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Souhrn

Kukufice seta (Zea mays) je vyznamna hospodaiskd plodina. Jeji karyotyp se bézné
sestdva z deseti pari chromozomi, ale v nékterych piipadech mize obsahovat také
nadbytecné genetické elementy, které se nazyvaji B chromozémy. Pfitomnost téchto
»parazitickych® chromozomil ma na nositele vétSinou negativni vliv, a tak aby nedoslo
k jejich zaniku vlivem selek¢niho tlaku, vyvinuly si tyto chromozomy mechanismy, které
jim zajist'uji prenos do potomstva. U kukufice bylo prokazano, Ze se tohoto akumula¢niho

mechanismu aktivné u€astni jedna z repetic nachazejici se v centromete.

Cilem této prace bylo analyzovat diverzitu repetic na B chromozdémech u osmi linii
kukufice pomoci metody fluorescencni in situ hybridizace. Pro studium variability bylo
vybrano pét repetic — Stark, CRM, CentC, knob a ZmBs, z nichz byly odvozeny
fluorescencné znafené sondy. Ty byly lokalizovany na metafaznich chromozdémech
ziskanych z kofenovych meristémt kukufice. Standardem pro studii byl osekvenovany B
chromozoém linie B73+B. Pozice v§ech repetic byla analyzovéana na setu osmi vybranych
linii a nebyla zaznamendna 74dnd vyznamna odchylka od referen¢niho standardu.

Vsechny sekvence byly pfitomny a pozice signala se shodovala s referenc¢ni linii B73.
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Summary

Maize (Zea mays) is a plant of an agricultural importance. Generally, the karyotype of
maize consists of ten chromosome pairs, but in some lines so-called accessory genetic
elements can be detected. The presence of these ,,parasitic” chromosomes ussually has a
negative effect on its carriers. To prevent themselves from being lost, B chromosomes
have evolved mechanisms ensuring them the transfer to the progeny. It has been recently
proved in maize that one of the centromeric repeat has a key role in this accumulation
mechanism. However, it can also contain B chromosomes that hold a lot of repetitive

sequences.

The aim of the thesis was to analyse diversity of repeats harbored on the B chromosome
within the set of eight lines using the method fluorescence in situ hybridization. The five
repeats — Stark, CRM, CentC, knob and ZmBs were chosen for study of B chromosome
diversity. The fluorescently labelled probes were derived from selected repeats and those
were localized on metaphase chromosomes from root meristems. Sequenced B
chromosome from line B73+B was a standard for this study. The hybridization pattern of
all repeats was established in eight selected lines and the analysis did not reveal any

significant difference in comparison to reference.
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1 Uvod

Zea mays subsp. mays, patiici do ¢eledi lipnicovitych (Poaceae), je celosvétové jedna
z nejpéstovanéjsich plodin. Je to velmi adaptabilni rostlina schopna riistu v tropech
I V mirném pasu, az do nadmoiské vysky 3,6 kilometra (Gwirtz and Garcia-Casal, 2013).
Nejvétsimi producenty kukufice jsou Spojené staty americké, Cina a Brazilie, kteii
dohromady vypéstuji vice nez 2/3 roéni svétové produkce kukufice (Ranum et al., 2014).
Ve Spojenych statech americkych je kukutice ze 40 % vyuzita k vyrob¢ biopaliva z 50 %
krmeni dobytku, pouze mala ¢ast pak v potravinaiském pramyslu (Ranum et al., 2014).
Naopak Vv rozvojovych zemich Afriky a Latinské Ameriky je kukufice hlavnim zdrojem
potravy (Ranum et al., 2014). Kukutice obsahuje piiblizn¢ 72 % Skrobu, 10 % bilkovin a
4 % tuku, celkove poskytuje energii o hodnoté 365 kcal na 100 g (Ranum et al., 2014). V
potravinatském pramyslu se pouziva k vyrob¢ oleje, fruktdézového sirupu ¢i kukuficné

mouky.

Kukufice seta je rostlina diploidni a jeji karyotyp se bézn¢ sestava z 20 chromozoémui
(2n=2x=20). V nékterych piipadech mohou byt ale v genomu kukutice pfitomny také tzv.
nadpocetné chromozomy, zndmé obecné jako B chromozdémy. Tyto B chromozdémy jsou
postradatelné, Casto nositeli neposkytuji Zadnou evolu¢ni vyhodu, a naopak jejich
pritomnost ma vétSinou negativni efekt. Jejich vyznamnym znakem je, Ze na rozdil od
A chromozéml se jejich pienos do potomstva netfidi Mendelovskou dédicnosti.
B chromozomy si totiz v prib&hu evoluce vyvinuly mechanismy, kterymi bojuji proti
selekénimu tlaku a zajist'uji si ,,pteziti” v populacich. Tyto mechanismy jsou aktivné
fizeny geny, které se nachazeji na B chromozomu. Jednim z téchto mechanismi je
u kukufice tzv. nondisjunkce. Pfesny mechanismus zatim neni znam, ale bylo prokazano,
ze V akumulaci B chromozému hraje klicovou roli oblast centromery (Blavet et al., in
press). Da se tedy predpokladat, ze regiony zodpoveédné za zachovani B chromozomu

budou vice konzervované nez ty, které zadny dilezity vyznam nemaji.



2  Cile prace

Cilem prace byla analyza variability B chromozémi ve vybraném souboru linii kukufice
pochazejicich z riiznych geografickych oblasti. Studium diverzity B chromozému bylo
zaloZzeno na porovnani pozice 5 vyznamnych repetic difive identifikovanych na
B chromozoému kukufice seté pomoci cytogenetické metody fluorescenéni in situ
hybridizace (FISH). Zjisténé odlisnosti v usporadani DNA na B chromozomech
v riznych druzich mohou poukazat na model a rychlost evoluce B chromozému

u kukufice.
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3  Literarni prehled

3.1 KuKkufFice seta

Kukufice seta (Zea mays) patii do ¢eledi lipnicovitych (Poaceae), pod¢eledi Panicoideae,
kmene Andropogoneae. Druh Zea mays je na zakladé morfogolofie, cytogenetiky
a geografického ptivodu dale délen do ¢tyf poddruhd — Z. m. huehuetenangensis, Z. m.
mexicana, Z. m. parviglumis a Z. m. mays (lltis and Doebley, 1980). Pouze Zea mays
subsp. mays (kukufice seta prava) je ale domestikovany poddruh, zbylé tii jsou divoké

poddruhy (tzv. teosinty).

