Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecké fakulta

Katedra bunécné biologie a genetiky

Charakterizace potomstev rodicii nesoucich
B chromoz6om u planého Ciroku
(Sorghum purpureosericeum)

Bakalarska prace

Zdena KaSparova

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Molekularni a buné¢na biologie

Forma studia: Prezen¢ni

Olomouc 2022 Vedouci prace: Mgr. Miroslava Karafiatova, Ph.D.



UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta
Akademicky rok: 2020/2021

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a pijmeni:  Zdena KASPAROVA

Osobni fisla; R19833

Studijni program: ~ B1501 Biclogie

Studijni obor: Malelulirni a bunécnd biologie

léma préce: Charakterizace potomstev radicl nesoucich B chromozém u planého Eiroku (Sorghum purpureosericeum)

Tadavajici katedra:  Katedra bunééné biologie a genetiky

Zasady pro vypracovani

* [mlace DNA 2 klagd
® Spektrofotcmetrické stanoveni kancentrace DA
® |dentifikace rastlin nesaucich B chromozten pomoci pritekavého cytametry

® PCR amplfikace B specfickjch marker
® Elektrafarelicd separace PCR praduktd) v agarmzovém gelu

Rozsah pracawni zprévy:
Rozsah grafickych praci:
Forma zpracovini hzkaldfské prace: tisténd

Seenarn doporuené literatury:

® Hariprasanna K and Patil V: Sorghum: Origin, Classification. Biology and Impravement. In: Sorghum Mo ecular Breeding. Madhusudnana et al
(eds). Springer India. 2015

® Jones RN and Rees H: B chromasomes. Academic Press Inc. (Lendon) LTD. 1982

* Batagfiz E: Cytogenctics of B chromesemes. Caryclogia 2016, 17:1, 245-299

Wu T7: B chremosorres in Seeghum purpursoasericeum, Proc, Matl, Sci. Counc. B. ROC & (3), 1594, pp 198-209

* Dougfas RN and Birchler A B chromosomes. [n: Cheamasame structure and aberrations. Bhat TA and Wani AA (eds). Springer Incia 2017, pp 1339

* Jones RN: Transmissian and drive imvalving parasitic B chromusomes. Genes 2018, 9, 368

.

.

Dodezel J, Bartas J. Plant DA fow cytometry and estmation of nuclear genome size. Arn Bot. 2005;95(1x99-110. doi:10.1093/a0b/mci05
Karafidtovs M, Badniiovd M, Said M, et al. The B ciomesome of Sorghum purpureosericeum reveals the firss pieces of its sequence. J Exp Bot
2021;72(5):1606-1616. doi:10.1093jxh ferasS48

Vedoudi bakaldfské price: Mgr. Miroslava Karafidtovd, Ph.D.
UEB Olomouc, AVCR




Datum zaddni bekalifské price: 15, biezna 2021
Termin odevaddn] bakalsiské price: 31, éervence 2022

doc. RNDr. Martin Kubala, Ph.D.
dekan

W Qlomouci dne 8, dnara 2022

UNIVERZITA PALACKEHOD ¥ oLofiony”
PRIRODOVEDECKA FAKLI T
EATEDREA BUNECNE BIOLOGIE A GE
slechtiteli 27, 783 71 Dlamesc — He
LA tel,; +420 585 634 B0
.3.

-8 -02- 112

i
prof, RNDr. Zdenék Dvorak, Dric,
vedauc katedry




Bibliograficka identifikace:

Jméno a pfijmeni autora: Zdena Kasparova

Nazev: Charakterizace potomstev rodi¢u nesoucich B chromozom u planého ¢iroku (Sorghum

purpureosericeum)

Typ prace: bakalarska

Pracoviste: Katedra bunécné biologie a genetiky
Vedouci prace: Mgr. Miroslava Karafiatova, Ph.D.
Rok obhajoby prace: 2022

Klic¢ova slova: Sorghum purpureosericeum, B chromozomy, DNA markery, PCR, pratokova

cytometrie
Pocet stran: 45

Jazyk: CeStina

Souhrn

Sorghum purpureosericeum je jednim z planych druhti rodu Sorghum, u kterého se nad ramec
standardniho chromozémového komplementu vyskytuji i tzv. B chromozomy. Tyto nadbyte¢né
elementy vykazuji nepravidelnou dédi¢nost a obecné vysokou miru polymorfismu. V ramci
jednoho druhu tak vétSinou existuje vice typu B chromozoéma. U planych ¢irokt komplikuje
studium téchto nadbyteCnych chromozomi i vyrazna mira cizosprasnosti, ktera udrzuje

vyraznou heterogenitu celého genomu.

Cilem predkladané prace byla charakterizace potomstev Ctyf linii rodicti nesoucich ve svém
genomu 1 B chromozém za ucelem urCeni miry cizosprasnosti. Typ B chromozému byl
u potomk stanoven na zakladé pfitomnosti/absence dvou B-specifickych PCR markertt CL115
a CL168. Odlisny vzor pfitomnosti markerti mezi rodi¢em a jeho potomky pak poukazoval na
mozné cizospraseni. Z celkové analyzovanych 49 jedinct, sedm mé¢lo jiny typ B chromozému
nez puvodni rodi¢. Z toho lze usoudit, Ze k opyleni pylem z jiné rostliny dochazi pfiblizn€ ve

14 % pripadu.
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Summary

Sorghum purpureosericeum is one of the wild species of the genus Sorghum carrying so-called
B chromosomes in addition to A complement. These supernumerary elements are passed
irregularly to the progeny and have typically high degree of polymorphism. Generally, there
are more B chromosome forms described in one species. Moreover, the study of the B
chromosomes of wild sorghums is burden by significant level of cross-pollination, which

continuously maintain the genome heterogeneity.

The aim of this thesis was to characterize four offspring lines of parents carrying the
1 B chromosome in their genome with respect to the frequency of cross-pollination. The type
of the B chromosome in the offspring was determined based on the presence/absence of the two
markers pattern CL115 and CL158. Marker pattern different from the parent may result from
pollination with the pollen of the other than parent plant. Among the 49 individuals tested,
seven did not match to the parents. These results suggest that cross-pollination may occur with

frequency approximately 14 %.
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1 Uvod

Sorghum patii do Celedi lipnicovitych (Poaceae). Tento rod sdruzuje na 25 druhd, z nichz
nejznamejsi a nejvice péstovany je Cirok dvoubarevny (S. bicolor), ktery je jednim ze tii
kultivovanych druhti. Dal8ich 22 druht je tzv. divokych (Dickson, 2011). Divoké druhy nejsou
zemeédéelsky vyuzivané tak jako ty kultivované, avSak i1 ony maji své vyuziti zejména jako
stavebni material. Mezi jednotlivymi druhy ¢iroku jsou velké morfologické i cytologické
rozdily, nebot’ jejich genomy jsou velmi variabilni (Price et al., 2005). K variabilité silné
prispiva skute¢nost, ze ¢irok patii do skupiny tvz. Casto-cizosprasnych druhd. To znamena, ze
jde sice o primarné samosprasnou rostlinu, ale znacna Cast kvéti je opylena pylem z jiné

rostliny (Rakshit a Bellundagi, 2019).

U péti druha rodu Sorghum byly v genomu nalezeny tzv. B chromozomy (Bednafova et al.,
2021). To jsou nadbytecné elementy, které nevykazuji klasicky model Mendelovské dédi¢nosti,
nebot’ se dédi nepravidelné, jsou pro jedince postradatelné a také velice polymorfni. Jejich pocet
se lisi jak mezi jednotlivymi generacemi, tak i u jedinct jedné linie (Camacho et al., 2000).
V genomu organismu obvykle nemaji zadny vyznam, pii urcitém poctu vSak mohou mit
negativni efekt na dany organismus (Valente et al., 2016). B chromozomy se hned nékolika
svymi vlastnostmi vymykaji zakladnim pravidlim obecné platnym pro biologické systémy.
Objasnéni mechanismu jejich netradi¢niho chovani je tak velmi atraktivni védeckou otazkou,

jejiz odpoveédi mohou mit znacny piesah do bunécné biologie a mediciny.



2 Cile prace

Cilem prace bylo zjistit, zda a sjakou Cetnosti dochéazi v nepfirozenych podminkach
k cizosprasnému opyleni u druhu Sorghum purpureosericeum. Plan experimenti vychazel
z faktu, ze v ramci druhu existuji minimalné€ dvé formy B chromozoémau, které je mozné odlisit

kombinaci dvou PCR markeru.

Analyza cizospras$nosti byla provedena na potomstvu ¢tyt rodicovskych linii s identifikovanou
formou B chromozomu. V F1 potomstvu byl pomoci markerd uréen typ B chromozému
a detekovana odlisnost formy B chromozomu rodice a potomka pak naznaCovala na mozné

cizospraseni.



