Droplet Digital PCR

Detekce a kvantifikace specifickych sekvenci nukleovych kyselin lze povazovat za pater
molekularné-genetickych technik a velké Casti vyzkumu v oblasti genomiky. Neni tedy
ptekvapivé, Ze poptdvka po piesnéjSich a statisticky spolehlivéjSich vysledcich vedla
k postupnému rozvoji téchto technologii. Za takové kvantifika¢ni technologie prvni generace
lze povazovat end-point PCR analyzu s naslednou elektroforetickou analyzou, ktera
poskytovala spiSe kvalitativni vysledky s velice omezenou moznosti relativni kvantifikace.

Druhou generaci by byla kvantitativni PCR s moznosti pozorovat pribéh reakce v redlném

Case a pomoci externi kalibrace nebo vnitinich standardt kvantifikovat amplifika¢ni produkt.

Metodou tieti generace je potom digitalni PCR, kterda ma mnoho ptednosti oproti konvencni
kvantitativni PCR. Mezi hlavni vyhody metody patéi vyuziti limitujici diluce, end-point
terminace a Poissonovo rozdéleni pravdépodobnosti (Sykes et al, 1992). Limitujici diluce je
princip, kde je celkové mnozstvi vzorku rozdéleno do mnohych identickych paralelné
probihajicich reaktorii. Pomoci tohoto rozdéleni budou pfitomny reaktory obsahujici templaty,
které po end-point amplifikaci vykazuji pozitivni signal a reaktory bez templati vykazuji
signal negativni. Timto zptisobem muze analyzator bindrné rozliSovat reakce v individualnich
reaktorech na pozitivni a negativni. Pocet pfitomnych DNA templatd pak lze vypocitat
Z frakce pozitivnich end-point reakci vyuZzitim Poissonova rozdéleni pravdépodobnosti

(Hindson et al, 2011).

Praktické provedeni metody droplet digital PCR je nasledovné: Nejdiive jsou PCR reakéni
smés obsahujici DNA vzorek ve vhodné koncentraci se specifickymi TagMan sondami a olej
pro tvorbu droplett pfepraveny do korespondujicich jamek cartridge (Obr. ¢. 9, A). Aplikaci

podtlaku na sbérmé jamky jsou roztoky z olejové a vzorkové jamky protazeny kanalky
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za tvorby droplett (Obr. ¢. 9, B). Vzniklé droplety proudi do sbérné jamky, kde diky rozdilim
mezi olejovou a vodnou fazi tvoti vrstvu nad nadbyteénym olejem. Emulze je dale pfenesena
do klasick¢ PCR 96-jamkové desti¢ky, ktera je uzaviena a ulozena do termocykléru k end-
point amplifikaci. Po amplifikaci je desticka vloZena do ctecky dropletd. Po odsati emulze
Z jamek jsou jednotlivé droplety rozdéleny pomoci spacerové kapaliny a analyzovany pomoci
simultanni dvoubarevné detekce (Obr. ¢. 9, C) podobné jako u prutokové cytometrie.
Analyzator vyhodnoti signaly dropletl, odstrani dublety a triplety na zdklad¢ Sitky piku
anegativni droplety na zaklad¢ residualni fluorescence dropletd. Amplituda fluorescence je

uzita k ustanoveni mezni intenzity signalu pozitivni reakce pro danou TagMan sondu.

A) Schéma Cartridge

A B C D E F G H
o —|(Q) Q) Q) Q) Q) Q) Q) O
Sample =— : ; ;I l’; '; 5) & ;'.
Droplets =— 0) O © © © © O ©

B) Generace dropletu

Oil AP Droplets

}

Sample =—>

Oil
C) Analyza fluorescence dropletu

Post PCR Droplets Fluorescence Detection

Spacer Ol

Obr. & 9: Ilustrace metodického postupu digital droplet PCR (prevzato z Hinderson et al, 2011).
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Pro potieby nasi analyzy byla provedena PCR reakce s primery specifickymi k chromozomu
4A, ktery slouzi v analyze jako reference, a 3D, jehoz zastoupeni v genomu se snazime zjistit.
Analyzovan je signdl TagMan sond komplementarnich k produktim amplifikace — pro
chromozom 4A je vyuzita sonda zna¢ena fluoresceinem (FAM™; absorpéni Amax = 494 nm;
emisni Amax = 518 nm) se sekvenci 5°-AAGAACTTCACACACGAACTCGGA-3.
Pro chromozom 3D byla vyuzita sonda znacCena jinym fluorescen¢nim barvivem (VIC™;
absorpni  Amax = 538 nm; emisni Anmax = 554  nm) se  sekvenci
5¢-CCTCACTCAAGCACCACATGC-3“. Pokud je v genomu pfitomno stejné mnozstvi
chromozomt 4A FAM a 3D VIC bude pocet pozitivnich dropleti pro oba kanaly srovnatelné,
kdezto u monozomikd budou jasné pievazovat droplety indikujici 4A chromozom. Pfi
vyhodnocovani lze jasn¢ rozliSit negativni droplety od pozitivnich podle trovni jejich

fluorescence (Obr. ¢. 10 a 11).
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Obr. & 10: Histogram intenzity fluorescencniho signdalu dropletii vzorkii rostlin A2S-23, A2S-28,
A2S-30, A11S-26, A11S-28, A13S-14, A13S-18 a A13S-19; modre znacen signal z 4A chromozomu,

zelené signal z 3D chromozomu.
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Obr. & 11: Distribuce intenzity fluorescencniho signdlu dropletii vzorku rostliny A2S-30. Sedé

zndzorneny droplety bez fluorescence, modre zndazornény droplety obsahujici material z chromozomu