Kukutice seta byla domestikovana v prubéhu poslednich 10 000 let z teosintti ve Stfedni
Americe (Doebley et al., 2006). Nejblizsim divokym piibuznym kukufice seté je Zea
mays ssp. mexicana L. (Lu et al., 2017). Mnoho forem kukufice je ¢asto rozliSovano na
zakladé obsahu Skrobu v jejich zrnech. Zea mays var. saccharata a Zea mays var. rugosa,
neboli cukrova kukufice, obsahuji velky podil cukru diky pfirozené mutaci gent (Erwin,
1951) zabezpecujicich konverzi cukru na $krob uvniti endospermu kukufi¢nych zrn.
Popcorn (Zea mays var. everta) obsahuje Skrobovity endosperm s podilem vlhkosti, ktera
se zahfivanim méni v paru. Nasledné para vytvofti tlak, ktery vyusti v charakteristické
praskani a zvétSovani zrna (Hoseney et al., 1983). Dalsi formy kukufice jsou naptiklad
kukufice mouc¢na (Zea mays var. amylacea), kukutice s vysokym podilem $krobu (Zea
mays var. indentata) ¢i amylopektinu (Zea mays var. ceratina). Flintova kukufice (Zea

mays var. indurata) ma tvrdou vnéjsi vrstvu chranici endosperm.
3.1.1 Zea mays subsp. mays

Kukufice je jednodé€lozna jednoletd rostlina. Diky svému mélkému kofenovému systému
je zavisla na ptdni vlhkosti. Kukufice je teplomilna rostlina, dokaze vSak byt velmi
adaptabilni. Je schopna rastu vtropech i v mirném pasu, az do nadmoiské vysky
3,6 kilometrii (Gwirtz and Garcia-Casal, 2013). Rocné se po celém svété vypéstuje vice
kukufice nez jakékoliv jiné obilniny (Gwirtz and Garcia-Casal, 2013). Dle organizace pro
vyzivu a zem&delstvi (FAO) za rok 2018 vyprodukovaly nejvice kukufice Spojené staty
americké, kde vynos ¢inil 392 miliont tun. Nésleduje Cina s 257 miliony tun a Brazilie
s celkem 82 miliony tun (FAO, www.fao.org/faostat). Oproti tomu Ceska republika za

stejny rok vypéstovala pouze ptl milionu tun kukufice (FAO) (Obr. 1).
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Obrazek 1. Nejvétsi svétovi producenti kukufice seté (Zea mays) za rok 2018 podle FAO.
Modifikovano z: www.fao.org/faostat.

V rozvojovych zemich Latinské Ameriky a Afriky slouzi kukufice jako hlavni slozka
potravy a zakladni zroj zivin. Kukufice obsahuje asi 72 % Skrobu, 10 % bilkovin a 4 %
tuku. Poskytuje energii o hodnoté 365 kcal na 100 g (Ranum et al., 2014). Obsahuje také
znacny podil vitamint, zejména B komplexu a vitaminu E (Gwirtz and Garcia-Casal,
2013). V rozvinutych zemich se péstuje prevazné jako krmivo pro hospodaiska zvifata,
pro vyrobu bioetanolu a dale také zejména k vyrobé oleje, kukuficného Skrobu a sirupu,

glukozy, alkoholu (Ranum et al., 2014).

Kukufice setd prava je domestikovana trava, ktera se dortista nejCastéji do vysky 1-3
metr, jeji vySka vSak zéalezi na vlhkosti ptidy (Obr. 2a). Jeji listy se soubéznou zilnatinou
tvoti Cepele dlouhé¢ 30-90 centimetr. Jednopohlavni kvéty kukufice tvofi kvétenstvi.
Samci kvétenstvi (lata) (Obr. 2b) se sklada z klasku (stopkatého a prisedlého). Kvét se
sklada z pluchy a plusky, tii ty¢inek a dvou plenek. V uzlabi listd vyrGstd samici
kvétenstvi, pochvami listent obaleny, 2—5 centimetrQ tlusty klas neboli palice (Obr. 2c).
Palice se skladaji z mnoha obilek. Na vrcholu tohoto kvétenstvi se nachdzi chomac

tvofeny ¢nélkami s bliznami.
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Obrazek 2: Kukufice setd (Zea mays subsp. mays), a — cela rostlina, b — sam¢i kvétenstvi (lata),
¢ — samici kvétenstvi (palice). Pievzato z: a— Moore et al. 2019, b + ¢ — Brendel et al. 2002.

Pyl je pfendsSen vétrem (anemogamii), semena jsou oplozena nejcastéji cizospraSenim
(alogamii). Po oplozeni se tvoii semena o maximalni velikosti 2,5 centimetri. Zrna
mohou nabyvat rtiznych barev — zluté, zelené, bilé, cerné, modrosedé, Cervené i fialové —
a tvard (Obr. 3) Nejvétsi diverzitu nalezneme v Mexiku (Prasanna, 2010) a Indii (Wilkes,
1981). Diverzita riznych fenotypli semen koreluje s genetickou variabilitou kukufice
(Ortiz et al., 2010; Prasanna, 2000). Nejvétsi genova banka shromazd'ujici kukufici
riznych fenotypi CIMMYT (International Maize and Wheat Improvement Center),
sidlici v Mexiku, kromé¢ shromazd’'ovani a sdileni semen (zarodecné plazmy) inovuje
zemédelské postupy pro péstovani kukufice pro zlepSeni produkce a predchazeni
chorobam plodin. Divoka kukufice uvoliiuje semena z palice samovolng, domestikovana
kukufice vSak tuto schopnost ztratila a je zcela zavisla na uvolnéni semen za pomoci
Cloveka (Pascher, 2016). Jako mnoho tropickych rostlin ma kukufice fotosyntézu typu
C4, z cehoz vyplyva jeji schopnost rychlého ristu a produkce biomasy pii dostatecném

osvétleni.

Obrazek 3: Diverzita pigmentovani semen kukufice seté (Zea mays). Pfevzato z: a — Chatham et
al., 2019, b - CIMMYT.
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Velikost genomu kukutice je 2,3 Gbp a ¢ita pres 32 000 gend (Schnable et al., 2009).
Genom je diploidni, tedy 2n=2x=20; existuji ale i tetraploidni varianty 2n=4x=40
(Khatefov, 2019). Tetraploidni kukufice slouzi pfevazné¢ vyzkumnym ucelim. Byla
vyuzita napiiklad pro studium déze genu (Birchler, 1993) ¢i chovani meiotickych
a somatickych chromozomu (Mastenbroek et al., 1982) Nékteré chromozomy kukutice
ajejich ptibuznych druhi obsahuji tzv. ,chromozomdlni wuzly*“, coz jsou
heterochromatické vysoce repetitivni domény (McClintock et al., 1981). Barbara
McClintockova ziskala v roce 1983 Nobelovu cenu za pouziti téchto chromozomalnich
markert jako dikaz pro svou teorii o transpozénech (McClintock, 1950). Kukufice je

dodnes pouzivany modelovy organismus pro studium genetiky a vyvojové biologie.

V roce 2016 byla celé tietina celosveétové produkce kukufice geneticky modifikovana.
V USA v témze roce podil geneticky modifikované kukutice dosahoval dokonce az 92 %
(Clive, 2016). GMO kukuftice je odolna vici glyfosatovym herbicidim, vaci hmyzu (tzv.
Bt kukufice obsahujici delta toxiny z Bacillus thuringiensis) a suchu. Soucasné se také
vyvijeji GMO kukufice, které by mély zvySenou nutri¢ni hodnotu, naptiklad zvySeny

vynos methioninu diky vneseni genti z Escherichia coli (Planta et al., 2017).