3  Literarni prehled

3.1 Sorghum

3.1.1 Taxonomie rodu

Rod cirok (Sorghum) je tazen do cCeledi lipnicovitych (Poaceae), podceledi prosovité
(Panicoidea), kmene Andropogoneae. Jedna se o rod se zastupci jednoletych i1 viceletych
rostlin. Cirok pochazi z Afriky a v dnesni dobé je p&stovan hlavné v tropickych a subtropickych
oblastech Afriky a jizni Indie (Venkateswaran et al., 2015). Rod Sorghum sdruzuje 25 druht,
z ¢ehoz je 22 povazovano za tzv. divoké druhy. Zbylé tfi jsou kultivované druhy (Dickson,
2011). Systematické rozdeleni jednotlivych druht neni stale pevné zakotveno kvili Siroké
variabilité ¢iroku.

V druhé poloviné 20. stoleti byla vydana klasifikace podle de Wetta (1978) (Obr. 1), ktera se
vyuzivaiv soucasné dobé. De Wett rozdélil rod Sorghum do péti hlavnich sekci: Stiposorghum,
Parasorghum, Eu Sorghum, Heterosorghum a Chaetosorghum. Do sekce Eu Sorghum jsou

zafazeny tfi kultivované druhy Ciroku, a to konkrétné S. halepense, S. bicolor a S. propinquum.

Do zbylych ¢tyt sekci spadaji divoké druhy (de Wett, 1978).

SORGHUM
Subgenera
Eu Sorghum Chaetosorghum Heterosorghum Parasorghum Stiposorghum
Species Species Species Species Species
HYBRID ’ ‘
S. almum S. halepense  S. propinquum S. bicolor S. macrospermum S. laxiflorum S. grande S. amplum
S. nitidum S. brachypodum
S. leiocladum S. intrans
S. purpureosericeum S. ecarinatum
S. timorense S. bulbosum
S. versicolor S. plumosum

S. stipoideum
S. interjectum
S. exstans

Obrazek 1: Klasifikace rodu Sorghum dle de Wetta (1978). Modifikovano z: Ananda et al., 2020

3.1.2 Anatomie rostliny

Nejdulezit€jsim zastupcem je kultivovany Cirok dvoubarevny (Sorghum bicolor), ktery svym
vzrustem dosahuje az péti metrd. Primarni kofeny vyristaji v prabéhu kliceni a nasledné jsou
nahrazeny kotfeny sekundarnimi. V ramci rodu Sorghum vsak existuje mnoho morfologickych
odlignosti mezi kultivovanymi a divokymi druhy (House, 1985). Carkovité listy jsou na stéble

rozmisténé podle genotypu rostliny (Hermuth et al., 2012). U nékterych typt mohou vyrustat
3



z prostiedni Casti (napt. S. vulgare), naopak u nekterych jsou listy vice ¢i méné rozmistény po
celém stéble (napf. S. halepense) (House, 1985). Jednotlivé druhy cCiroku se li§i poctem lista.
Dobie adaptované rostliny maji obvykle 14-17 listd, ty méné adaptované mohou mit az 30
(House, 1985). Kvétenstvim ciroku je lata dlouha az 25 c¢cm, ktera muze byt bud’ shloucena
(S. bicolor) (Obr. 2a), nebo rozkladita (S. purpureosericeum) (Obr. 2b). Sklada se
zjednotlivych klaskt, které wvyrastaji v parech. Zparu je vzdy jeden oboupohlavny
a druhy je Cisté samici. Klasky obsahuji kvitky, které jsou vzdy dva (fertilni a sterilni) (Rooney,
2007) a obsahuji tfi tyCinky a jeden pestik (Hermuth et al., 2012).

Obrazek 2: Variabilita kvétenstvi kultivovaného (a) a planého (b) Ciroku: a — shloucena lata (S. bicolor), b — rozkladita lata
(S. purpureosericeum). Pievzato z: www.identify.plantnet.org

Byt je Cirok primarné samosprasna rostlina, opyleni kvétu pylem jiné rostliny neni vyjimkou.
Cizospraseni nastava v pruméru v Sesti procentech piipadi (Rakshit a Bellundagi, 2019), coz
fadi Cirok do omezené skupiny tzv. Casto-cizosprasnych (often cross-pollinated) druhti podobné
jako bob obecny (Vicia faba), sezam indicky (Sesamum indicum) nebo kukufice seta (Zea mays)
(Alemayehu a Keneni, 2019). Divoké odrudy se kiizi mezi sebou ve vétsi mife, nez ty
kultivované (Sobetski, 2015). Vyména pylu maze probihat pomoci vétru (anemogamie) nebo
hmyzu (entomogamie). U kultivovanych druht kveteni nastava mezi 55. a 70. dnem od
vykli¢eni rostlinky. Jesté pred otevienim kvétu blizna pfijima pyl z prasniku, pficemz po dobu
deseti dnd zlistava vnimava, tudiz béhem tohoto obdobi muze byt na bliznu pfijat pyl i z jiné

rostliny (Sobetski, 2015).


http://www.identify.plantnet.org

3.1.3 Jaderny genom Ciroku

Genom jednotlivych zastupcii Ciroku je velmi variabilni, coz ma spojitost s druhovou
rozmanitosti zastupcti tohoto rodu. Tato rozmanitost se projevuje jak na trovni obsahu
genetické informace, tak v jejim usporadani v jadre. V ramci komplexni studie z roku 2005 byla
zméfena velikost genomu 21 ¢irokd, kde nejmensi genom mél druh S. timorense (622 Mbp)
a nejvetsi pak S. plumosum (5047 Mbp) (Price et al., 2005). Oba tyto druhy patii mezi divoké
c¢iroky, jejichz genomy vykazuji vyssi variabilitu nez kultivované druhy. Nejdulezité)si

kultivovany druh (S. bicolor) mél velikost genomu 818 Mbp (Price et al., 2005)

Analyzy karyotypu Ciroku byly velmi slozité kvuli podobnostem ve velikosti a morfologii
chromozéma u jednotlivych druhit (Dogget, 1988). Mnoho druhti zrodu Sorghum je
diploidnich (2n = 2x = 20) (Obr. 3a), ale jsou znamé i druhy, které jsou tetraploidni
(2n = 4x = 40) (Obr. 3b), naptiklad S. laxiflorum (Price et al., 2005). Tetraploidni stav byl
povazovan za puvodni. Vysledky analyz na tomto poli ale nejsou jednotné. Zatimco analyzy
meiotického parovani chromozému tomu nenasveédCuji (Endrizzi a Morgan, 1955), studie

postavené na fluorescencni in situ hybridizaci tuto teorii naopak podporuji (Gomez et al., 1997).

Obrazek 3: Karyotypy dvou zastupcu CcCiroku: a — diploidniho (S. bicolor). Prevzato z: Kim et al., 2005,
b — tetraploidniho (S. laxiflorum). Ptevzato z: Price et al., 2005

3.1.4 Divoké druhy ¢iroku

Divoké druhy ¢iroku jsou rozdélené do ctyt sekci: Stiposorghum, Parasorghum,
Heterosorghum a Chaetosorghum. Stiposorghum zahrnuje 10 druht, které jsou endemické pro
Australii. Kazdy druh ma ve své genetické vybaveé 10 somatickych chromozémui v diploidni
sadé kromé S. interjectum a S. plumosum, které mohou mit i 40 chromozoému (2n = 4x = 40).

Tyto dva druhy jsou také jediné ze sekce Stiposorghum, které jsou vytrvalé, zatimco ostatnich



osm druhd je jednoletych (Ananda et al., 2020). Hlavnim morfologickym znakem této sekce je

maly, pfisedly klasek a velmi dobfe vyvinuty pedicelatni klasek (Lazarides et al., 1991).

Do sekce Heterosorghum spada pouze jeden druh — S. laxiflorum vyskytujici se v Australii,
Nové Guineji a na filipinskych ostrovech (Price et al., 2005). Jedna se o jednoletou rostlinu

s pomérngé velkym, pfisedlym klaskem a ovoidni az elipsoidni obilkou.

S. macrospermum je jediny druh spadajici do sekce Chaetosorghum. Vzhledem je podobny
jako S. laxiflorum, ale roste pouze v Zapadni Australii (Lazarides et al., 1991). Jde o jediny

druh Ciroku, ktery nema na klasu nody (Garber a Snyder, 1951).