44, zelené zndzornény droplety obsahujici geneticky material z chromozomu 3D, oranzové zndzornény

droplety obsahujici material z chromozomit 44 a 3D. Fialové linie znaci nastaveny threshold pro

pozitivni droplety.
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3. CILE PRACE

e Vypracovani literarni reSerSe na téma charakterizace delecnich linii, digital droplet
PCR a parovani chromozomu u hexaploidni pSenice seté Triticum aestivum.

e Aplikace molekularnich markeri pro urceni pfitomnosti a poctu kopii chromozomu

3D psenice seté v dele¢nich liniich.

e Selekce linii s chromozomem 3D nesoucim deleci v dizomické konstituci.
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4. MATERIAL A PRISTROJE
4.1. Biologicky material

Semena pSenice seté (Triticum aestivum) L. cv. ‘Chinese Spring® vzniklé samosprasenim nebo
volnou polinaci hemizygotniho potomstva tetra-nulizomika (tetrazomik pro chromozom 3A,
nulizomik pro chromozom 3D) a adi¢ni linie sobeckého 2C chromozomu plivodem
od mnohostétu valcovitého (Ae. cylindrica) do genomu psenice seté L. cv. ‘Chinese Spring’.

Z této populace byly vybrany pro potieby prace rostliny obsahujici deleci na chromozomu
3D.

4.2. Reagencie a chemikalie

Agar6za, VWR Life Science Agarose I™, VWR

Deionizovana voda

Etanol (70%), Lach-Ner

Ethidium bromid, Sigma-Aldrich

Kapalny dusik, Cryotherm

SANAN KLASIK, Krystal

Kit na izolaci DNA z rostlin, NucleoSpin Plant 11, Macherey-Nagel
Phire Plant Direct PCR Master Mix (Thermo Scientific™) Kit

Primery pro 3D, Eurofin Genomics

F: 5Y - CTC ATC TCA GGC TGT CTA ATT AA - 3"
R: 5 - CAT AGA TCC CTC CTT GAA GGA - 3"

Primery pro 4A, Eurofin Genomics

F: 5Y - ATT TTG GGT CCT TGT TGT TAT C - 3!
R: 5 - ACA CGC ATG AAG TGT ATA ATG C - 3"

Ribonukleaza A, Sigma-Aldrich

Standart relativni molekulové hmotnosti, FastGene 100 bp, Nippon Geneics
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TagMan sondy, Eurofin Genomics

Sonda pro A4: 5 - AAG AAC TTC ACA CAC GAA CTC GGA - 3"
Sonda pro 3D: 5' - CCT CAC TCA AGC ACC ACA TGC - 31

0.1 x TE pufr (1 mM tris(hydroxymethyl)aminometan, 100 pM ethylendiaminotetraoctova
kyselina, upraveno na pH 8,0)

5 x TBE pufr (450 mM tris(hydroxymethyl)aminometan, 450 mM kyselina borita, 10 mM
EDTA)

4.3. Spotirebni material

96jamkové PCR desticky, SARSTEDT

CAREO Combi granulat proti Skidetim, SUBSTRAL
ddPCR™ Droplet Reader Oil, Bio-Rad

DG8™ Cartridges for QX100™/QX200™ Droplet generator, Bio-Rad
Matrix™ pipetové $picky s filtrem, Thermo Fisher Scientific
Mikrozkumavky 1,5 ml, Eppendorf

Mikrozkumavky 2 ml, Sorenson

Olej pro proby, Droplet generation oil for probes, Bio-Rad
Pipetovaci Spicky

Raselinové kvétinace Jiffy Pot strips 6x6 cm, Jiffy

Sklenéné kulicky

Substrat pro travniky, Terrasan
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4.4. Pristroje

Droplet Digital™ PCR System, QX200™, Bio-Rad

Droplet Generator, QX200™, Bio-Rad

Dvoudilna chladnicka, FK 28b, Eurotech

Elektronicka pipeta 30 pl, Matrix™ EXP, Thermo Fisher Scientific
Gelovy dokumenta¢ni a analyticky systém, InGenius, Syngene
Horizontalni elektroforeticky systém, Owl A6, Thermo Fisher Scientific
Laboratorni vaha, Vibra AJ-820CE, Vibra

Lednice, CALEX 175, SAMSUNG

Lyofilizator, Heto Drywinner CT 60 E, Thermo Fisher Scientific
Mikrocentrifuga, Micro Star 17R, VWR

Mikrovinna trouba, Daewoo KOR 6C2B, Daewoo

Oscilaéni mlynek, MM301, Retsch

PCR Plate Sealer, PX1™, Bio-Rad

Spektrofotometr, NanoDrop® ND-1000, Thermo Fisher Scientific
Stolni mikrocentrifuga, MiniStar silverline, VWR

Termocykler, C1000 Touch, Bio-Rad

Tiskarna digitalni, UP-D897, Sony

Ttepacka, Reax Top, Heidolph

Vakuova pumpa, RZ 2.5, Vacuubrand

Vodni lazen, Jouan Nerez J18

Zdroj napéti pro elektroforézu, MP-300V, Major science
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5. METODIKA