3.2 B chromozémy

3.2.1 Objev B chromozému

B chromozémy (Obr. 4) jsou nadpocetné, postradatelné chromozémy vyskytujici se
v genomech hub, rostlin a zivo¢ichli nad rdmec normélni chromozomadlni sady. Byly
objeveny jiz na za¢atku minulého stoleti. Poprvé je pozoroval roku 1907 Edmund Wilson
u vroubenkovitého brouka rodu Metapodius a oznacil je jako nadpocetné (Wilson, 1907;
Wilson 1909). Anglicky termin ,supernumenary je doted’ mezi védci hojné uzivan.
Nasledné byly B chromozémy popsany u brouka Diabrotica (Stevens, 1908) a u kukutice
(Kuwada, 1915; 1925). Pojem ,,B chromozom* zavedl az Lowell Fitz Randolph roku
1928, aby bylo jednodussi je odlisit od standardnich ,,A chromozoma* (Randolph, 1925).
Jejich vyskyt je bézny naptic eukaryoty. Doposud byl chromozém B nalezen u 14 druhii
hub, 2087 druhd rostlin a 736 druhi zvitat (D’ Ambrosio and Garcia, 2017).
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Obrazek 4: Polymorfismus B chromozomu. a — Crepis capillari, b — Lindstromska pSenice
s zitnymi B chromozomy, ¢ — Secale cereale. B chromozomy jsou indikované Sipkami. Pfevzato
z: Jones et al., 2008.

J.P.M. Camacho a J.S. Parker navrhli definici, ktera fika, Ze ,,B chromozémy jsou
dodate¢né postradatelné chromozomy, které jsou pritomné v nékterych populacich
nékterych druht, a které pravdépodobné vzesly z A chromozomu, ale maji své vlastni
evoluéni pokracovani.“ (Camacho, 2005). Z definice plynou zminované vlastnosti
B chromozomu — jejich postradatelnost, ptivod z A chromozému a jejich diferenciace

s A chromozomy, s kterymi jiz nerekombinuji (Camacho, 2005).

3.2.2 Morfologie a stabilita

B chromozoémy jsou riiznorodé, co se ty€e velikosti, poctu, stability a morfologie (Jones
and Rees, 1982). V somatické tkani vykazuji vétSinou konstantni pocet, ale mtizou chybét
v nékterych tkanich, jako tomu je napiiklad u rostliny Aegilops mutica, jejiz koteny
B chromozomy neobsahuji (Jones, 2003). B chromozémy u rostlin dosahuji délky jedné
az ti Ctvrtin pramérné velikosti A chromozoma (Jones, 1955). V nékterych druzich jsou
vSak znatelné mensi nez i ty nejmensi A chromozomy, pak hovofime o tzv. mikro
B chromozomech. Jedna se napft. o rostlinu Hypochoeris maculata, kde B chromozoém
dosahuje Sestiny velikosti nejmensiho A chromozomu (Parker, 1976). Dosud nejmensi
cytologicky zjistitelny rostlinny B chromozoém se nachazi u kapradiny Ophioglossum,
jeho velikost je vrozmezi 1-1,4 um (Goswami and Khandelwal, 1980). Poloha
centromery muze byt také riznoroda — B chromozémy mohou byt metacentrické (obé
ramena piiblizné stejné délky) ¢i akrocentrické (centromera je v blizkosti konce jednoho
ramene chromozomu), a to se muze liSit dokonce i v ramci jednoho druhu (Penitente et

al., 2016).
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3.2.3 Funkce

Ackoliv jsou B chromozémy bez vyrazného funkéniho projevu, jejich pfitomnost miize
mit vliv na jejich nositele. Obecné se jejich piitomnost projevuje spise negativné (Valente
etal., 2016). V disledku toho se B chromozomy oznacuji také jako chromozoémy sobecké
(Ostergren, 1945) ¢&i parazitické genetické elementy (Doolittle and Sapienza, 1980).
Tento projev se vztahuje piedevsim na vitalitu a fertilitu (Camacho et al. 2005). Jednim
Z nejskodlivéjsich ucinktt B chromozomi jsou energetické vydaje zajist'ujici zachovani
B chromozému béhem bunécného cyklu a jejich potencidlni interferenci se spravnym
usporadanim A chromozoéml béhem meidzy (Jones and Rees, 1982). Zajimavy efekt byl
vypozorovan u cichlidovych ryb, kde B chromozémy hraji roli v sexualni determinaci
(Yoshida et al., 2011). Situace, kdy B chromozom piinasi svému nositeli benefit, byl
pozorovan mnohem vzacnéji. Jeden z takovych piipadu je houba Nectria haematococca,
které udé€luji B chromozémy patogenitu a také rezistenci viici antibiotikiim (Coleman et
al., 2009). Rostlin¢ Allium schoenoprasum prospivaji v suchych podminkach a zvysuji
jeji rychlost kliceni (Plowman and Bougourd, 1994), a houbé Magnaporthe oryzae
poskytuje efektorové geny, zvysujici tak jeji patogenitu (Peng et al., 2019)

Jeden zdalSich zajimavych ucinki B chromozomi je ovlivnéni genové exprese
A chromoz6émi. Naptiklad u druhti Scilla autumnalis (Ruiz-Rejon et al., 1980; Oliver et
al., 1982) a Allium schoenoprasum (Plowman and Bougourd, 1994) B chromozomy
ovlivituji expresi genll pro esterazy a proteinu endospermu na A chromozdémech.
U mnoha rostlinnych a zivocisnych druhti byl prokazan vliv pfitomnosti B chromozomu
na frekvenci rekombinaci A chromozomu v meidze (Jones and Rees, 1982; Bell and Burt
1990; Camacho et al., 2002).

3.2.4 Vyskyt a doze B chromozomi v organismech

Jednotlivé organismy maji svou vlastni, druhové specifickou toleranci B chromozomii,
ktera je definovana jako schopnost nést B chromozomy bez vazného poskozeni (Camacho
et al., 2003). Rizny stupen tolerance se odviji od poétu kopii B chromozému (Camacho,
etal., 2003). Muize dochazet k uplné intoleranci (vitalita organismu je zasazena i pti jedné
kopii B chromozému a s kazdou dalsi dale klesd), neuplné toleranci (vitalita neni
ovlivnéna pii nizkém poctu B chromozémd, ale zaroveinl se snizuje pfi vysokém poctu
kopii), uplné toleranci (vitalita je naprosto nezavisld na poctu kopii B chromozomu)
a dokonce i k pfehnané toleranci (vitalita se S po¢tem B chromozomu zvysuje) (Camacho,

2005). Protoze se nepiiznivé fenotypové ucinky chromozémi B pfili§ neprojevuji pii
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nizkém poctu kopii (Jones, 1985), da se fict, ze nejcastéjsi reakce hostitelskych genomti
na B chromozomy je tolerance neuplna, pficemz jeji hranice je velmi variabilni
(Camacho, 2005). Napiiklad zaba z Leiopelma hochstetteri muze nést az 15 kopii (Green,
2004), zito 6 kopii (Houben, 2017) a lumik Dicrostonyx torquatus az 42 kopii B

chromozomu (Vujosevic et al., 2018).