Sekce Parasorghum zahrnuje sedm druhti a vSechny, kromé dvou, maji pivod v Australii. Je
to velmi variabilni sekce. Druhy maji 10, 20 i 30 chromozomd v diploidni sadé. Radi se sem
S. nitidium, ktery ma ze vSech zastupci sekce nejvétsi geografické rozsifeni (Ayyanger
a Ponnaiya, 1941). Mezi divoké druhy sekce Parasorghum patii i Sorghum purpureosericeum,
ktery ma pavod v zapadni Indii a vychodni Africe (Ananda ez al., 2020). Jedna se o jednoletou
rostlinu s 10 somatickymi chromozomy v diploidni sadé (2n = 2x = 10), popsani byli ale

1 tetraploidni jedinci (Lazarides et al., 1991).
3.1.5 Svétova produkce a vyuziti ¢iroku

Celosvétove je Cirok patou nejvice péstovanou plodinou po psenici (Triticum aestivum), ryzi
(Oryza sativa), kukufici (Zea mays) a jeCmeni (Hordeum vulgare) (Dickson, 2011).
Vyznamnymi producenty ¢iroku jsou Indie, Nigérie, Sudan, Spojené staty americké, Niger
a Mexiko (Prasad a Staggenborg, 2011). V roce 2011 bylo 42 % svétové produkce Ciroku
vypéstovano v africkych zemich. Na tomto kontinentu jde o druhou nejvice péstovanou
plodinu, nebot hraje vyznamnou roli v zajidténi obzivy (Dickson, 2011). Cirok, zejména
Sorghum bicolor, ma velmi Siroké vyuziti hlavné v potravinafstvi jako surovina pro vareni piva,
k vyrobé vina a zdroj krmiva. Vzhledem k tomu, Ze proteiny v zrnech ¢iroku neobsahuji lepek,
je vyuzivan také pro vyrobu bezlepkové mouky pro celiaky (Prasad a Staggenborg, 2011).
Cirok je bohatym zdrojem vitaminu B, drasliku, fosforu, Zeleza a zinku (Glew et al., 1997;
Anglani, 1998). Komer¢né se pouziva k vyrobé ethanolu, lepidel, voskd, ale i stavebnich
materiald a v poslednich letech je to také vyznamna plodina v bioenergetice (Antonopoulou
et al., 2008). Divoké druhy ¢iroku se na zrno nepéstuji, ale jejich stébla mohou byt vyuzivana

jako stavebni material, zejména pak v Africe (Prasad a Staggenborg, 2011).



3.2 B chromozomy

B chromozomy, nebo také postradatelné ¢i nadbyte¢né chromozomy, jsou elementy, které byly
pozorovany v karyotypu mnoha rostlin, zivo€ichti i hub. V nejvétsi mife se vyskytuji u rostlin,
kde bylo dosud identifikovano na 1 300 druhti nesoucich B chromozom. V Zivocisné fisi byly
pak pozorovany u vice jak 500 druhti (Camacho, 2005). Tyto chromozomy nejsou pro buiku
nezbytné, tzn. burika je k niCemu nevyuziva a jejich pfitomnost nemé patologicky vliv na
bunécné déleni (Rakshit et al., 2016). PoCet B chromozomi v jedné buiice je znacné variabilni
a druhové specificky. Lisi se v poctu dokonce 1 mezi jednotlivci v ramci populace (Camacho,
2005). Rekordmanem mezi rostlinami je sukulent Pachyphytum fitkaris s S0 B chromozomy
(Uhl a Moran, 1973) a v zivocisné fisi je maximum 24 B chromozomu u korejské polni mysi
Apodemus peninsulae (Volobujev a Timina, 1980). Obecné€ nema pfitomnost B chromozému
zadny vliv na fenotyp hostitele, nicméné vyssi pocty vyznamné ovliviiyji jeho fitness (Jones
a Rees, 1982). Prvni popis téchto chromozomu prinesl do cytologie Edmund B. Wilson, ktery
studoval B chromozémy na hmyzu Metapodius thomasii (1907). Néasledné byly B chromozomy
prokazany u brouka blaznivce kukufiéného (Diabrotica virgifera) (Stevens, 1908). Prvni

rostlinou, u které byly B chromozdémy popsany, byla kukufice seta (Zea mays) (Kuwada, 1915).
3.2.1 Morfologie B chromozomu

B chromozoémy jsou z pohledu velikosti velmi riiznorodé (Obr. 4), ale obecné 1ze fici, ze jsou
vétSinou stfedne€ velké v porovnani se standardnimi chromozoémy. Jejich velikost se lisi
u ruznych druhti. Napiiklad u mysi Reithrodontomys megalotis jsou B chromozoémy mensi nez
vSechny jeji nejmensi chromozomy A (Peppers et al., 1997). Naproti tomu ryba Alburnus
alburnus ma viditeln€ vétsi B chromozomy, nez jsou jeji A chromozémy (Ziegler et al.,2003).
B chromozomy jsou také velmi polymorfni, coz je dano jejich podstatou. Jako postradatelné
elementy nejsou pod selek¢nim tlakem a jejich evoluce je velice dynamicka (Ahmad et al.,
2020). Je tak bézné, ze se v ramci jednoho druhu vyskytuje vice forem B chromozému, a to

1 soucasné v jedné burice (Ruban ez al., 2014).

Co do polohy centromery, jsou B chromozomy nejcastéji akrocentrické, naptiklad u kobylky
Eyprepocnemis plorans (Henriques-Gil et al., 1984), nebo metacentrické, napfiklad u mysi
Apodemus peninsulae (Boeskorov et al., 1991). Poloha centromery B chromozom ¢asto odrazi
polohu u A chromozoému daného jedince (Camacho, 2005). B chromozoémy jsou z vétSiny
tvorené heterochromatinem, coz je zpusobeno vysokym obsahem opakujicich se DNA:

satelitnich (satDNA), ribozomalnich (rDNA) a mobilnich elementi (Camacho et al., 2000).



a.

Obrazek 4: B chromozomy v karyotypu dvou vybranych druhi rostlin: a — Crepis capillaris. Pievzato z: Jones et al., 2008,

b — Zea mays. Ptevzato z: Gent et al., 2017. B chromozémy jsou naznaceny Sipkami

3.2.2 Dédi¢nost B chromozomu

Vyraznym znakem B chromozomi je jejich nepravidelna dédicnost, ktera se nefidi klasickymi
Mendelovymi zakony (Camacho et al., 2000). Jako postradatelné jaderné elementy s vétSinou
negativnim dopadem na nositele bojuji proti selekénimu tlaku speciadlnimi akumula¢nimi
mechanismy, které zvysuji pravdépodobnost prenosu B chromozomi do potomstva (Houben,
2017). Akumulace nastava nekolika mechanismy b&hem jaderného déleni, a to tésné pred
meidzou (pre-meioticky mechanismus), béhem meidzy (meioticky mechanismus), nebo hned

po meidze (post-meioticky mechanismus) (Jones, 1991).

Pre-meioticky mechanismus je ve své podstaté zvySeni po¢tu B chromozoéma v burikach
zarodeCné linie béhem vyvoje. Jakmile takovéto butiky vstoupi do meidzy, maji prumérny pocet
B chromozomi vyssi, nez byl pivodné v zygoté (Nur, 1963). Tento mechanismus byl nejlépe
popsan u sarancete Locusta migratoria, kdy se buiky svyS§im poCtem B chromozomu
preferencné stavaji spermatogonii (Kayano, 1971). U tohoto organismu byla poprvé zaroven

vizualizovana mitoticka nondisjunkce B chromozémi béhem embryogeneze (Pardo er al.,

1995).

Meioticky mechanismus akumulace zavisi na funk¢ni asymetrii meiotickych produkti, nebot
u samici meiodzy je jedna ze dvou bunek z obou meiotickych déleni piirozené nezivotaschopna
(polarni téliska). Alely nebo chromozomy maji 50% Sanci na eliminaci do polarniho téliska, ale
B chromozémim se muize podafit uniknout této eliminaci diky pfednostni migraci na

zivotaschopny meioticky pol (Camacho, 2005). Tento mechanismus byl popsan u samici



meidzy mnoha rostlin a zivocicht, napt. Lilium callosum, kdy B chromozoém misto do polarniho
téliska migruje do sekundarniho oocytu (Kayano, 1957). U sarancete Myrmeleotettix maculatus
bylo navic pozorovano, ze délici vieténko je velmi napadné asymetrické v samici metafazi I,
ptri¢emz pol vajicka je delsi nez pol polarniho téliska. Diky tomuto maji B chromozomy vyssi
Sanci se orientovat a segregovat v anafazi [ smérem k jadru vajicka (Hewitt, 1976). U moucného
hmyzu Pseudococcus affinis se B chromozomy akumuluji béhem sam¢i meidzy diky tomu, ze
se vyhnou heterochromatinizaci a eliminuji chromozémalni sadu charakteristickou pro

spermatogenezi (Nur, 1962).

NejcastéjSim mechanismem akumulace B chromozoma u rostlin je post-meioticky
mechanismus. Cely proces spociva v fizené nondisjunkci v prubéhu 1. nebo II. pylové mitdzy.
Tento mechanismus byl poprvé popsan u zita (Secale cereale), kdy B chromozom preferenéné
migruje smérem ke generativnimu jadru béhem 1. pylové mitozy a po druhém deéleni nesou obé
spermatické buiiky B chromozom (Obr. 5) (Hasegawa, 1934). K nondisjunkci béhem II. pylové
mitézy dochazi u kukufice (Zea mays), coz ma za nasledek, ze spermatické buriky nejsou
totozné. Jedna spermatickd burika B chromozém pifenasi a druhd ne (Obr. 5). Ta nesouci
B chromozom potom preferen¢né oplodni vajicko a zajisti se tak pfenos do embrya (Roman,

1950).