Pro selekci rostlin z dele¢nich linii, které obsahovaly 3D chromozom s deleci v dizomické
konstituci, byla potieba volba spravné strategie. Vzhledem k tomu, ze selekce linii vyzaduje
screening velkého poctu rostlin, u nichz neni garantovany vyskyt hledaného delecniho
3D chromozomu, neni provedeni ddPCR analyzy u kazdého vzorku vhodné — spolec¢né
sizolaci Cist¢ DNA by takovy pfistup vedl k vysokym nakladim a c¢asové i finan¢ni
naro¢nosti analyzy. Bylo tedy nutno zredukovat pocet vzorkii, u kterych je nutné izolovat
Cistou DNA a provést ddPCR analyzu. Tento problém byl vyfeSen zavedenim predbézné
analyzy pritomnosti dele¢niho chromozomu 3D pomoci Phire Plant PCR se specifickymi
primery na3D chromozom. Tato analyza sice nedokaze rozlisit pocet kopii dele¢niho
3D chromozomu, ale nevyzaduje ¢istou DNA ani praci s fluorescenénimi probami, coZz nam

dovolilo snadno a rychle odstranit ze souboru péstovanych rostlin nulizomiky.
5.1. Sadba zastupci delecnich linii pro chromozom 3D

Pii péstovani dele¢nich linii pSenice seté (Triticum aestivum) pro chromozom 3D bylo
vysazovano 10 zéastupct rostlin, pokud to zasoba semen pro danou dele¢ni linii dovolovala.
Sadba byla provadéna do sterilizovaného substratu pro travniky (sterilizace provedena
autokldvovanim) obohaceného o CAREO Combi granuldt proti Skidcim S vyuzitim
raSelinovych kvétinact ,Jiffy strips® (6x6 cm). KaZzda zasazend rostlina byla umisténa
do fytotronu. Fytotron byl nastaven na délku dne 16 hodin od 4:00 do 20:00 pii teploté 20 °C
a délku noci 8 hodin od 20:00 do 4:00 pii teploté 16 °C. Vlhkosti vzduchu byla nastavena
na konstantni hodnotu 60 %. Rostliny byly kazdy den zalévany.

5.2. Pre-screenning chromozomu 3D s deleci pomoci Phire
Plant PCR Master Mix kitu

Pre-screening byl provadén u rostlin starSich deseti dni. Z kazdé rostliny byl odebran maly
kousek (5 — 10 mm) nejstarsiho listku do jedné z jamek 96jamkové PCR desticky pro ucely
piepravy. V laboratofi byl postupné kazdy listek vyjmut z jamky, do které bylo piidano 20 ul
dilu¢niho pufru. Z kazdého listu byly odebrany dva disky o priméru 1,5 mm rostlinného
materialu  pomoci vykrajovatka, které byly poté preneseny do dilu¢niho pufru
Vv korespondujici jamce PCR desticky. Proces byl opakovan pro kazdy odebrany list. Takto

uloZeny materidl v dilu¢nim pufru byl inkubovan po dobu 10 minut v termocykléru pfi teploté
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98 °C. Podle pocétu provadénych reakci byla dale piipravena smés pro PCR dle rozpisu
(Tab. ¢. 1), kvili neptesnosti pipetovani u vétsiho poc¢tu vzorkt bylo pocitano s 1 reakci na 50

vzorku navic.

Tab. ¢ 1: Slozeni reakcni smési pro Phire Plant PCR.

Reagencie Zasobni koncentrace | Pracovni koncentrace | Objem na 1 reakci [ul]
Phire Plant Direct
) 2x 1x 10
PCR Master Mix
Primery 50 uM 1 uM 0,4
Voda pro PCR - - 91
Celkem 19,5

Reakéni PCR smés byla napipetovana do 96jamkové PCR desti¢ky po 19,5 ul. Do kazdé
jamky bylo pfidano 0,5 pl izolované DNA z testovanych rostlin. Desticka byla pfenesena
do termocykléru a byla provedena amplifikace DNA dle programu pro Phire Plant PCR
(Tab. ¢. 2).

Tab. ¢. 2: Program termocykléru pro Phire Plant PCR.

Féaze programu Teplota [°C] Délka trvani [s] Pocet opakovani
Prvotni denaturace 98 300 1%
Denaturace 98 5

Annealing 60 5 35x
Extenze 72 20

Finalni extenze 72 60 I
Chlazeni 4 Infinite

V ptipad¢ potieby byly vzorky uchovany v lednici pfi teploté 4 °C.

ProtoZe Phire Plant Direct PCR Master Mix jiZ obsahuje nanaseci pufr, mohly byt vzorky
ptimo naneseny na 1,2% agar6zovy gel spolecné se 100 bp standardem relativni molekulové
hmotnosti. Elektroforéza byla provadéna pii napéti 4,4 V/cm po dobu 60 minut. Po uplynuti
této doby byl gel pienesen do roztoku ethidium bromidu v temné mistnosti a inkubovan po
dobu 30 minut. Nasledovn¢ byl gel oplachnut a ptenesen do UV transluminatoru. Snimky
gelu byly potizeny a ulozeny pro dokumentaci ve formatu .jpg. Po vyhodnoceni snimki

probéhla selekce péstovanych rostlin na ptitomnost dele¢niho chromozomu 3D.
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5.3. Izolace ¢isté DNA vybranych rostlin pomoci Nucleospin
Plant I1 kitu

Z kazdé rostliny, u které byla ve fazi pre-screeningu prokazana piitomnost chromozomu 3D
nesouciho deleci, byly odebrany tii kousky nejstar§iho zeleného listu do 2 ml mikrozkumavky
o priblizné délce listku 3 cm. Takto odebrané vzorky byly dale vysuSeny V otevienych
mikrozkumavkéch ptfes noc pomoci lyofilizatoru. Po vysuSeni vzorkt listd byly do kazdé
mikrozkumavky pfidany 2 sklenéné kulicky. Vzorky byly nasledné homogenizovany s uzitim
oscilaéniho mlynku pfi frekvenci 27 otacek/sekundu po dobu 3 minut. Pokud po uplynuti ¢asu

nebyly vzorky dostatecné rozemlety, byl tento krok opakovan.