3.2.5 Dédi¢nost

Vyznamnou vlastnosti B chromozom je jejich nepravidelnd ne-Mendelovska dédi¢nost.
Protoze neposkytuji hostitelim Zadnou jasnou vyhodu, mélo by dochazet k jejich
vymyceni, coz se ale ned¢je. K udrzeni se v populaci si B chromozomy vyvinuly
mechanismy, které se oznacuji jako ,akumulaéni“ a obecné je lze rozdélit na
premeiotické, meiotické a postmeiotické (Ostergren, 1945). Naptiklad pre-meioticky
akumula¢ni mechanismus zajist'uje nartst poctu B chromozomii v buitkach zarode¢nych
linii béhem vyvoje, pti vstupu do meidzy je tedy pocet B chromozémi vyssi nez piivodni
zygoté (Nur, 1963). Tento mechanismus byl popsan u kobylky Camnula pellucida, kde
spermatocyty obsahovaly B chromozomy s o 37 % vyssi frekvenci nez ve slepém stievé
(Nur, 1969). Podobné pre-meiotické mechanismy byly pozorovany i u rostlin
(Rutishauser & Rothlisberger, 1966). Pfi meiotickych mechanismech B chromozémy
preferenéné migruji na Zivotaschopny meioticky p6l v prvnim déleni (Jones and Rees,
1982). Post-meioticky akumulaéni mechanismus byl poprvé nalezen u zita (Hasegawa,
1934), kdy dochazi k nondisjunkci v 1. pylové mitdze — tedy k pfechodu obou sesterskych
chromatid B chromozémt do jadra gamety. Stejny mechanismus, jen ve druhém pylovém

déleni, byl nasledné popsan i u kukufice (Roman, 1950)

3.2.6 Pivod B chromozéomu

B chromozémy pravdépodobné vznikly jako vedlejsi produkt karyotypické evoluce
z A chromozomu, ale pfesny mechanismus vzniku neni znam (Jones, 2003). Akumulace
repetitivnich DNA sekvenci se jevi jako velmi ¢astad draha v diferenciaci B chromozému
a pritomnost rDNA v B chromozémech mnoha druhii miiZe také nazna€ovat jistou roli
této DNA v pivodu B chromozémii (Camacho, 2005). Komparativni analyzy DNA
sekvenci A a B chromozomi Zita ukazaly, Ze B chromozomy vétSinu DNA sdili
s A chromozomy (Wilkes et al., 1995; Houben et al., 1996), coz by nasvédc¢ovalo jejich
vnitrodruhovému puvodu (Puertas, 2002). Tyto vnitrodruhové odvozené B chromozomy
byly nalezeny také u kukutice (Stark et al., 1996) ¢i napiiklad u mouchy Drosophila

subsilvestris (Camacho et al., 2002). Druhou mozZnosti piivodu je mezidruhovy ptvod,
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ktery je odvozen od pfitomnosti B-specifickych sekvenci DNA, které nejsou piitomny
v hostitelskych chromozémech, ale naopak jsou pfitomny u piibuznych druht
(McAllister and Werren, 1997). Takovym piikladem je naptiklad PSR chromozom u vosy
Nasonia vitripennis, ve které molekularni fylogeneze retrotranspozonu NATE odhalila
nedavny ptenos tohoto PSR chromozému zrodu Trichomalopsis do N. vitripennis
(McAllister and Werren, 1997). Pivod B chromozomi ale stale nebyl kompletné

objasnén a Vv soucasné dobé je stale predmétem mnoha studii.

3.2.7 B chromozomy kukufFice seté

Poprvé byl B chromozom kukutice seté popsan v roce 1915 (Kuwada, 1915). Od té doby
byly popsany v mnoha jejich varietich. Byly objeveny napiiklad v cukrové kukufici
(Longley, 1927), mouc¢né kukufici (Longley, 1927) i popcornu (Kozhuchov, 1933).
Existuje také jista pozitivni korelace mezi frekvenci B chromozémii a nadmotskou
vyskou, kdy se vzrustajici nadmotskou vyskou nesou kukufice B chromozémy casté&ji

(Rosato et al., 1998).

Kukufice vykazuje ve srovnani sjinymi druhy k B chromozémim vysokou miru
tolerance. Nejvyssi zaznamenany pocet byl 34 kopii v jednom jadife (Jones and Rees,
1982), pticemz vyrazngjsi fenotypovy projev byl pozorovan az u 15 a vice kopii
B chromozomu (Randolph, 1941). Fenotypovy projev do jisté miry souvisi s poctem
B chromozomi (Stark et al., 1996). Rostliny s vys$sim po¢tem B chromozémt maji
snizenou fertilitu a vitalitu, produkuji semena s defekty, maji zjizveny endosperm a Casto

podélné bilé pruhy na listech (Randolph, 1941; Staub, 1987).

Vzhledem k celosvétovému vyznamu kukufice je uroven znalosti o jejim B chromozomu
vy§8i nez u jinych druht. Struktura B chromozomového bivalentu v pachytene meiotické
profaze byla poprvé popsana v roce 1933 (McClintock, 1933). Morfologicky jde o
akrocentricky chromozém (Randolph, 1925), mnoho studii jej vSak popisuje také jako
telocentricky (Rhoades, 1940, Stark, 1996). Svou velikosti odpovida 4 % genomu
kukufice seté (Rosato, 1998). Chromozoém obsahuje jak euchromatické, tak
heterochromatické regiony, ale podil pfitomného heterochromatinu je neobvykle velky
(Carlson, 1978). Je tvofen velmi malym kratkym ramenem, centromerou (centromericky
chromatin) a dlouhym ramenem sloZzenym zné€kolika heterochromatinovych

a euchromatinovych bloku (Obr. 5).
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Obrazek 5: Mikroskopicky obraz B chromozomu kukuftice (invertované DAPI zabarveni). Sklada
z kratkého ramena (S), centromery (indikovano Sipkou), proximalniho heterochromatinu (PH),
proximélniho euchromatinu (PE), ¢tyt blokil distdlniho heterochromatinu (H1-H4) a distalniho
euchromatinu (DE). Pievzato z: Lamb et al., 2007.

3.2.7.1 Akumulaéni mechanismy B chromozému kukufice seté

U kukutice existuje nékolik mechanismu, které zajistuji pteziti B chromozomu
v populaci — pfenos meidzou jako univalent, nondisjunkce v druhé pylové mitdze
a preferen¢ni oplozeni vajicka B chromozém obsahujici spermii (Lamb et al., 2007).
Pfesny mechanismus téchto procest, jejich genetickd podstata a regulace, neni plné
objasnén. Podle poslednich studii je ale zfejmé, ze geny, které jsou v téchto procesech
podstatné, jsou kodovany B chromozémem samotnym (Alfenito and Birchler, 1993;
Lamb et al., 2007). Bylo prokazano, Ze zachovani univalentu v meidze a jeho ptechod do
pylu je fizen regionem ve tfetim heterochromatickém bloku dlouhého ramene (Carlson

and Roseman, 1992).

Podobné i mechanismus nondisjunkce (nerozdéleni sesterskych chromatid v druhé
pylové mitoze (Obr. 6)) vyZzaduje faktory, z nichZ jeden se nachazi na dlouhém rameni
V proximalnim euchromatinu (Ward, 1973; Lin, 1978), druhy dokonce aZ na Spicce
dlouhého ramene distalniho euchromatinu B chromozému (Roman, 1950; Carlson,
1978). Tento faktor zajiStuje silné pfipojeni regionu centromery B chromozoému pfi
druhém pylovém mitotickém déleni, ¢cimz zabrafnuje rozdéleni sesterskych centromer.
JelikoZ se na nondisjunkci podili centromera a distalni rameno chromozomu, tedy
elementy na opacnych stranach chromozomii, je zajiSténa jeho integrita. Zajimavé je, ze
se nondisjunkce mize objevit i v somatickych bunkach, je-li B chromozém pfitomen

V péti a vice kopiich (Masonbrink and Birchler, 2010).
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Obrazek 6: Béhem druhé pylové mitozy se vytvari dveé spermie. A chromozomy segreguji spravné
pouze s jednou kopii, kdezto B chromozomy se typicky neoddéli, pficemz vznika jedna spermie
bez kopie B chromozomu a jedna spermie s dvéma kopiemi. Pievzato z: Nannas and Dawe, 2015.