Nondisjunkce v 1. pylové mit6ze

Generativni i[ldm

L pylova 2. pylovi
| mitoza mnom @ @
m— o sitm spermanite |
hadky

Mikrospora s jednim Anafize I. Jadro pylové lacky Anafiaze 11. Pylové zrno
B chromozomem

Nondisjunkce v 2. pylové mitéze
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Mikrospora s jednim Anafize L Jadro pylové lacky Anafize 11. Pylové zrno
B chromozomem

Obrazek 5: Diagram znazornujici nondisjunkci B chromozému béhem L. a IL. pylové mitoézy v samcich gametofytech. Pievzato
z: Jones et al., 2008



3.2.3 Funkce B chromozomu

B chromozémy jsou sice povazovany za ,nefunkéni®, i pfesto u nich ale byly popsany jak
negativni, tak 1 pozitivni ucinky na jedince (Valente er al., 2016). Obecné je vliv
B chromozoému spojovan se s nizenou vitalitou a fertilitou a tento efekt je vyraznéjsi se
zvySujicim se poctem chromozoma (Camacho er al., 2000). Nejvyrazn€j§im negativnim
efektem pfitomnosti B chromozoémi je totiz velké mnozstvi energie potiebné na jejich
stabilizaci v prubéhu déleni (Jones a Rees, 1982). Tolerance k po¢tu B chromozému
v jedné burice je tak druhové specificka a velmi wvariabilni (Camacho, 2005). Jednu
z nejvyssich toleranci k B chromozomum u rostlin ma kukufice seta (Zea mays), ktera ve svém
karyotypu miize obsahovat az 34 B chromozomu (Jones a Rees, 1982). U zita (Secale cereale)
je tolerance vyrazné mensi a negativni efekt je patrny jiz pii Sesti B chromozémech (Houben,
2017). Jeden z mala pozitivnich efektl byl pozorovan u houby Nectria haematococca, ktera
vykazovala diky pfitomnosti B chromozomi rezistenci vici antibiotikim (Coleman et al.,

2009).

B chromozomy mohou hrat roli pfi ur€ovani pohlavi, jako je tomu u vrubozubcovitych ryb
(Yoshida et al., 2011). U jednoho druhu téchto ryb jsou B chromozémy charakteristické pro
samice. Druhové kiizeni se samicemi s B chromozomy a bez nich prokazalo, ze pfitomnost
B chromozoma vede u druhu k vychyleni poméru pohlavi ve prospéch samic (Yoshida et al.,
2011). V duasledku pfitomnosti B chromozomu byl také jednoznacné prokazan zvySeny pocet
chiasmat a frekvence rekombinaci v pribéhu meidzy (Burt a Trivers, 2006). Tato modulace
rekombinaci ma potenciadl vyuziti pfi zdokonalovani plodin podobné jako modifikace
B chromozomt na tvz. umélé minichromozomy, na jejichz syntéze a aplikaci se jiz nékolik let
pracuje u kukufice (Birchler, 2020). B chromozdém kukufice 1ze také vyuzit ke genetickému

mapovani, coz umoziuje existence translokacnich linii A x B chromozomu (Beckett, 1991).
3.2.4 Puvod B chromozomi

Pivod B chromozomi neni presné znam, mluvi se vS§ak o dvou hlavnich hypotézach vzniku.
Prvni z nich vychazi z faktu, ze jsou B chromozomy odvozené od A chromozomu. S nejvétsi
pravdépodobnosti jde o vedlejsi produkt karyotypové evoluce, ptfiCemz nékteré z extra
A chromozomu nebo jejich centrické fragmenty se mohou stat B chromozoémy, respektive tzv.
neo-B chromozomy, které prochazeji rychlou strukturalni modifikaci a je tedy nemozné, aby
dochézelo k parovani s A chromozomem pii meidze (Camacho et al., 2000). Procesy, kterymi

se neo-B chromozomy stavaji uplnymi B chromozomy, nejsou stale dostatecné popsané. Je
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mozné, ze vyskyt aneuploidie je hlavni zdroj vzniku B chromozéma z chromozémi A. Tyto
polysomické chromozoémy v sad€ jsou casto snadno heterochromatinizované a jejich vzhled
a meiotické chovani se pfiblizuje charakteru B chromozomum (Camacho, 2005). Dalsim
moznym mechanismem vzniku B chromozomu jsou mutace, kterym podléhaji pravé neo-B
chromozémy. Nejcastéji jde o tzv. Robertsonovu translokaci, kdy dochazi ke zlomu
akrocentrickych chromozomu a naslednému spojeni dlouhych ramen chromozémi (Houben

et al., 2012).

Druha teorie se opira o mezidruhovy puvod, tedy Ze B chromozoémy jsou vysledkem
mezidruhového kiizeni (Perfetti a Werren, 2001). Téchto pfipada vSak existuje velmi malo.
Typickym piikladem je parazitickd vosa Nasonia vitripennis, u které byl diky molekularnim
studiim u chromozému PSR (chromozom parazitického pomeéru otcovského pohlavi) zji§tén
hybridni pivod. B chromozém v tomto pfipadé zpusobuje vznik Cist€ muzskych populaci.
U této hypotézy je dulezité zminit, Ze tyto cizi chromozomy u mezidruhovych hybridi nejsou

obvykle stabilni (Dhar et al., 2019).
3.2.5 B chromozémy u rodu Sorghum

Vramci rodu Sorghum byly B chromozomy objeveny u péti druht, a to vzdy pouze
u diploidnich zastupci (Bednatfova er al., 2021). Jejich pocet se pohybuje v rozmezi 1-6
B chromozomu. Ackoliv mezi B chromozomy u jednotlivych druhd existuje velky
polymorfismus, maji jednu zasadni spolecnou charakteristiku — stabilni vyskyt pouze
v reprodukénich pletivech. Ostatni pletiva jsou bud’ zcela prosta B chromozomu, nebo vykazuji

razna stadia mozaicismu (Karafiatova et al., 2021).

Jako prvni byly B chromozémy pozorovany u druhu S. bicolor spp. verticilliflorum (Huskins
a Smith, 1934). U tohoto druhu je vsak jejich pfitomnost velmi rozporuplna (Bednarova et al.,
2021). Autofi studie objevili par fragmenti béhem samc¢i meidzy, které byly mensi, nez
A chromozomy, a byly pfipojeny k jejich bivalentim. Povazovali je tedy za nadpocetné
chromozomy, ale je také mozné, Ze se jednalo o pouhé fragmenty A chromozému (Huskins
a Smith, 1934). V pfipadé¢ tohoto druhu se totiz na chromozémech objevuji tzv. kiehka mista
(Durkin a Glover, 2007), ktera mohou vést k chromozomalnim pfestavbam a také mohou
zpusobit vznik fragmenti béhem bunécného deéleni, ¢imz mlze dojit k ovlivnéni organizace

genomu (Bustamante et al., 2014).

Nejpodrobnéjsi informace o B chromozomech u rodu Sorghum jsou k dispozici u druhu

S. purpureosericeum, kde je jako prvni popsal Janaki-Ammal (1939). V genomu tohoto druhu
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se muze vyskytovat az Sest B chromozoému (Janaki-Ammal, 1940). Darlington a Thomas (1941)
popsali u tohoto druhu tii typy B chromozoma: dlouhé (isoforma), stiedni a kratké, které se
navzajem neparuji. Nejcastéji se v genomu vyskytuje stfedni typ (Darlington a Thomas, 1941).
B chromozomy u S. purpureosericeum navic vykazuji jedine¢ny zptsob akumulace, kdy mezi
L. aIl. pylovou mit6zou mohou probihat dalsi déleni, ktera pravdépodobné vedou k multiplikaci
B chromozomu (Darlington a Thomas, 1941). S. purpureosericeum je také jedinym druhem
z divokych Cirokl, k némuz jsou dostupné informace o sekvenci (Karafiatova et al., 2021).
Osekvenovani genomu nesoucich B chromozom poskytlo zakladni data pro odvozeni
molekulamich a cytogenetickych markeri (Obr. 6), které jsou nutnym zakladem pro dalsi
vyzkum smeéfujicimu k pochopeni specifického chovani B chromozéomt u tohoto druhu

(Karafiatova et al., 2021).

Obrazek 6: Detekce B chromozomu v metafazi I meidzy u druhu S. purpureosericeum pomoci cytogenetickych markera
SpuCL168 (zelena) a SpuCL115 (razova). Bivalent tvofeny B chromozomy je naznaCen bilou Sipkou. Rizovou Sipkou je
oznaceno mikrojadro, které je typickym znakem B+ pletiv a obvykle je tvofeno B chromozémem. Pievzato z: Karafidtova et
al., 2021

B chromozomy byly dale pozorovany u druhu S. halepense (Raman et al., 1971). Béhem
meiozy v pylovych burikach bylo zjisténo aberantni chovani B chromozomu, kdy akcesorni

bivalenty vykazovaly opozdénou nondisjunkci, coz vedlo k nasledné eliminaci B chromozomu

(Raman et al., 1965).

12



Vroce 1960 Raman a Krishnaswami pozorovali B chromozomy u S. nitidum. Popsali, ze
B chromozoémy byly stejné velké jako A chromozomy (Raman a Krishnaswami, 1960).
Poslednim druhem, u kterého byly B chromozémy pozorovany, je S. stipoideum. U tohoto
druhu byl popsan pouze jeden typ B chromozému. Zajimavosti je, ze B chromozomy
u S. stipoideum jsou kratsi, nez A chromozomy a také jsou euchromatizované, coz je odlisuje
od B chromozému ostatnich druha (Wu, 1992). Dalsi kuriozitou u tohoto druhu je numericka
variabilita B chromozoému nejen mezi jednotlivymi klasky, ale dokonce i mezi kvéty

jednotlivych klaskt (Wu, 1992).