Izolace ¢ist¢ DNA Dbyla dale provadéna pomoci Nucleospin Plant II  kitu.
K homogenizovanému prasku bylo Vv laboratofi ptidano 400 pl lyza¢niho pufru PL1 a 10 pl
ribonukledzy A. Smés byla protfepana a zkumavky pfeneseny na 20 minut do vodni ldzné
predehiaté na 65 °C. Po uplynuti inkubace byly vzorky kratce centrifugovany a lyzat pfenesen
na sbémé zkumavky s Nucleospin® filtrem ozna¢enym fialovym prouzkem. Zkumavky byly
dale centrifugovany pii 11 000 G po dobu 2 minut (pouzité filtry byly zlikvidovany). Lyzat
byl dale pienesen do nové mikrozkumavky k ptipravenym 450 pl vazebnému pufru PC. Z této
smési bylo po dikladném promichédni pipetou (provadéno dokud nebylo mozZno pozorovat
vizualni spojeni roztoki) preneseno 700 pl do nové sbémé zkumavky se Nucleospin® Plant 11
kolonou oznaéenou zelenym prouzkem. Zkumavky byly centrifugovany pii 11 000 G po dobu
1 minuty. Tekutina ze sbérné zkumavky byla odstranéna, bylo ptidano 400 pl promyvaciho
pufru PW1 a centrifugovano pfi 11 000 G po dobu 1 minuty. Tekutina ve sbérné zkumavce
byla odstranéna, bylo pfidano 700 pl promyvaciho pufru PW2 a zkumavka byla
centrifugovana pii 11 000 G po dobu 1 minuty. Tekutina ve sbérné zkumavce byla opét
odstranéna a zkumavka byla znovu centrifugovana pii 11 000 G po dobu 2 minut. Zelena
kolonka byla pfenesena do nové 1,5 ml mikrozkumavky a sbérna zkumavka byla odstranéna.
Na zelenou kolonku bylo naneseno 30 pl pfedehiatého (65 °C) eluéniho pufru PE a zkumavky
byly opét centrifugovany pii 11 000 G po dobu 1 minuty. Tento krok byl jednou opakovan
pro kazdou kolonku pro findlni objem 60 pl.

U vSech vzorki byla zméfena koncentrace DNA, zkumavky byly dikladné popsany

a nasledné zamraZeny a uchovavany piti -20 °C.
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5.4. Analyza poctu dele¢nich chromozomii 3D vyuzitim

ddPCR

Cast vzorkt DNA izolované z rostlin p$enice seté obsahujicich dele¢ni chromozomy 3D byla

nafedéna na koncentraci DNA 10 ng/ul pfi objemu 20 ul do obycejné PCR desticky.

Dle poctu analyzovanych vzorka bylo pfipraveno mnozstvi reakéni smési na ddPCR dle
rozpisu (Tab. ¢. 3). Z divodu nepfesnosti pipetovani bylo za kazdych 24 analyzovanych
vzorkll pfipraveno mnozstvi reakéni smési o jednu reakci vétsi. Kvili korekci nepfesnosti
pipetovani byl také navic ptidan 1 ul ddPCR supermix for probes (no UTP) do reakéni smési

za kazdy analyzovany vzorek.

Tab. ¢. 3: Rozpis reagencii potiebnych pro jednu ddPCR.

Reagencie Zasobni Pracovni Objem na 1 reakci [pl]
koncentrace | koncentrace
ddPCR supermix for probes (no dUTP) 2x 1% 10 (+1)
Reference primer 4A 50 uM 900 nM 0,36
Target primer 3D 50 uM 900 nM 0,36
Reference probe 4A (FAM) 10 uM 250 nM 0,5
Target probe 3D (VIC) 10 uM 250 nM 0,5
Voda bez nukledz - - 3,28
Celkem 15 (+1)

Ptipravena reak¢ni smés byla dale rozpipetovana do obycejné PCR desti¢ky po 16 pul, do které

bylo dale pfidano 5 pl individudlnich vzorkt ¢isté rostlinné DNA o koncentraci 10 ng/pl.

Do stojanku (DG8™ Cartridges for QX100™/QX200™ Droplet generator) byla vloZena
a zaklapnuta cartridge. Do spodnich jamek (oznaceny ,,0il*) bylo napipetovano 70 ul oleje
pro proby. Do stfednich jamek bylo Setrné napipetovano 20 pl reakéni smési a DNA
(pipetovano pod ostrym uhlem tak, aby nedochazelo ke tvorbé bublin v jamce). Po kontrole
a odstranéni bublin, byla pfes cartridge pfetazena gumicka a nasledovné byla cartridge
vlozena do generatoru dropletd. Po tvorbé dropletti bylo z hornich jamek cartridge velice
Setrn€ nasato pod tupym thlem a poté pomalu vypousténo na sténu spodni ¢asti jamky ddPCR
96jamkové desticky 40 pl emulzni smési (reakéni smés a olej). Proces byl opakovéan, dokud

nebyly vSechny analyzované vzorky v ddPCR desticce. Desticka byla uzaviena
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propichovatelnou hlinikovou zatavovaci folii, ulozena do deepwell termocykléru a byl spustén

program pro ddPCR (Tab. ¢. 4).

Tab. & 4. Program termocykléru pro ddPCR.