Pti preferenénim oplozeni dochazi ptednostné k oplozeni vajicka spermii, kterd nese B
chromozom, a to ptiblizné v 65 % piipadi (Roman, 1948). Pro toto preferencni oplozeni
neni znam presny mechanismus, ale je mozné, ze nondisjunkce v druhé pylové mitdze
muze byt polarizovana tak, Ze dva B chromozémy c¢asto migruji na specificky pol. Na
tomto pdélu mé spermie pozicni vyhodu oproti druhému spermatu v procesu oplodiiovéani

vajicka (Carlson, 1978).

3.2.7.2 SloZeni sekvenci na B chromozomu kukufice seté

B chromozém kukufice seté se sklada z piiblizné 50 % heterochromatickych a 50 %
euchromatickych oblasti (Stark et al., 1996). Jeho velikost je pfiblizné 126 Mbp (Blavet
et al., in press). Vétsina jeho sekvenci ma své analogy na A chromozomech, ale existuji
i takové, které jsou specifické jen pro B chromozom. Po mnoho desetileti se vétilo, ze se
B chromozémy skladaji pouze z repetitivnich sekvenci. Podle soucasnych studii se
potvrdilo, ze obsah repetic je v DNA B chromozémii opravdu dominantni; jen mobilni
elementy predstavuji 65 % celé sekvence B chromozomu kukufice. Zarovén se ale

ukazuje, ze ani podil geni neni zanedbatelny.

V poslednich letech byly v né€kolika studiich identifikovany aktivné transkribované geny
na B chromozémech (Dalla Benetta et al., 2019; Blavet et al., in press). V sekvenci
B chromozomu kukufice seté bylo nalezeno 1781 gent a 3504 transkriptt (Blavet et al.,
in press). Ontologicka analyza odhalila, Ze vyznamna c¢ast téchto genii ma roli

V bunééném déleni, bunééném cyklu a soucinnosti tak zajist'uji jeho pieziti.
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V sekvenci B chromozommu byla dale detekovana také organelarni DNA (Blavet et al.,
in press). B chromozom obsahuje celkem 712 kbp DNA z mitochondrii a plastidd, tedy

celkové asi 0,6 % genetické informace chromozému.

Struktura centromery B chromozdému byla jiz dfive popsdna jako ptiblizné 700 kbp
centromerickd doména slozena ze tii navzajem se prolinajicich repetitivnich sekvenci (Jin
etal., 2005) (Obr.7) — CentC (156 bp centromericky satelit), CRM (aktivni centromericky
retrotranspozon) a ZmBs (B chromozom specificky repetitivni element) (Ananiev et al.,
1998; Sharma and Presting, 2008; Alfenito and Birchler, 1993). CentC satelit a CRM
retrotranspozon se nachazi bézné ve vSech kukufi¢nych centromerach (Lamb, et al.,
2005), kromé toho se klastry CentC nachazi i na dlouhém rameni B chromozomu, coz
potvrdila i jiz zminovana nova studie (Blavet et al., in press). Co se tyce specifické ZmBs
repetice, vysledky studii dirazné nasvéd¢éuji o jeji roli v procesu nondisjuknce (Han et al,
2007; Masonbrink and Birchler, 2012). VSechny tfi velké repetitivni sekvence
B chromozému maji schopnost vazat CENH3 nukleosomy a pozorovani chovani téchto
histonovych variant indikuje, Ze si centromera zachovala strukturu a funkci podobnou

ostatnim kukufi¢énym centromeram (Jin et al., 2005).
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Obrazek 7: Idiogram B chromozomu kukufice s vyznacenou polohou repetitivnich sekvenci.
Modifikovano z: Marques et al., 2018.



V sekvenci B chromozému existuji i repetice specifické jen pro B chromozom. Jedna,
ZmBs repetice, se nachazi v oblasti centromery B chromozému a na distdlnim konci
dlouhého ramene (Alfenito and Birchler, 1993). Druh4, CL-1 repetice s velikosti jednotky
1500 bp, je pfitomna v prvnich tfech heterochromatickych blocich dlouhého ramene
(Cheng and Lin, 2004). Na tfetim a ctvrtém bloku distdlniho heterochromatinu B
chromozému se nachazi repetice StarkB (22 kbp). Rizné kopie této repetice se od sebe
vzajemné li§i malymi inzercemi, delecemi, duplikacemi a jedno nukleotidovymi
polymorfismy a jedna jeho varianta je specificka jen pro B chromozém. (Lamb et al.,

2007).
3.3 Cytogeneticka analyza rostlinnych genomii

Analyza genomi zahrnuje vSechny postupy, které vedou K poznavani genomu z hlediska
struktury, organizace ¢i funkce. Jednim z pfistupti je cytogeneticka analyza, ktera se
soustfed’'uje na charakterizaci genomu na Urovni jadra ¢i chromozému. Poskytuje
zakladni informace o rozloZeni a organizaci DNA béhem bunécéného cyklu a podava
vizualni informace v pfimé souvislosti k poloze. Cytogenetické metody umoznily
propojeni molekularnich dat o DNA sekvenci s chromozomalnimi a expresnimi
informacemi na tkanové, bunécné 1 subcelularni Grovni (Schwarzacher and Heslop-

Harrison, 2000).

Kromé zakladnich mikroskopickych pozorovéani se za prvni cytogenetickou techniku
povazuje metoda tzv. pruhovani - ,,banding®. Metoda je zaleZena na studiu pruhovaného
paternu, ktery lze po pouZiti specifickych barviv na chromozdémech pozorovat. Poprvé
tuto techniku popsala Barbara McClintock v roce 1929, kde za pouziti karminu byla
schopna identifkovat jednotlivé chromozomy kukutice (McClintock, 1929). Pozdé&ji byly
zavedeny dal$i metody bandingu. C-banding pouziva hydroxid barnaty a Giemstv roztok,
zabarvujici konstitutivni (trvale inaktivni) heterochromatin (Pardue and Gall, 1970).
Dalsi zptisob barveni je G-banding, ktery vizualizuje chromozémy na zakladé pisobeni
trypsinu a naslednym obarvenim Giemsovym roztokem (Wurster, 1972), coz dava za
vznik svétlym a tmavym pruhtim, dnes pozivanym v mediciné naptiklad pro lokalizaci
gent a pro popis strukturnich zmén karyotypu. Q-banding pouziva fluorescencni barvivo
chinakrin (Caspersson et al., 1970). Dalsimi typy bandingu je R-banding (reverzni), ktery
barvi opacné oblasti G-bandingu (Dutrillaux and Lejeune, 1991), a N-banding,
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identifikujici proteiny v NOR (Nucleolar Organizer Regions) oblastech (Matsui and
Sasaki, 1973).

Pokrocilou technikou zobrazeni specifickych DNA ¢i RNA sekvenci, poprvé pouzitou
poprvé roku 1969 (Gall and Pardue, 1969), je in situ hybridizace. Piivodni radioaktivni
znaCeni nebylo priliS efektivni a bezpecné, Casem bylo zaménéno za znaceni
fluorescenéni (Schwarzacher and Heslop-Harrison, 2000; Langer-Safer, et al., 1982).
Krom¢ urychleni procesu a vynechani prace s radioaktivitou piineslo pouziti
fluorescencné znacenych sond i vyssi rozliSeni a lokalizace vice sekvenci najednou
(Schwarzacher and Heslop-Harrison, 2000). Na druhou stranu nevyhodou fluorescenéni
in situ hybridizace je pouziti svételné ¢i tepelné nestabilnich latek a nutnost pouziti
fluorescenéniho mikroskopu s vysokou potfizovaci cenou (Schwarzacher and Heslop-

Harrison, 2000).