3.3 Vybrané metody analyzy rostlinného genomu

Existence rostlin je zakladnim pfedpokladem pro preziti vSech ,,vyssSich® organismu na Zemi.
Vyvoj nastroji molekularni genetiky umoznil analyzu struktury, evoluce a funkce celych
rostlinnych genoma (Gebhart er al., 2005). Diky analyzam transkriptd, proteind
a metaboliti pfitomnych v rostlinnych buikach nebo tkanich se dafi sbirat informace,
které vedou k lepSimu integrovanému pochopeni funkce genomu. Soucasna paleta metod
dostupnych k charakterizaci genetické informace je velice Siroka a kritickym bodem je vzdy
dobte zvolena technika, kterd nas pfivede k odpovédi na nase otazky. Shrnout logicky vSechny
nastroje, které 1ze pouzit, je velmi t€zko uchopitelné, a proto jsou dale zminény jen ty s pfimou

vazbou na feSeni této prace.
3.3.1 Molekuliarni DNA markery

Molekularni markery piedstavovaly prilom v analyzach rostlinnych genomd. Jejich vyuziti je
zalozeno na pfirozené variabilit€ mezi druhy/jedinci. Prvnimi typy molekularnich markert byly
markery fenotypové a nasledné biochemické (Mishra er al, 2014). S nastupem éry
sekvenacnich technologii byly ale oba tyto typy markera prekonany tzv. DNA markery.
Rozmach jejich aplikace je iizce spjat s popsanim polymerazové fetézové reakce (PCR) (Mullis,
1990). Zakladni charakteristikou vhodnych markerd je snadna dostupnost, jednoduchost
a rychlost jejich testovani, vysoky polymorfismus a reprodukovatelnost, kodominantni

dédicnost Ci frekvence vyskytu v genomu (Adhikari et al., 2017).

Molekularni DNA markery jsou zalozeny na pfirozené se vyskytujicich polymorfismech
v sekvencich DNA, a tak je prvotnim piedpokladem pro vyuziti DNA markerd dostupnost

sekvence studovaného genomu (Mishra et al., 2014). V zavislosti na tom, jak je polymorfismus
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analyzovan, rozdélujeme molekularni DNA markery do dvou kategorii: polymorfismy zalozené
na hybridizaci a polymorfismy zalozené na polymerazové retézové reakci (PCR) (Kumar,
1999). Ty zalozené na hybridizaci zahrnuji omezenou skupinu RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphisms), kdy jsou polymorfismy generovany v disledku mutaci (bodové
mutace, inverze nebo translokace), a VNTR (Variable Number Tandem Repeats). V tomto

pfipadé jsou polymorfismy zpusobeny rozdilem v poctu repetic (Kumar, 1999).

Vétsina systémi DNA markert je v§ak zalozena na PCR (Kumar, 1999). Ta se stala prevratnou
technikou molekularni biologie pro vyzkum nukleovych kyselin. PCR umoziuje rychlou
amplifikaci pozadovaného tiseku DNA na vysoky pocet kopii. Pro amplifikaci je tfeba vybrat
dva vhodné jednovlaknové oligonukleotidové primery komplementarni s templatovou DNA,
termostabilni DNA polymerazu a pufrovaci systém (Adhikari er al., 2017). Mezi Casté systémy
markert vyuzivajicich PCR patii napt. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism),
SSR (Single Sequence Repeats) a SNP (Single Nucleotide Polymorphism) (Sharma et al., 2008).

ALFP technika je spolehliva a uzitecna pii detekci polymorfismu mezi blizce pfibuznymi
genotypy (Olson et al., 1989). Procedura AFLP sestava ze tii hlavnich fazi: St€épeni DNA
pomoci restrikéniho enzymu, selektivni amplifikace sad primert navrzenych restrik¢énimi
fragmenty a gelové analyzy amplifikovanych fragmentd (Sharma et al., 2008). AFLP se
vyuziva jako nastroj pro DNA fingerprinting, klonovani a mapovani sekvenci genomové DNA

specifické pro rizné druhy (Ehrlich et al., 1991).

SSR, ¢asto oznaCované jako mikrosatelity, maji v genomech Casté zastoupeni a vykazuji velkou
variabilitu v populacich, coz z nich d€la velmi vhodné markery (Mishra er al., 2014). SSR
markery se §iroce vyuzivaji v rostlinnych studiich, kdy se analyza nejvice zaméfuje na

dinukleotidové a trinukleotidové sekvence (Henry, 2012).

SNP oznacuji zménu jedné baze v sekvenci DNA jedinct v populaci (Brookes, 1999). Jsou
hojné uzivanymi molekularnimi markery, ackoli jejich frekvence a vyskyt se v ramci druht lisi.
SNP jsou detekovany jak v nekodujici, tak v kodujici oblasti genomu (Aerts et al., 2002).
V kodujicich oblastech SNP mohou nebo nemusi ménit aminokyselinovou sekvenci, ale musi
vykazovat 100% asociaci s fenotypovym znakem. To umoziuje efektivni pouziti SNP pfi
selekci za pomoci markera (MAS), konstrukci genetickych map s vysokou hustotou a izolaci

cileného genu pomoci pozi¢niho klonovani (Adhikari et al., 2017).
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PCR markery jsou obecné Siroce vyuzivané pro konstrukci genetickych map, pro vnitrodruhové
srovnani ruznych genomd, k detekci genetickych rozdili mezi odridami, kmeny

¢i jednotlivymi rostlinami stejného druhu (Gostimsky et al., 2005).
3.3.2 Prutokova cytometrie

Cytometrické techniky souhrnné€ oznacuji metody uzivané k méfeni riznych vlastnosti bunéek.
Jednim z nosnych odvétvi je prutokova cytometrie, ktera vyrazné piispé€la ke studiu struktury
a funkce rostlinnych genomu a diky své rychlosti a preciznosti nasla tato metoda uplatnéni
v mnoha oborech (Dolezel et al., 1997). Cytometrie méfi parametry buriky kazdé individualné
a uplatiiuje se hlavné pii charakterizaci heterogennich bunéénych populaci (Jahan-Tigh et al.,

2012).

Na rozdil od konvencnich technik, které vyzaduji fixaci materialu na pevném povrchu,
prutokova cytometrie analyzuje buriky suspendované v pufrovacim roztoku (Dolezel et al.,
1997). K izolaci jader rostlinnych buné€k se vyuzivaji razné druhy pufrt, které zajist'uji integritu
a stabilitu jadra a zabrainuji degradaci DNA. Po izolaci v nosném pufru musi byt jadra
fluorescencné nabarvena (Dolezel et al., 1997). Nejcastéji se vyuzivaji fluorescencni barviva
DAPI a propidium jodid, pfi¢emz DAPI se pevné vaze v molekule DNA hlavné na oblasti
bohaté na AT. Propidium jodid se naopak vaze na DNA interkalaci mezi baze s malou nebo
zadnou preferenci sekvence (Dolezel et al., 1997). Laminarni tok bunék je usmériiovan
prutokem unaseci tekutiny, do které jsou burnky vstfikovany otvorem o malém praméru
(Obr. 7) (McKinnon, 2018). Buriky pfi analyze protékaji tryskou jedna za druhou a signal
z jejich povrchu je snimam jednim nebo vice lasery. Prutokova cytometrie je vykonna metoda
pro soucasné ziskavani informaci o riiznych bunéénych procesech, v¢etné exprese povrchovych
markerq, intracelularnich cytokind, signalizace proteiny nebo o bunécném cyklu (Jahan-Tigh

et al., 2012).

V ramci studii rostlinnych genom je pratokova cytometrie vhodny nastroj pro analyzy riznych
charakteristik genomu (Macey, 2007). Jednou z nich je urceni ploidie, kdy je pomoci této
techniky mozné urcit stupenn ploidie u analyzovanych rostlin porovnanim polohy piku
analyzované rostliny (vzorek) polohou piku druhu se znamou ploidii (standard) a to bud’
v separatnich vzorcich (externi standard), nebo v ramci jednoho smésného vzorku (interni
standard). Vice spolehlivy postup je analyza vzorku s internim standardem (Dolezel et al.,
1997). Dal§i aplikaci je stanoveni velikosti genomu. Diky soucCasnému meéfeni vzorku

s internim standardem a naslednym vypoctem poméru poloh piku v G1 pozici, je mozné ziskat
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velikost genomu analyzovaného vzorku (Dolezel et al., 1997). Dulezitou aplikaci pratokové
cytometrie je moznost separovat a sbirat populace bun¢k identifikované multiparametrickou
analyzou (Macey, 2007). Ttidéni bunék je vyuzivano k oddéleni a ¢isténi bunék nebo ¢astic pro

dalsi analyzu (McKinnon, 2018).
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Obrazek 7: Schematické znazornéni analyzy vzorku prutokovou cytometrii. Legenda: (1) Detektor predniho rozptylu, (2)
detektor bo¢niho rozptylu, (3) fluorescentni detektor, (4) filtry a zrcadla (5) vychylovaci desky. Pievzato z: Jahan-Tigh et al.,
2012