E4 Teplota | Délka trvani Pocet Maximalni rychlost
aze
[°C] [s] opakovani zmény teploty
Prvotni denaturace 95 600 1x 2°C/s
Denaturace 94 30 2°C/s
40x

Nasedani primerti/extenze 60 60 2 °C/s
Stabilizace 98 600 1% 2°C/s
Chlazeni 4 Infinite - 2°C/s

Po dokon¢eni PCR programu byla desticka vlozena do drzéku analyzatoru a po nastaveni
analytického programu dle poctu vzorkd byla spusténa analyza. Po dokonceni programu byl
porovnavan pocet dropletl pozitivnich pro FAM (reference — chromozom 4A), VIC (target —
chromozom 3D), pro oba signaly a zjejich poméru analyticky vypoCten pocéet 3D
chromozomt v rostliné. Pokud nebyl analyzator schopen automaticky vyhodnotit vysledek,
byl manualné¢ nastaven threshold pozitivni reakce. Desticka byla vytazena z analyzatoru

a odstranéna.

Rostliny jevici se v ddPCR analyze jako dizomické pro deleéni chromozom 3D byly
presazeny do vétSich kvétinac¢t (15x15 cm) a umistény zpét do fytotronu pii stejném
nastaveni. Monozomické rostliny nalezici do linii, u kterych semena dosly, nebo jich byl
nedostatek, byly rovnéZz piesazeny pro potiebu zachovani linie. Ostatni rostliny byly
odstranény. Po dozrani vybranych rostlin byly sesbirany klasy do oznacenych papirovych
sacku. Seminka byla dale sklizena z klasi pomoci gumové trubicky a ulozena do novych

oznacenych papirovych sacki.
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6. VYSLEDKY

K rozsifeni souboru dele¢nich linii bylo vysazeno 1248 semen ze 73 rtznych delecnich
linii generaci F2 — F4. Z rostlin kultivovanych pii pfedepsanych podminkach 17 rostlin
nevykli¢ilo, zostatnich 1231 bylo mozno odebrat dostatek rostlinného materialu
na provedeni predbézné analyzy piitomnosti chromozomu 3D pomoci specifickych primert
pro usek blizky centromeie 3D chromozomu (F: 5‘-“CTCATCTCAGGCTGTCTAATTAA-3¢
a R: 5“CATAGATCCCTCCTTGAAGGA-3‘) metodou Phire PCR. Vysledkem byla série
elektroforetogrami (Obr. ¢. 12 a 13), kde byla u kazdé analyzované rostliny vyhodnocovana
pfitomnost 168 béazi dlouhého PCR produktu indikujici ptfitomnost chromozomu 3D.
Dohromady bylo timto zpisobem analyzovano 1231 rostlin pSenice seté a nalezeno 566
rostlin s pfitomnym chromozomem 3D (mista, ktera by obsahovala vzorky nevykli¢enych
rostlin, byla ponechana prazdna, aby byl zachovan format analyzy). Diky vysoké specificité
uzitych primerd lze vyhodnotit jako pozitivni reakci i relativné slabé vizualizované PCR

produkty (Obr. & 13, B14L-6/7/8, B15L-5,...).

Marker ASL ABL ATL ABL
l'] 20 348 58 G :5:910"1 2 3 456 1 E:910|1 203 L5 BT 3910'1 2345 6 7 8 g1o|1 203 04 5 6 7 8

M ”e’AQL A10L AT1L A12L
Marker
|9 'H]'W 2003054 586 R (80 10"\ i 3455 6 TanBieg 'IO"W 20804506 T 8.0 ’IDI‘\ 2 3 4.5 6 1 8

Obr. ¢ 12: Elektroforetogram pritomnosti 3D chromozomu u rostlinnych linit ASL (10 zastupcii), A6L
(10 zdstupciy), A7L (10 zastupcii), ASL (10 zdstupcii), A9L (10 zdastupciy), AIOL (10 zdstupciy), A11L
(10 zdstupciy), A12L (10 zdastupcit) a A14L (10 zdstupcii).
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Obr. ¢ 13: Elektroforetogram pritomnosti 3D chromozomu u rostlinnych linit BI11L (10 zastupcu),
B12L (10 zdstupcu), BI3L (10 zastupci), BI4L (10 zdstupcu), BISL (12 zastupcii), BI6L
(10 zdstupcu), B17 (10 zastupcii), BISL (10 zastupciy) a BI9L (8 zdstupcii).

Po provedeni selekce rostlin obsahujicich chromozom 3D, byl odebran material pro ddPCR.
Pokud po Phire PCR analyze nebyly zvolené rostliny dostate¢né vyvinuté, aby poskytly
dostate¢né mnozstvi rostlinného materidlu, byla izolace DNA o né&kolik dnti (5 az 7) oddalena.
Koncentrace izolované DNA z rostlin za pouziti uvedené metody kitem Nucleospin Plant Il se
obecné pohybovala v rozmezi 20 az 100 ng/ul s malym poctem vzorkd ptekracujici nebo
nedosahujici tyto hodnoty. V piipad¢€, ze koncentrace izolované DNA nedosahovala hodnoty

alesponi 8 ng/ul, byla izolace DNA dané rostliny opakovana.

Po upraveni koncentrace izolované DNA na hodnotu 10 ng/ul byla provedend ddPCR analyza
poctu kopii chromozomu pro danou rostlinu. Dohromady bylo provedeno 8 ddPCR analyz
a analyzovano 557 vzorkl rostlin, u kterych byl analyzou Phire PCR prokdzan chromozom
3D. 9 rostlin nebylo analyzovéano bud’ z divodii kapacitnich, nebo kviili nizké fitness rostliny.
Pro pouzité mnozstvi Cisté genomické DNA byla pro jednotliva fluorescenéni barviva ziskan
prumérny pocet 60 az 150 pozitivnich dropletd na 1 pl. Celkové mnozstvi pozitivnich
dropleti na jednu reakci se potom pohybovalo v rozmezi 500 az 1500 pro jednotliva
fluorescenéni barviva (Obr. ¢. 14). Dle poméru mezi potem pozitivnich dropletl pro
chromozom 4A a 3D v reakci byly jednotlivé vzorky vyhodnoceny jako monozomické pro
chromozom 3D nebo dizomické. Z celkového poctu 557 analyzovanych rostlin bylo 464

rostlin vyhodnoceno jako monozomickych a 93 jako dizomickych. Celkové vysledky Phire
PCR a ddPCR analyzy jsou uvedeny v tabulkach 5 a 6.
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Obr. ¢ 14: Vysledky ddPCR analyzy. A — Pocet pozitivnich dropleti/ul, B — teoreticky pocet kopii
chromozomu 3D, C — teoreticky pomér chromozomii 3D:4A4, D — celkovy pocet pozitivnich dropletii
(modre znacené uddlosti pro 44, zelené znacené udalosti pro 3D) vzorku rostlin A2S5-23, A2S-28,