3.3.1 Fluorescenéni in situ hybridizace

Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) je nejvyznamnéjsi cytogeneticka metoda,
kombinujici metody cytogenetiky, molekularni biologie, mikroskopie a analyzy obrazu
(Schwarzacher and Heslop-Harrison, 2000). Byla vyvinuta zacatkem 80. let 20. stoleti
(Langer-Safer et al. 1982) a rychly rozvoj zaznamenala hlavné v 90. letech s nastupem

snimacich kamer a zobrazovacich systému pro zpracovani FISH signala (Vrolijk et al.,
1994).

Metoda umoziuje detekci specifickych sekvenci na interfaznim jadre ¢i chromozémech
pomoci fluorescenéné znacenych sond. Princip spociva v denaturaci cilové DNA, na
kterou poté hybridizuje sonda s komplementarni sekvenci (Obr. 8). Vysledny barevny
signal sondy navazané na sekvenci je mozné vizualizovat pomoci fluorescenéniho

mikroskopu (Langer-Safer et al., 1982).
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Obrazek 8: Princip fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH). Modifikovano z: Speicher, 2005.

3.4.2 Znaceni a typy sond

Sondou se rozumi fragment DNA nebo RNA, ktery je oznacen fluoroforem, jehoz signal

je detekovan. Znaceni mize byt bud’ piimé, kde se vyuzije fluoroforem znacenych

nukleotidi (Wiegant et al., 1991), anebo nepiimé, kde se na sondu vaze hapten, ktery je

v dal$im kroku detekovan vazbou protilatky s fluoroforem (Langer-Safer et al., 1982).

Fluoroforem se rozumi chemicka slou¢enina s funkéni skupinou schopnou absorbovat

energii excitacniho zafeni a emitovat pebyte¢nou energii jako signal specifické vinové

délky. Prvnim fluoroforem pouzitym ve fluorescencni in situ hybridizaci byl fluorescein

isothiokyanat (FITC) (Pinkel et al., 1986). Dale se vyuzivaji Cyanin Cy3 a CyS5, Texas

Red, FAM (fluorescein amidite) ¢i rizné fluorofory fady Alexa Fluor a Atto. Vyhodou

piimého znaceni je vEtsi rychlost experimentu a mensi nespecifické pozadi (Wiegan et

al., 1991), nevyhodou je vsak mensi citlivost a intenzita (Schwarzacher, 2003).
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Sondy lze ptipravit pomoci nékolika metod v zévislosti na délce znaceného fragmentu ¢i
dostupnosti sekvence. Pivodni metoda nick translace byla vyvinuta v druhé poloviné
70. let (Rigby et al., 1977) a pouziva se pro znaceni dlouhych fragmentu ¢i genomické
DNA. Druhym nejvyznamnéjSim zpusobem znaceni je PCR (polymerazova fetézova
reakce), ktera se od bézné PCR reakce lisi pouze ptidanim znacenych nukleotidt (Fuchs
et al., 1994). Mén¢ pouzivané jsou pak metody nahodného znaceni (Yu et al., 1994)
a koncového znaceni (Schmitz et al., 1991). V soucasnosti je také mozné si objednat
komer¢né vyrabéné syntetické oligonukleotidy. Tato efektivni automatizovana syntéza
vSak zvySuje vyrobni naklady a moznost jejiho vyuziti zavisi na typu experimentu

(Wittwer and Makrigiorgos, 2018).

Sondy miizeme klasifikovat také na zéklad¢ jejich specificnosti. Takové sondy mizou
byt tedy naptiklad jednokopiové (Jiang et al., 1995) repetitivni (Pedersen and Langridge,
1997), genomové (GISH) ¢i chromozémoveé specifické nebo celochromozémové (Pinkel
et al., 1988). Jednokopiové sondy jsou takové, které se objevuji v genomu Vv jedné kopii
a obvykle piedstavujici geny ¢i regula¢ni oblasti (Jiang et al., 1995). Repetitivni sondy
cili na velkou skupinu sekvenci v rostlinném genomu, nachazejici se v genomu
V heterochromatickych oblastech (Kubis et al., 1998). Takovymi oblastmi mohou byt
mikrosatelity a tandemové repetice, kterymi jsou bézné naptiklad telomery a centromery.
Dalsi variantou je GISH (genomicka in situ hybridizace), kterd pouziva celou
genomickou DNA jednoho druhu jako sondu. Pouziva se naptiklad pro studium hybrid
a polyploidi (Silva and Souza, 2013). Ptiklad vyuziti GISH lze vidét na Obr. 9, kde byla
jako sonda pouzita genomova DNA Festuca pratensis, ktera hybridizovala s DNA na
preparatech Lolium multiflorum (Ferreira et al., 2020). Takto byly studovany

crossing-overy a chromatidové interference v meioze téchto hybrida.
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Obrazek 9: GISH hybridt trav Lolium multiflorum (Cervend) x Festuca pratensis (Zluta)
v anafazi I ukazujici rizné typy crossovert (CO). Pfevzato z: Ferreira et al., 2020.

Extrémnim piipadem chromozomové specifické sondy jsou sondy celochromozémové.
Aplikace vyuZivajici tyto sondy se nazyva ,,chromosome painting® a rutinn¢ slouZzi jako
diagnosticky nastroj v humanni medicin¢ (Speicher et al., 1996). Na rostlinach nebyl
dlouho chromozomovy painting mozny kvili nespecifické hybridizaci repetitivnich
sekvencich obsazenych v sondach, které nelze efektivné blokovat (Fuchs et al., 1996).
Alternativou u rostlin byl dlouhodob¢ painting pomoci koktejlu BAC kloni, které jsou
odvozené od specifickych chromozému (Lysak et al., 2002). Dnes se u rostlin da vyuzit
metoda oligopaintingu (Han et al., 2016), ktera je ale vhodna pouze pro druhy s kvalitni
referencni sekvenci a omezenym obsahem repetic, jako je napifiklad bananovnik

(Simonikova et al., 2019).

3.3.3 Vyuziti FISH
Jednou z nejcastéjsich aplikaci FISH u rostlin je mapovani DNA sond na chromozémy,
coz umoziuje sestaveni cytogenetickych map (Jiang, 2019). Je-li DNA sonda z oblasti,

kde existuji genetické markery, je mozné takto ob¢ tyto mapy integrovat (Jiang and Gill,
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1994). Cytogenetické mapy poskytuji dilezité biologické informace o organizaci
genomu, spojuji udaje o genetické vzdalenosti s cytologickymi strukturami a maji

dopliikovou roli pii sestavovani kone¢né sekvence organismu (Wang et al., 2006)

Fluorescen¢ni in situ hybridizace je také dulezitym nastrojem pro identifikaci
chromozomu a sestaveni karyotypu u rostlin. Princip spociva v navrzeni sond na
repetitivni ¢i jednolokusové oblasti chromozému (specifické pro dany chromozdém) na

zaklade¢ jejichz barevnych signall je poté¢ mozné chromozomy od sebe navzajem rozlisit.

Timto zisobem bylo identifikovano vSech deset somatickych chromozémi kukufice seté
(Lamb et al., 2006) (Obr.10).