Priutokovou cytometrii 1ze ve specifickych pripadech také vyuzit pro detekci B chromozomu
v jaderném genomu. Pfitomnost B chromozomt musi vSak vyvolat takovou zménu v obsahu
DNA, ktera je detekovatelna cytometrem. U druhu Sorghum purpureosericeum, kde jsou
B chromozomy relativné velké a predstavuji jednu desetinu jaderné DNA, je mozné detekovat
i jednu kopii B chromozomu, kterda vede k jasné separaci populaci jader nesoucich
B chromozom (Karafiatova et al., 2021). U kukufice seté (Zea mays), kde B chromozémy tvorti
podstatn€ mensi hmotu jadra, je mozna stejna detekce, ale zmény prutokového karyotypu jsou

znatelné, pokud jsou v jadfe pfitomny minimalné tii kopie B chromozomu (Blavet et al., 2021).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Analyza cizospraSnosti byla provadéna na potomcich Cctytf rostlin  Ciroku Sorghum
purpureosericeum (puvodni polozka 1S18947, genova banka ICRISAT) nesoucich jeden
B chromozom: rostlina 369 (13 F1 jedinct), rostlina 495 (23 F1 jedinct), rostlina 571 (F1
7 jedinct) a rostlina 578 (10 jedincd). Semena byla vyloupana, pfes noc namocena v kadince
s vodou a nasledné se nechala kli¢it na Petriho misce na bunicité vaté a filtraCnim papiru.
Vysazené rostliny byly péstované ve fytotronu v rezimu svétlo/tma 10/14 hod, teplotach
29/25 °C a vlhkosti 60 %. Kvuli absenci B chromozému ve vétSiné somatickych buné€k pletiv

byly veskeré analyzy provadény na kvétenstvi.
4.2 Pouzité chemikalie a roztoky
Pouzité chemikalie

e 2-Merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: M6250)

e Agar6za (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: A9539)

e Bromfenolovd modf (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: B0126)

e DAPI (Roche, kat. ¢.: 10236276001)

e Deionizovana voda

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

e Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: E§751)

e Chlorid sodny (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: 59222C)

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

e (O’GeneRuler™ Express DNA Ladder, ready-to-use (ThermoFisher Scientific, kat. ¢.:
SM1563)

e PrimeSTAR GXL Premix (kat. ¢.: RO51B) obsahujici PrimeSTAR GXL DNA
polymerazu, PrimeStar GXL pufr pro polymerazu (Mg?* plus) a smés nukleotidii

e RNase A (Machery Nagel, kat. ¢.: R1961S)

e Spermin tetrahydrochloridu (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: S2876)

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

e Triton X-100 (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: 11332481001)
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Pouzité roztoky

DAPI (0,1 mg/ml): 5 mg DAPI rozpustit v 50 ml destilované vody

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

5x TBE pufr (11): 54 g Tris baze a 27,5 g kyseliny borité rozpustit v destilované vodé
a doplnit do 1 1 a pH upravit na 8

0,5x TBE puftr (1 1): 100 ml 5x TBE pufru a 900 ml destilované vody

LBO1 pufr s2-merkaptoethanolem (1 1): smisit 1 815 mg Tris baze, 744,5 mg
EDTA-Naz, 174 mg spermin tetrahydrochloridu, 5,965 g chloridu draselného, 1 169 g
chloridu sodného, 1000 ul 0,1% Tritonu X-100 a doplnit do 1 1 destilovanou vodu, pH
upravit na 8, pridat 550 ul 2-merkaptoethanolu

Roztok ethidium bromidu (1 1): 50 g ethidium bromidu rozpustit ve 100 ml destilované

vody

Pouzité Kity

NucleoSpin Plant IT (Macherey-Nagel, kat. ¢.: 740770.250)

4.3 Pouzité pristroje

Centrifuga Mega Star 600R (VWR International)

Elektroforeticka horizontéalni aparatura Owl A6 (Thermo Fisher Scientific)
Laboratorni vahy Vibra (Shinko Denshi)

Lyofilizator CoolSafe s vakuovou pumpou VacSafe (LaboGene)

Oscilacni mlyn MM301 (Retsch)

Spektrofotometr NanoDrop One/One Microvolume UV-Vis (Thermo Fisher
Stolni centrifuga MiniStar silverline (VWR International)

Termocykler ThermalCycler C1000 Touch (BIO-RAD)

UV transiluminator InGenius3 (Syngene)

Vodni lazen Jouan (Trigon-plus)

Zdroj k elektroforéze Owl EC300XL2 (Thermo Fisher Scientific)
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4.4 Postupy experimentalnich a vyhodnocovacich metod

4.4.1 Priprava vzorku pro analyzu prutokovou cytometrii

Vzhledem k tomu, ze pfitomnost B chromozomu u druhu S. purpureosericeum je stabilni témét
vyhradné jen v reprodukénich pletivech, byla jeho detekce stanovena na klasech jednotlivych
potomkii. Vzorky kvéti byly odebirany pii nasazeni prvniho klasu zhruba 5-6 tydnd od vyseti.
Z kazdé rostliny bylo odebrano z prvniho klasu 3-5 kvétd pro cytometrickou analyzu. Kvéty
byly homogenizovany ziletkou ve 400 pl LBO1 pufru, v jehoz prostiedi doslo k uvolnéni jader.
Suspenze byla prefiltrovana pres 20 um nylonovy filtr a jadra byla obarvena piidanim 15 pl
fluorescencniho barviva DAPI. Takto pfipravené vzorky byly analyzovany pritokovym

cytometrem.
4.4.2 Izolace genomické DNA

Genomicka DNA byla izolovana z klasu rostlin ¢iroku S. purpureosericeum péstovanych ve
fytotronu. Odebrané klasy byly vlozeny do mikrozkumavek a vysuSeny v lyofilizatoru ve vakuu
pfes noc. Do zkumavek byly k vysuSenym klasim pifidany sklenéné kulicky a klasy byly
homogenizovany v oscilanim mlynku (3 min, 27 otacek/s). Izolace DNA byla provedena
pomoci komercniho kitu NucleoSpin Plant II dle protokolu vyrobce. Vysledna koncentrace
izolované DNA byla stanovena spektrofotometricky pftistrojem NanodropOne. Izolovana

genomicka DNA byla skladovana pfi teploté -20 °C a nasledné pouzita pii PCR amplifikaci.
4.4.3 Amplifikace B-specifickych sekvenci

Sekvence specifické pro B chromozom byly amplifikovany pomoci primeri pro repetitivni
klastry CL115 a CL168, které byly jiz dfive identifikovany v sekvenacnich datech z rostlin
nesoucich B chromozémy (Karafiatova et al., 2021). Fragmenty byly vzhledem k délce (4100
bp a 1290 bp) amplifikovany pomoci specialni PrimeSTAR polymerazy a oba markery byly
detekovany v jedné reakci. Reak¢ni smés byla napipetovana dle doporuceni vyrobce (Tab. 1).
Pfipravené vzorky byly promichany, zcentrifugovany a umistény do termocycleru

s nastavenym casovym a teplotnim profilem pro PCR reakci (Tab. 2).
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Tabulka 1: Slozeni PCR smési pro amplifikaci B-specifickych sekvenci ¢iroku S. purpureosericeum

Reagencie PCR smési Objem [pl]
PrimeSTAR 5xPS GXL pufr 4
PrimeSTAR dNTP mix (2,5 mM) 1,6
PrimeSTAR GXL DNA polymeraza (1,25 U/ul) 0,4

Primer CL115-F (100 uM) (5'-TTA GCG CTG CAC TGA GTG AT-3') 0,25
Primer CL115-R (100 pM) (5'-CTA GCG TGC ACA CAC ACC TT-3') 0,25
Primer CL168-F (100 uM) (5'-CGC TGC TGC TTG TTT TGA TA-3') 0,25
Primer CL168-R (100 pM) (5'-GGG TGT TCA AAG GTG ATG CT-3') 0,25

Genomicka DNA (100 ng) Dle koncentrace
Deionizovana voda Do 20 pl
Celkovy objem 20

Tabulka 2: Program PCR amplifikace DNA ¢iroku S. purpureosericeum pro dlouhé fragmenty doporuceny vyrobcem

Faze Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
Denaturace 98 10 sekund
Nasedani primeru 60 15 sekund 34
Syntéza 68 4 minuty

4.4.4 FElektroforeticka separace PCR produktu v agarozovém gelu

Pro elektroforetickou separaci PCR produktt byl pfipraven 1,5% agarozovy gel v 0,5x TBE
pufru. Do prvni jamky bylo naneseno 6 ul O’GeneRuler™ Express DNA Ladder. Do dalSich
jamek 3 pl PCR produktu s 3 pul bromfenolové modii. Produkty byly separovany pii 80 V po
dobu 1 hod a 20 min. Po dokonceni separace byly produkty barveny v roztoku ethidia bromidu
na 20 min. Produkty byly poté vizualizovany UV transilumidtorem a vyhodnoceny pomoci

programu GeneSnap.
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S5 Vysledky