A2S-30, A11S-26, A11S-28, A13S-14, A13S-18 a A13S-19.
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Tab. ¢ 5: Tabulka vysledkii selekce linii s deleci na kratkéem raménku chromozomu 3D, zelené

znacené uspésné izolované dizomické linie; Sedé a bile znacené linie, u kterych nebyl nalezen

dizomicky zastupce (u Sedych dosel sadebni material); cervene znacené linie byly eliminovany.

Kultivace Phire PCR Droplet Digital PCR Pomér

Linie |Vysazeno | Dorostlo| 3D positive | Monozomik | Dizomik | Nulizomik | Monozomik | Dizomik
130A 20 20 13 12 1 0,350 0,600 0,050
303-2 20 20 11 10 1 0,450 0,500 0,050
766-1 10 10 8 7 1 0,200 0,700 0,100
977-1 20 20 17 15 2 0,150 0,750 0,100
AlS 10 10 4 3 1 0,600 0,300 0,100
A2S 30 29 7 5 2 0,759 0,172 0,069
A3S 10 10 4 3 1 0,600 0,300 0,100
A4S 10 10 6 5 1 0,400 0,500 0,100
ABS 10 10 7 5 2 0,300 0,500 0,200
A7S 10 10 4 2 2 0,600 0,200 0,200
A8S 30 30 15 14 1 0,500 0,467 0,033
A10S 10 10 7 5 2 0,300 0,500 0,200
Al11S 30 29 10 1 0,655 0,310 0,034
A12S 10 10 5 4 1 0,500 0,400 0,100
Al13S 44 43 12 12 0 0,721 0,279 0,000
A14S 10 10 5 4 1 0,500 0,400 0,100
A15S 10 10 2 2 0 0,800 0,200 0,000
B1S 10 10 8 7 1 0,200 0,700 0,100
B2S 10 10 4 3 1 0,600 0,300 0,100
B4S 10 10 7 5 2 0,300 0,500 0,200
B5S 10 10 5 4 1 0,500 0,400 0,100
- 3 1 0 0 0 1,000 0,000 0,000
B7S 10 10 5 3 2 0,500 0,300 0,200
B8S 10 10 8 6 2 0,200 0,600 0,200
B9S 10 10 9 7 2 0,100 0,700 0,200
B10S 10 9 4 4 0 0,556 0,444 0,000
B1SL 10 10 5 3 2 0,500 0,300 0,200
387 381 192 159 33 0,496 0,417 0,087
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Tab. ¢ 6a: Tabulka vysledkit selekce linii s deleci na dlouhém raménku chromozomu 3D, zelené

znacené uspésné izolované dizomické linie; Sedé a bile znacené linie, u kterych nebyl nalezen

dizomicky zastupce (u Sedych dosel sadebni material); Cervené znacené linie byly eliminovany.

Kultivace Phire PCR Droplet Digital PCR Pomér
Linie | Vysazeno | Dorostlo| 3D positive | Monozomik [ Dizomik [ Nulizomik | Monozomik | Dizomik
30B 20 20 6 5 1 0,700 0,250 0,050
38-8 32 32 9 8 1 0,719 0,250 0,031
83-8 54 54 8 8 0 0,852 0,148 0,000
173-2 10 10 5 4 1 0,500 0,400 0,100
2057-6 10 10 5 4 1 0,500 0,400 0,100
2758-1 10 10 3 2 1 0,700 0,200 0,100
AlL 30 30 9 8 1 0,700 0,267 0,033
A2L 10 10 6 4 2 0,400 0,400 0,200
A3L 30 30 9 8 1 0,700 0,267 0,033
A4L 32 32 15 12 3 0,531 0,375 0,094
AS5L 10 10 7 6 1 0,300 0,600 0,100
A6L 12 12 7 7 0 0,417 0,583 0,000
A7TL 30 29 14 12 2 0,517 0,414 0,069
A8L 10 10 4 2 2 0,600 0,200 0,200
A9L 54 54 17 16 1 0,685 0,296 0,019
A10L 10 10 6 4 2 0,400 0,400 0,200
AllL 10 10 6 5 1 0,400 0,500 0,100
Al2L 10 10 4 3 1 0,600 0,300 0,100
Al4L 10 10 8 7 1 0,200 0,700 0,100
A15L 20 20 7 6 1 0,650 0,300 0,050
Al6L 20 20 11 10 1 0,450 0,500 0,050
A18L 10 9 7 6 1 0,222 0,667 0,111
Al19L 20 20 7 6 1 0,650 0,300 0,050
A20L 32 32 17 15 2 0,469 0,469 0,063
A21L 44 44 17 17 0 0,614 0,386 0,000
B2L 10 9 5 3 2 0,444 0,333 0,222
B3L 32 28 13 12 1 0,536 0,429 0,036
B4L 10 10 8 6 2 0,200 0,600 0,200
B5L 20 20 10 9 1 0,500 0,450 0,050
B6L 20 20 10 9 1 0,500 0,450 0,050
B7L 10 10 6 4 2 0,400 0,400 0,200
B8L 10 10 5 3 2 0,500 0,300 0,200
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Tab. ¢ 6b.: Pokracovani tabulky vysledkii selekce linii s deleci na dlouhém raménku chromozomu 3D;

zelené znacené uspésné izolované dizomické linie; Sedé a bile znacené linie, u kterych nebyl nalezen

dizomicky zastupce (u Sedych dosel sadebni material); Cervenée znacené linie byly eliminovany.