Obrazek 10: Identifikace kukufi¢nych somatickych chromozémi s pouZzitim specifickych sond.
Pievzato z: Lamb et al., 2006.
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Vyznamnou aplikaci FISH je Vv neposledni fad€¢ i studium prostorového uspotadani
chromatinu a architektury interfazniho jadra metodou 3D-FISH. Metoda je zaloZena na
uchovani objektl v jejich prostorovém rozmeéru a na 3D mikroskopii. Pomoci sond Ize
sledovat pozici ¢i vzajemnou orientaci jak individudlnich genovych lokust, tak celych
chromozémovych domén. 3D FISH je mozné provést na bunikach, embryich, tlustych

fezech tkang ¢i tenkych kryo-fezech bun¢k (Kempfer and Pombo, 2019).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Referencnim standardem pro experiment byla linie kukufice seté (Zea mays,

2n=2x=20 +B) B73 s vysokou frekvenci vyskytu B chromozémi. Rostliny pro izolaci

DNA byly péstovany ve skleniku v rezimu svétlo/tma (16h 24°C/8h 20°C).

Pro samotny experiment byl pouZit set osmi linii (Tab.1) ziskanych z genové banky

CIMMYT, Mexiko. Vzorek linii byl vybran na zakladé geografickych odlisnosti a

frekvence vyskytu B chromozomu.

Tabulka 1: Vybér linii kukufice seté pouzité pro experimenty

Linie Identifika¢ni Zemé pivodu Nadm. vySka Klima

cislo (mn.m.)

BOLI 344 CIMMYTMA Bolivie 1900 Mirné podnebi
16867

BOLI 864 CIMMYTMA Bolivie 2378 Tundra, polarni
18679 oblasti

GUAT 68 CIMMYTMA Guatemala 366 Tundra, polarni
5165 oblasti

GUAT 426 CIMMYTMA Guatemala 1844 Mirné podnebi
10024

HOND 52 CIMMYTMA Honduras 40 Tropy, savana
876

RDOM 261 CIMMYTMA Dominikanska 7 Tropy, destné
1321 republika pralesy

RDOM 302 CIMMYTMA Dominikanska 100 Tropy, savana
1117 republika

SALV 110 CIMMYTMA Salvadorska 45 Tropy, savana
3647 republika
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4.2

Pouzité chemikalie a roztoky

Pouzité chemikalie

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

Aminoallyl-dUTP — DEAC (Jena Biosciences, kat. ¢. NU-803-DEAC)
Aminoallyl-dUTP-5-FAM (Jena Biosciences, kat. ¢. NU-803-5FM)
Aminoallyl-dUTP-ATTO-647N (Jena Biosciences, kat. ¢. NU-803-647N-L)
Bromfenolova modf (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: B0126)

Celuldza Onozuka R-10 (Yakult Honsa, kat. ¢. 201069)

Dextran sulfat, sodna sul (SERVA, kat. ¢. 9011-18-1)

Ethanol 99,8% (Lach-Ner, kat. ¢. 20025-U99)

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

Formaldehyd 37% (Sigma-Aldrich, kat.¢. 818708)

Formamid 99,5% (Sigma-Aldrich, kat. ¢. F9037)

Gene Ruler 100 bp DNA Ladder (Fermentas, kat. ¢.: SM0321)
Glycerol (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: G5516)

Chlorid draselny (KC1) (Lach-Ner, kat. ¢. 7447-40-7)

Chlorid sodny (NaCl) (Lach-Ner, kat. ¢. 30423)

Imerzni olej Immersol 518F (Carl Zeiss, kat. ¢. 12-624-66A)

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

Kyselina ethylendiamintetraoctové (EDTA) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E5134)
Kyselina octova 99,8 % (Lach-Ner, kat. ¢. 10047-A99)

Methanol 99,5 % (Lach-Ner, kat. ¢. 20038-ATO)

Nick-transla¢ni mix (Roche, kat. ¢. 11745808910)

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

Pektolyaza Y-23 (Ducheva, kat. ¢. P8004.0001)
PrimeSTAR GXL Premix (kat. ¢. R0O51B) obsahujici Primestar GXL DNA

polymerazu, PrimeStar GXL pufr pro polymerazu (Mg2+ plus) a mix nukleotidii

Pufr pro Taq polymerazu (New England Biolabs, kat.¢. B7002S)
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e Tag DNA polymeraza (New England Biolabs, kat. ¢. M0209L)

e Tetramethyl-Rhodamine-5-dUTP (Roche, kat. ¢. 11534378910)

e Texas Red-12-dUTP (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. C7631)

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

e Vectashield s DAPI (Vector Laboratories, kat. ¢. H-1200)

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

e ) HindIIl DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. SM0101)

Pouzité roztoky

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

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

e 1M Tris-HCI pufr (1 I): rozpustit 121,14 g Tris v 800 ml destilované vody,
doplnit do 1 litru a upravit pH na 8

e 1x KClI pufr (250 ml): 2,796 g KCl a 0,396 g EDTA rozpustit v destilované
vodg, doplnit do 250 ml a upravit pH na 4

e 20x SSC pufr (1 I): v 800 ml destilované vody rozpustit 88,2 g citratu sodného a
175,3 g NaCl), upravit pH na 7, doplnit destilovanou vodou do 1 |

e 2x SSC pufr (1 I): 100 ml zasobniho roztoku 20x SSC pufru a 900 ml
destilované vody

e 4% formaldehyd (56 ml): 6 ml 37% formaldehydu a 50 ml 2xSSC

® 45% kyselina octova (100 ml): 45 ml 99,8% kyseliny octové a 55 ml destilované
vody

® 50% sodna stl dextran sulfatu: 20 g rozpustit ve 40 ml vody

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

e 5x TBE pufr (1 1): 54 g Tris baze, 27,5 g kyseliny borité a 20 ml 0,5M EDTA
rozpustit v 800 ml destilované vody, doplnit do 1 1 a upravit pH na 8

e 6X STOP C (10 ml): 5 mg bromfenolové modii, 2 ml 0,5M EDTA, 4,3 ml 99,9%
glycerolu, 5 mg xylencyanolu, 1 ml 10% SDS, doplnit vodou na 10 ml
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® 90% kyselina octova (100 ml): 90 ml 99,8% kyseliny octové a 10 ml destilované
vody

e Hybridiza¢ni roztok: formamid, 50% dextran, 20x SSC v poméru 5:2:1

® Marker molekulového hmotnosti: 20 pl Gene Ruler 100 bp, 200 ul 6x STOP C,

300 pl vody, zvortexovat

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

® Smés enzymil 4% celuldza a 1% pektolyaza: 0,2 g celulazy a 0,05 g pektolyazy
rozmichat na ledu ve 4 ml 1x KCl, doplnit 1x KCI do 5 ml, rozpipetovat do
zkumavek po 20 ul

e Smés neznacenych a znaenych nukleotidi: do 5,25 pl vody napipetovat 0,5 pl
10mM dATP, 0,5 ul 10mM dCTP, 0,5 pul 10 mM dGTP, 1,65 pl 2mM dTTP a
1,6 ImM dUTP (ATTO-647-dUTP, FAM-dUTP, DEAC-dUTP, Tetramethyl
rhodamin-dUTP nebo Texas Red-dUTP)

e TE (Tris-EDTA) pufr (100 ml): 1 ml 1M Tris-HCI (pH 10-11) smichat s 0,2 ml
0,5M EDTA, destilovanou vodou doplnit na 100 ml a pH upravit na 7,6