5.1 Identifikace jedincu nesoucich B chromozom v F1 potomstvu pomoci prutokové
cytometrie

Prvnim krokem prace byla charakterizace F1 jedinct vybranych linii z pohledu pfitomnosti B
chromozomu. Rostliny nesouci B chromozom byly uréeny pomoci prutokové cytometrie, kdy
se vychazelo zfaktu, ze pfitomnost B chromozému se projevi zménou v obsahu DNA.
Vzhledem k tomu, ze B chromozom u ¢iroku tvoii v haploidni sadé asi 1/6 obsahu DNA, lze
vidét zmeény ve velikosti genomu jiz pfi jedné kopii B chromozomu. V cytometru se piitomnost
B chromozomu projevi separaci dalSich populaci v diploidni (2C) i tetraploidni (4C) konstituci
a tyto odpovidaji jadram nesoucich B chromozém (Obr. 8a). Pokud B chromozom piitomen

neni, zmény obsahu DNA nejsou zaznamenany (Obr. 8b).
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Obrazek 8: Histogramy z prutokového cytometru: a — B+ rostlina (578-10), b — BO rostlina (495-4)

Celkem bylo analyzovano 53 rostlin, z nichz bylo 28 B+ a 25 B0 (Tab.3). Tato ¢etnost vyskytu
B chromozomu v potomcich 1B rodi¢t pfiblizné odpovida oCekavané distribuci v situaci, ze

nedochazi k opyleni pylem z jiné rostliny.
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Tabulka 3: Vysledky cytometrické analyzy jedinci v F1 potomstvu na pfitomnost B chromozému v kvétech Ciroku

S. purpureosericeum

Linie 369 Linie 495 Linie 571 Linie 578

Cislo Screening Cislo Screening Cislo Screening Cislo Screening  Cislo Screening
rostliny [B+/B0] rostliny [B+/B0] rostliny [B+/B0] rostliny [B+/B0] rostliny [B+/B0]

369-1 BO 495-1 BO 495-17 BO 571-1 BO 578-1 B+
369-2 B+ 495-2 B+ 495-18 BO 571-2 B+ 578-3 B+
369-3 B+ 495-4 BO 495-19 BO 571-3 B+ 578-6 BO
369-4 BO 495-5 B+ 495-20 BO 571-4 BO 578-7 BO
369-5 B+ 495-7 BO 495-21 BO 571-5 B+ 578-8 B+
369-6 B+ 495-8 BO 495-22 BO 571-6 B+ 578-9 BO
369-8 BO 495-9 B+ 495-23 BO 571-7 B+ 578-10 B+
369-9 B+ 495-10 BO 495-24 BO 578-11 BO
369-10 B+ 495-11 B+ 495-25 BO 578-12 B+
369-11 B+ 495-12 B+ 495-26 BO 578-13 B+
369-12 B+ 495-14 B+
369-13 B+ 495-15 B+
369-14 B+ 495-16 BO
Celkem 13 Celkem 23 Celkem 7 Celkem 10
B+ 10 B+ 7 B+ 5 B+ 6
BO 3 BO 16 B0 2 B0 4

5.2 Vysledky izolace DNA z klasu analyzovanych rostlin ¢iroku S. purpureosericeum

Z celkového poctu 53 rostlin analyzovanych pritokovou cytometrii byla genomicka DNA
vyizolovana pouze ze 49 z nich za GCelem detekce markerd specifickych pro B chromozom.
Ctyfi jedinci uhynuli pred izolaci a byli z analyzy vyfazeni. DNA byla izolovana z mladych
klasi pomoci komeréniho kitu a vysledné koncentrace vyizolované DNA jsou uvedeny

v tabulce 4.

Tabulka 4: Piehled koncentraci genomické DNA Ciroku S. purpureosericeum vyizolovanych z klasu

Linie 369 Linie 495 Linie 571 Linie 578

Cislo Koncentrace Cislo Koncentrace Cislo Koncentrace Cislo Koncentrace Cislo Koncentrace
rostliny [ng-uL1] rostliny [ng-uL1] rostliny [ng-uL1] rostliny [ng-uL1] rostliny [ng-uL1]

369-1 119,1 495-1 32,7 495-17 26,5 571-1 24,1 578-1 112,7
369-4 63,4 495-2 16,3 495-18 674 571-2 30,8 578-3 118,5
369-5 30,3 495-4 133,2 495-19 359 571-3 27,5 578-6 53,5
369-6 68,4 495-5 234 495-20 22,1 5714 28,2 578-7 152,6
369-8 93,1 495-7 69,7 495-21 89,0 571-5 68,2 578-8 129,2
369-9 76,1 495-8 27,7 495-22 72,2 571-6 93,2 578-9 124,4
369-10 1174 495-9 19,1 495-23 149,4 571-7 196,8 578-10 138,7
369-12 113,6 495-10 63,8 495-24 44.4 578-11 136,6
369-13 70,2 495-11 1273 495-25 60,2 578-13 144,1
369-14 92,6 495-12 66,1 495-26 45,6

495-14 40,2

495-15 19,8

495-16 33,0
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5.3 Detekce variant B chromozému na zakladé pritomnosti B specifickych markeru

Jak jiz bylo zminéno, b&€zné se u jednoho druhu vyskytuje vice forem B chromozému. U druhu
S. purpureosericeum bylo v sekvenacnich datech zji§téno, ze existuji minimalné dvé varianty
B chromozomu, které se li§i ptitomnosti repetice CL115. Druhé repetice CL168 je pfitomna
v obou variantach. Diky témto jiz ovéfenym markerim bylo mozné v prvni fadé detekovat
B-specifické repetice izolované genomické DNA, ktera naznaCovala pfitomnost
B chromozomu u daného jedince a dale pak zkombinace markeri odvodit, jaky typ
B chromozému dany jedinec nese. PCR amplifikace B-specifickych oblasti byla provedena se
49 vzorky izolované genomické DNA. U markeru CL115 obcas dochézelo k tomu, ze se
produkt amplifikoval i v BO jedincich. To je dano podstatou repetitivniho klastru. Ten je tvofen
transpozonem, ktery se v mnohem mensi mife nachéazi i na ostatnich mistech genomu. Na
B chromozomu je tento transpozon vsak natolik abundantni, Ze u jedinct, ktefi nesou tuto formu
B chromozému, dochazi k vyrazn&ji vyssi amplifikaci nez tam, kde pfitomnost slabého
produktu s B chromozomem nesouvisi. Tato skuteCnost byla ovéfend cytogeneticky

v pfedchozich studiich.

U potomkd linie 369 (Obr. 9) byly markery detekované u sedmi jedincu, coz je v souladu
s cytometrickou analyzou. Z téchto sedmi B+ jedinct byl u ¢tyt (369-5, 369-6, 369-10 a 369-
13) detekovan marker CL.168 (slaby produkt markeru CL115 neznaci pfitomnost abundantniho
klastru na B chromozomu), u zbylych B+ jedinct (369-9, 369-12 a 369-14) pak oba markery
CL168, CL115. U jedinci 369-1 a 369-8 amplifikace neprobéhla, tudiz se potvrdilo, Ze tyto
rostliny nenesou B chromozom. U jedince 369-4 byl detekovan pouze produkt markeru CL115.
Forma B chromozomu bez markeru CL168 neni dosud popsana a s ohledem na vysledek

cytometrické analyzy byl jedinec vyhodnocen jako BO.
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Obrazek 9: Produkty PCR amplifikace B-specifickych oblasti v DNA &iroku S. purpureosericeum v potomcich linie 369.
Legenda: M — O’GeneRuler™ Express DNA Ladder

V linii 495 (Obr. 10) byl detekovan pouze marker CL 168, a to jen u sedmi jedinct (495-2, 495-
5, 495-9, 495-11, 495-12, 495-14, 495-15). Pritomnost markeru u jedinca 495-11 a 495-12 je
vyznacen na gelu bilym ohrani¢enim z divodu $patné viditelnosti bandu na gelu. Pritomnost
B chromozomu u té€chto jedinct je podpofena vysledkem z cytomeru, tudiz bylo vyhodnoceno,
Ze i tito jedinci nesou B chromozom. U ostatnich 16 jedinct amplifikace B-specifickych oblasti
neprobehla, tyto rostliny B chromozoém nemaji. Pfitomnost slabého produktu u jedinci 495-4,
495-11 a 495-23 neodpovida délkou ocekavanym produktim a nesouvisi s ptitomnosti

B chromozému.

3000 bp

1500 bp

Obrazek 10: Produkty PCR amplifikace B-specifickych oblasti v DNA &iroku S. purpureosericeum v potomcich linie 495.
Legenda: M — O’GeneRuler™ Express DNA Ladder
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U potomki linie 571 bylo identifikovano pét B pozitivnich jedincta (571-2, 571-3, 571-5, 571-
6 a 571-7), ktefi jednotné vykazovali pfitomnost obou markerti (Obr. 11). V ramci této linie se
objevil dosud nepopsany typ polymorfismu — pfitomnost vice nez jednoho produktu u markeru
CL168 ujedinct 571-2, 571-3, 571-5, 571-6. Vzhledem k nedostatku blizsich informaci k této
mozné varianté B chromozému, byli pro ucel nasi analyzy vSichni jedinci povazovani za
totozné s rodicem. U zbylych dvou jedinct (571-1 a 571-4) amplifikace neprobéhla a potvrdilo

se, ze B chromozoém nemaji.