Kultivace Phire PCR Droplet Digital PCR Pomér

Linie | Vysazeno | Dorostlo| 3D positive | Monozomik | Dizomik | Nulizomik | Monozomik | Dizomik
BIL 10 10 6 4 2 0,400 0,400 0,200
B10L 32 31 16 13 3 0,484 0,419 0,097
B11L 10 10 5 4 1 0,500 0,400 0,100
B12L 20 20 11 10 1 0,450 0,500 0,050
B13L 32 31 14 12 2 0,548 0,387 0,065
B14L 10 10 7 6 1 0,300 0,600 0,100
B15L 17 16 6 5 1 0,625 0,313 0,063
B16L 20 20 11 10 1 0,450 0,500 0,050
B17L 10 10 4 2 2 0,600 0,200 0,200
B18L 10 10 6 3 3 0,400 0,300 0,300
B19L 8 7 4 4 0 0,429 0,571 0,000
- 10 10 0 0 0 1,000 0,000 0,000
B21L 10 10 8 6 2 0,200 0,600 0,200
UlL 10 10 5 4 1 0,500 0,400 0,100
861 850 374 314 60 0,560 0,369 0,071

Ze 73 analyzovanych dele¢nich linii pSenice seté se podafilo izolovat v dizomické konstituci

rostliny 64 riznych rostlinnych linii, u zbylych linii toto nebylo mozné. Dele¢ni linie A13S,

83-8 a A2l1L, byly analyzovany za nalezeni mnohych monozomikl, ovSem z ¢asovych

davodii nebylo mozné analyzovat vice rostlin. U dele¢nich linii A15S, B10S, A6L a BI19L

byly zanalyzovéany vSechny dostupna semena, nebyl mezi nimi ovS§em nalezen Zadny dizomik.

Ve fytotronu jsou kultivovani monozomicti zastupci téchto linii, které budou uzity k produkci

vice potencidln¢ dizomickych semen. U dele¢nich linii B6S a B20L nebylo mozné nalézt

zadné dizomické ani monozomické zastupce 1 pfes opakovanou analyzu.
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7. DISKUZE

Cilem této diplomové prace byla tvorba souboru rostlinnych linii pSenice seté (T. aestivum)
cv. Chinese Spring nesouci delece v rizném rozsahu v dizomické konstituci. V tomto tkolu
jsem byl schopen uspésné izolovat alesponi jednoho dizomického jedince z 64 dele¢nich linii.
U pouhych 9 rostlinnych linii nebylo mozno izolovat zastupce v dizomické konstituci.
Uspé&snost selekce tedy pievysovala 87 %. BohuzZel i pies spravny pracovni postup, linie B6S
a B20L pfi izolaci Gplné zanikly. Jak uvadi tabulky 5 a 6, v obou pfipadech se jednalo i linie,
které obsahovaly maly pocet semen (3 pro B6S a 10 pro B20L). Situace navic byla
komplikovéna faktem, ze pro linii B6S z 3 =zasetych semen vykli¢ilo pouze jedno.
Po provedeni pfedbézné Phire PCR analyzy byla u vSech vzorkil pfedbézna analyza pro jistotu
opakovana s nové izolovanou DNA v nov€ namichané reakéni smési. Tato analyza ovSem
vedla pouze k potvrzeni piedeslého vysledku — tedy, ze mezi zasazenymi rostlinami ani jedna
neobsahuje dele¢ni chromozom 3D. Podobny ptipad nastal i u linii A15S, B10S, A6L a B19L.
Ovsem u téchto linii bylo alespoil mozné izolovat monozomické zastupce nesouci deleci, ktefi
mohou po samospraseni vyprodukovat potencialné dizomické potomstvo pro deleci na 3D.
Této situaci jsem se mohl vyhnout volbou lepsi sadebni strategie. Kdybych jako prvni provedl
analyzu linii s malym poc¢tem semen, mohl jsem mit mnohem dfive pfistup k jejich
potomstvu. U zbylych delecnich linii, A13S, 83-8 a A21L, byl pozorovan vyrazny posun
Stépného pomeéru k nulizomikim, coz relativné zkomplikovalo selekci. Potencidlnim feSenim
tohoto problému by bylo vysazeni mnohem vétsiho poctu zastupct této linie, jenZ by
kompenzovalo mensi vyskyt jedinct obsahujicich dele¢ni chromozom 3D. U Zzadné
Z rostlinnych linii ovSem nebyl pozorovana sniZzend kliCivost, jako bylo pozorovano

u ptedchozich hybridiza¢nich studii (Endo et Gill, 1996).

U ddPCR analyzy byla pozorovana témé&f u vSech analyzovanych vzork mirné vyssi pocet
pozitivnich dropleti pro 3D chromozom. Vysvétlenim tohoto fenoménu by mohla byt délka
fluorescen¢nich sond, ktera je u sondy pro 3D chromozom o 3 nukleotidy mensi. Toto by
mohlo vést ke snadn€j$i hybridizaci sond na templat a pozorovanému navySeni dropletli
pozitivnich na 3D chromozom o piiblizn€ 10 %. Tento jev neni ve vét§ing piipadl dostatecné
signifikantni, aby zménil vysledek analyzy, ale je uZite¢né na néj myslet pfi vyhodnocovani

spornych vysledki.

U vybranych rostlin nesoucich deleci na chromozomu 3D, které v prubéhu selekce dosahly

plného vzristu a nasledné¢ poskytly semena, bylo mozné pozorovat jisté sniZeni poctu
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vyprodukovanych semen oproti wildtype pSenici seté. Tyto vysledky byly ocekdvany
z predeslych vyzkumi (Endo, 1996) a pozorovani v laboratofi. ZvlaStnosti ovSem je, Ze
rostliny kultivované v zimnim obdobi byly obecné mensiho vzristu a nizsi fitness nez rostliny

péstované v jarnich mésicich i pfes identické nastaveni fytotronu, ve kterém byly kultivovany.

Byla rovnéz pozorovana odchylka od klasického genotypového st€épného poméru, jak diktuje
2. Mendelav zadkon. Za normalnich podminek by u rostlin, které vznikly samospraSenim
monozomickych jedinct, by mél byt pozorovan pomér 1:2:1. U naSich dele¢nich linii byl
pozorovan posun v tomto poméru ve prospéch nulizomiki. Toto je konsistentni s pfedchozimi
studiemi na dele¢nich liniich (Endo et Tsunewaki, 1975; Endo, 2007). Vzhledem k velkému
mnozstvi analyzovanych vzorkli o rizném rozsahu deleci jsme se rovnéz pokusili stanovit,
zda existuje né&jaka korelace mezi rozsahem delece na chromozomu 3D a posunem
genotypového poméru. Sefazenim delecnich linii podle rozsahu jejich delece (pfiblizné
ustanoveno charakterizaci linii uzitim molekuldrnich markerl) a porovnanim S$tépného
poméru mezi nulizomiky, monozomiky a dizomiky bylo mozno ziskat n¢kolik poznatk.
Linearni regresi zastoupeni nulizomikd bylo mozné pozorovat slabou korelaci mezi rozsahem
delece aposunem S$tépného poméru vice ve prospéch nulizomikti u deleci na dlouhém
raménku (Graf ¢. 1). U deleci kratkého raménka byl tento trend jest¢ méné vyrazny a bylo ho
mozno pozorovat aZz po odstranéni linie B6S, ktera obsahovala jediného nulizomického

zastupce (Graf. ¢. 2).
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Graf ¢. 1: Graf zastoupeni Stépného poméru v zavislosti na odhadovaném rozsahu delece dlouhého

ramenka 3D chromozomu.
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Graf ¢ 2: Graf zastoupeni stépného poméru v zavislosti na odhadovaném rozsahu delece kratkého

raménka 3D chromozomu.

Pro tento jev muze existovat nékolik riznych vysvétleni. V prvni fad€ délka delece je
pfirozen¢ omezena délkou raménka chromozomu — u dlouhého raménka se tedy budou
prirozené moci vyskytovat delece o vétsim rozsahu. Pokud opravdu existuje korelace mezi
délkou delece a $tépnym pomérem potomstva, bude mnohem znatelnéjsi u deleci dlouhého
raménka. Tato teorie by byla dale podporovana faktem, ze rostlinné linie s delecemi
na kratkém raménku o nejvétsim rozsahu (153 — 182 Mbp) rovnéz méli silny posun poméru
k nulizomikiim. Zajimavé vSak je, Ze né€kolik linii s deleci o rozsahu 59 az 77 Mbp maji
relativné normalni §tépny pomér, mezitim co linie s delecemi o menSim rozsahu maji opét
silné¢ posunuty $tépny pomeér k nulizomikiim. Pravdépodobnym vysvétlenim by mohla byt
ptitomnost rozséhlejsi delece na jiném chromozomu, protoze jak popisoval Endo (1990),
gametocidni chromozomy 1 za pfitomnosti supresordi mohou vyvolavat zlomy vice
chromozomu. V nasem ptipadé bychom si nebyli pfitomnosti takové delece védomi, protoze
screening byl provadén pouze pro chromozom 3D. Samoziejmé cilem této prace nebylo
provadét statistickou analyzu této zavislosti a tak je i tento vysledek zatizen vyraznou

statistickou chybou — rizné poéty analyzovanych rostlin u linii, selek¢ni a vzorkovy bias.
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8. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo provedeni literarni reSerSe na téma genomu allohexaploidni
pSenice seté Triticum aestivum cv. Chinese Spring, specificky pak na jeho evoluci a systém
parovani homolognich chromozomti. Dale charakterizovat tvorbu dele¢nich linii této
zemé&deélsky  vyznamné plodiny vyuzitim gametocidnich chromozoml piivodem
od mnohostétu vejéitého Aegilops cylindrica a popsat techniku Droplet Digital PCR a jeji

uziti k ureni poctu ptfitomnych delecnich chromozomii.

V ramci praktické casti byla provedena selekce zastupcti 73 linii pSenice seté cv. Chinese
Spring obsahujicich delece na chromozomu 3D. Bylo celkové nalezeno 93 rostlin nesoucich
deleci na chromozomu 3D v dizomické konstituci z 64 riznych dele¢nich linii. Dvé dele¢ni
linie, B6S a B20L, byly vyfazeny. Zbylych 7 dele¢nich linii nebylo mozné izolovat

Vv dizomické konstituci.

Ziskané charakterizované dele¢ni linie v dizomické konstituci budou namnozeny a nasledné
vyuzity k fyzickému zakotvoveni genti na chromozomu 3D, piedev§im potom genu Ph2

,,Pairing homologues®, ktery hraje esencialni roli pfi parovani homolognich chromozomd.
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9. POUZITE ZKRATKY
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