3000 bp
1500 bp

Obrazek 11: Produkty PCR amplifikace B-specifickych oblasti v DNA Giroku S. purpureosericeum v potomeich linie 571.
Legenda: M — O’GeneRuler™ Express DNA Ladder

V posledni analyzované linii 578 bylo potvrzeno pét B pozitivnich potomkt (Obr. 12). Tito
potomci vykazovali stejny model jako potomci linie 369. U dvou z B+ jedinci (578-8
a 578-13) byly detekovany oba markery CLL168 i CL.115. U zbylych B+ jedinct (578-1, 578-3
a 578-10) byl detekovan pouze marker CL168. Jedinci 578-6, 578-7, 578-9 a 578-11 nebyli

pozitivni ani na jeden z markert, a tudiz byli vyhodnoceni jako BO jedinci.
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Obrazek 12: Produkty PCR amplifikace B-specifickych oblasti v DNA &iroku S. purpureosericeum v potomcich linie 578.
Legenda: M — O’GeneRuler™ Express DNA Ladder

5.4 Analyza miry cizosprasnosti ve vybranych potomstvech

Na zakladé vyse uvedenych vysledkt pak bylo v ramci potomkt jednoho rodice stanoveno,
jestli se typ B chromozému potomka s rodi¢em shoduje ¢i nikoliv a v kolika pfipadech doslo
ke zméné. Prestoze se B chromozomy nedédi pravidelné a v linii potomkti se mohou objevit
jedinci odli$ni poctem ¢i ptitomnosti B chromozomi od rodice, typ B chromozomu pii prenosu
zustava zachovan. U samosprasnych druht se tak predpoklada, ze vSichni potomci jsou totozni
s rodi¢em. U druht, kde je mozné cizospraseni, pak odchylka mezi rodicem a potomkem muze

naznacovat na mozné opyleni pylem z jiné rostliny.

V nasem piipadé bylo mozné cizospraSeni odhadnout na zakladé kombinaci
pfitomnosti/absence obou B-specifickych markerti a porovnanim s modelem rodice (Tab. 5).
Z vysledku je patrné, ze k odchylce typu B chromozomua v potomstvu doslo pouze u dvou
analyzovanych linii ze ¢tyf. Zatimco potomci linii 571 a 495 byli uniformni a vSichni shodni
s rodicem, v liniich 369 a 578 byli zaznamenani takovi jedinci, jejichz vzor markert se lisil.
Takovych jedinct bylo sedm, coz pii celkem 49 analyzovanych jedincich ukazuje na 14%

cetnost vzajemného opyleni.

26



Tabulka 5: Piehled pfitomnosti B-specifickych markeru u jednotlivych jedinct a jejich rodicu. Legenda: oranzove zvyraznéni

—jedinci odlisni produktem od rodice, zelen¢ zvyraznéni — jedinci shodni produktem s rodicem

Linie 369 Linie 495 Linie 571 Linie 578
Cislo Produkt Cislo Produkt Cislo Produkt Cislo Produkt Cislo Produkt
rostliny (CL168/CL115) rostliny (CL168/CL115) rostliny (CL168/CL115) rostliny (CL168/CL115) rostliny (CL168/CL115)
FO0 369 CL168, F0495 CL168 F0 571 CL168, F0 578 CL168,
CL115 CL115 CL115
369-1 — 495-1 — 495-16 — 571-1 — 578-1 CL168
369-4 — 495-2 CL168 495-17 — 571-2 CL168, 578-3 CL168
CL115
369-5 CL168 495-4 — 495-18 — 571-3 CL168, 578-6 -
CL115
369-6 CL168 495-5 CL168 495-19 — 571-4 — 578-7 -
369-8 — 495-7 — 495-20 — 571-5 CL168, 578-8 CL168,
CL115 CL115
369-9 CL168, 495-8 — 495-21 — 571-6 CL168, 578-9 —
CL115 CL115
369-10 CL168 495-9 CL168 495-22 — 571-7 CL168, 578-10 CL168
CL115
369-12 CL168, 495-10 — 495-23 — 578-11 —
CL115
369-13 CL168 495-11 CL168 495-24 — 578-13 CL168,
CL115
369-14 CL168, 495-12 CL168 495-25 —
CL115
495-14 CL168 495-26 —

495-15 CL168
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6 Diskuse

Cilem prace byla charakterizace potomstev rodi€ovskych rostlin ¢iroku Sorghum
purpureosericeum, u nichz se v karyotypu nachazel B chromozém. Toho bylo dosazeno pomoci
amplifikace B-specifickych mist dvéma pary primerd (CL168 a CL115). Vysledky amplifikace

byly podpofeny screeningem pfitomnosti B chromozémi pomoci prutokové cytometrie.

Cirok je obecné povazovan za Gasto-cizosprasny druh, u kterého k vzdjemnému oplozeni
dochazi v rozmezi 3-6 %, ale existuji ptipady, kdy je cizospra§nost mnohem vétsi (az 30 %)
a to hlavné u divokych druhi ¢iroku (Rakshit a Bellundagi, 2019). Toto vzajemné kiizeni vede
k velké wvariabilité genomu, kdy neni mozné odhadnout, jak budou potomci vypadat.
V piedkladané praci byli charakterizovani potomeci Ctyt linii rodicovskych rostlin (369, 571,
578 a 495), pticemz kazda z nich nesla v karyotypu 1 B chromozém. Porovnanim vyslednych
produktd PCR amplifikace linii potomki s rodicovskou linii bylo mozné urcit, zda doslo

k cizospraseni ¢i nikoliv.

Ze 49 analyzovanych jedinc se sedm evidentné liSilo od svého rodice. K cizospraseni tak
prokazatelné€ doslo zhruba ve 14 % pfipadu, pficemz se tento model objevoval pouze u linie
369 a 578. U ostatnich dvou k vzajemnému oplozeni nedoslo. S ptihlédnutim na tidaje uvadéné
v literatufe se vysledky ztéto prace s nimi shoduji (Rakshit a Bellundagi, 2019). Je vsak
dulezité zduraznit, ze pii takovém pocCtu analyzovanych jedinct se tézko muze prokazovat
smérodatna statistika. Nizky pocet jedinct byl zptisoben hlavné tim, ze plany druh Ciroku se
tézko adaptoval na uméle upravené podminky péstovani a rostliny mély malou vynosnost
semen. Zaroven ani metoda detekce pritomnosti B chromozémi neni idealni, nebot je
pravdépodobné, ze se v genomu mohou nachazet vice jak dva typy B chromozémi, jako je
tomu u vétsiny druht, napfiklad u kobylky Eyprepocnemis plorans (Lopez-Leén et al., 1993),
nebo u prosa Pennisetum typhoides (Subba Rao a Pantulu, 1978). Markery pouzité v této praci
cilily pouze na dva lokusy B chromozomu. Zcela jisté vSak nelze vyloucit, ze mohou existovat

i formy B chromozomu, které se lisi v jinych oblastech, coz s pouzitymi markery zachytit nelze.

Vzhledem k tomu, ze B chromozomy vykazuji nepravidelnou dédicnost, tak se v ramci 49
analyzovanych jedinct objevili i taci, u kterych nebyl detekovan zadny z markert, tudiz byli
vyhodnoceni jako BO jedinci. Takovych bylo 25, cozje 51 % z celkového poctu analyzovanych
potomkii. Toto procento BO jedinci se lehce odchyluje od dat uvadénych v literatuie, kde se

pocet jedincti bez B chromozomu pohybuje u stejného druhu okolo 43 % (Wu, 1984). Zajimavé
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je nezvykle nizké procento pozitivnich jedinct u linie 495, coz miize byt také pfipisovano

cizospraseni a to pylem z BO rostliny.
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7 Zavér

Predkladana prace se zabyvala charakterizaci potomkd u Ctyf rodiCovskych linii rostliny
Sorghum purpureosericeum, které ve svém genomu nesly B chromozém, a to z pohledu
mozného cizospraseni. Pfitomnost B chromozomu u jednotlivych potomkt byla nejdiive
stanovena pomoci prutokové cytometrie. Detekci dvou B-specifickych markerd (CL168
a CL115) byl nasledné urCen typ B chromozomu u jednotlivych potomki a srovnanim

s variantou B chromozému rodi¢e byla odhadnuta frekvence vzajemného opyleni.

Ze 49 analyzovanych jedinct se jich sedm lisilo typem B chromozému od svych rodi¢ovskych
rostlin. To naznacuje, Ze k cizospraseni doslo piiblizné ve 14% piipadd. Tyto vysledky
potvrzuji, ze k cirospraSeni mize dochéazet i v umélych podminkach, kde chybi pfirozeni
opylovagi. Cetnost opyleni pylem zjiné rostliny je navic nezanedbatelna a je vyznamnou
komplikaci pfi studiu genomu analyzovaného druhu S. purpureosericeum. Aby bylo
cizosprasnosti zabranéno, musi byt rostliny izolovany. Izolace by vSak u rostlin mohla vést ke
stresu a navozeni nepfirozenych podminek. Vzhledem k tomu, ze i samotny plany ¢irok mél
v uméle navozenych podminkach malou vynosnost, mohla by izolace zptsobit oslabeni rostlin

v jesté veétsi mife.
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