Pouzité Kity

® NucleoSpin Plant II kit (Macherey Nagel, kat. ¢.: 740770)

4.3 Pouzité pristroje

e Centrifuga Micro Star 17R (VWR International)
® Digestof (Merci)
e Elektroforetickd horizontalni aparatura Owl A6 (Thermo Fisher Scientific)

® Fluorescencni mikroskop Axio Imager.Z2 (Carl Zeiss) s CCD kamerou,

zdrojem Power Suply (Eplax GmbH) a UV lampou X-Cite exacte (Excelitas)
e Hybridizacni komtrka SM30 (Boekel Scientific)
e Lyofilizator CoolSafe s vakuovou pumpou VacSafe (LaboGene)
® Oscilacni mlyn MM301 (Retsch)

e Spektrofotometr NanoDrop One/One® Microvolume UV-Vis (Thermo Fisher
Scientific)
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e Stolni centrifuga MiniStar silverline (VWR International)
e Svételny binokuldrni mikroskop Primo Star (Carl Zeiss)
e Termocykler MasterCycler (Eppendorf 5333)

e Termocykler PCT-200 (MJ Research)

e UV transilumindtor InGenius3 (Syngene)

® Vodni lazen SUB6 (Grant Instruments)

® Zdroj k elektroforéze Owl EC300XL2 (Thermo Fisher Scientific)

4.4  Postupy experimentalnich a vyhodnocovacich metod

4.4.1 Kaultivace a odbér korinku

Semena byla pfes noc namoc¢ena ve vod¢ a poté vyseta na vlhky filtra¢ni papir na Petriho
misky, kde se nechala kli¢it 3 dny pii pokojové teploté. V polednich hodinach, kdy je
kofenovy meristém nejaktivnéjsi, byly semenackiim odebrany kotinky. Bunéény cyklus
byl zastaven ptsobenim ledové vody po 24 hodin. Kofinky byly nasledné fixovany
10 minut v 90% kyseliné octové na ledu a skladovany pro pozdé&jsi pouziti v 70%

ethanolu na —20 °C.

4.4.2 Priprava nakapavanych preparati

Ptiprava suspenze protoplastl z kofenovych meristémil probihala po celou dobu na ledu.
Kofeny byly nejdfive tfikrat promyty v destilované vodé béhem 5 minut a poté 5 minut
v 1x KCl pufru. Nasledné¢ byly z kofenli odiiznuty kotfenové Spicky, které byly
inkubovany 62 minut v 20 pl smési enzymi (4% celulaza Onozuka R-10 a 1%
pektolyaza Y-23) ve vodni lazni pti 37°C. Plsobeni enzymt bylo zastaveno ptidanim TE
pufru na dobu 5 minut. Natravené kofenové Spicky byly promyty 3x 5 minut 99,8%
ethanolem. Nakonec byly kofenové $picky homogenizovany ve 30 pl fixaze (ledové
kyseliny octové a methanolu v poméru 9:1), 7 ul této suspenze bylo naképnuto na
podlozni skla ve vlhkém prostfedi a po zaschnuti byla kvalita preparati (pocty
chromozémi, mitoticky index) zkontrolovana pod svételnym mikroskopem s fazovym

kontrastem. Hotové preparaty byly skladovany pfi teploté 4 °C.
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4.4.3 Izolace genomické DNA kukufice seté

Genomickd DNA byla izolovana z mladych listh rostlin kukufice seté linie B73+B
pestovanych ve skleniku. Odebrané listy byly vlozeny do mikrozkumavek a suSeny
v lyofilizatoru pfes noc za sniZzeného tlaku. Do zkumavek byly k vysuSenym listim
pfidany sklenéné kulicky a listy byly homogenizovany v oscilacnim mlynku (4 minuty,
27 otacek/s). Samotna izolace DNA byla provedena dle protokolu vyrobce pomoci
komer¢niho kitu NucleoSpin Plant II. Vysledna koncentrace izolované DNA byla

stanovena spektrofotometricky piistrojem Nanodrop.

4.4.4. Testovani primeri

Pro detekci polymorfismu v ramci B chromozomti bylo vybrano 5 repetitivnich sekvenci:
B-specificka repetice ZmBs (CL9), CentC (CL63), knob repeat (CL84), CRM a Stark.
Primery pro jednotlivé repetice byly navrzeny pomoci online softwaru Primer3
(Untergasser et al., 2012; Koressaar et al., 2007) s vyuzitim sekvenci dostupnych
v databazi GenBank (Tab. 2). Sekvence navrzenych primeri jsou uvedeny v tabulce 2.
Primery byly testovany pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR). Reakéni smés
obsahovala 50 ng genomické DNA kukufice seté, 1x koncentrovany pufr pro Taq
polymerazu, 100 uM smési neznac¢enych nukleotidi, 1 U Taq polymerazy a R i F primery,
kazdy o koncentraci 0,5 uM. Smé&s byla doplnéna vodou do 25 pl. Podminky reakce byly
nasledujici: 94 °C/5 min, 34 cykli: 94 °C /50 s, 58 °C /50 s, 72 °C /50 s; 72 °C /5 min.
Produkty byly zkontrolovany elektroforézou v 1,5% agar6zovém gelu v 0,5x TBE pufru.

Tabulka 2: Seznam primert pro repetitivni sondy.

Koéd Velikost
Sonda Primer Sekvence primeru (5— 3) produktu
v GenBank (bp)
MaizeB_CL9 L AGACCCTAAACCCTGAACCC
CL9 | S67586.1 MaizeB_CL9 R CTGGTGCTAAGTGTTTGGGG 311
MaizeB _CL63 L TTGTATGCACCCCGATACCG
CL63 | CL569181 MaizeB_CL63 R TTTTGCCACCGGAACCATTT 258
MaizeB CL84 L GCCCAATAACGTCTTCATCA
CL84 | M32532.1 MaizeB_CL84 R GAGCCTCTGGTCGATGATCA 296
CL7Contigl97RT_L | ATGTGCGTAGATTGTCGTGC
CRM | KT983678.1 CL7Contigl97RT_R | AAGGCCCGTAGAACTTCGTT 278
pSTARTKS5,5 1 L GTAGCACGGACATCCCAAGT 5994
Stark KX760165.1 pSTARTK5,5 1 R CTTGTGCTGGAAAGTGACGA
' pSTARTKS5,5 2 L TCGTGCCATGCTATGCTTAC 2426
pPpSTARTKS5,5 2 L | GATGCACGAGAGACAGTGA
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4.4.5 Priprava repetitivnich sond pro FISH

Ctyfi z péti pouzivanych sond (CL9, CL63, CL84 a CRM) byly repetice s kratkou
repetitivni jednotkou a byly znaceny analogicky pomoci PCR. Reakéni smés pro piipravu
sond méla identické slozeni vyjma nukleotidii. Smés nukleotidi obsahovala neznacené
nukleotidy (dATP, dCTP, dGTP a dTTP) a jeden z nukleotidi znac¢enych fluoroforem
(aminoallyl-dUTP-FAM, aminoallyl-dUTP-DEAC, tetramethyl-rhodamine-5-dUTP ¢i
Texas Red-12-dUTP o koncentracich 50 uM). Znaceni sondy probihalo za stejnych
podminek jako testovani primerl. Produkty PCR reakce byly opét zkontrolovany za
pouziti elektroforézy (1,5% agardza, 0,5x TBE pufru). Posledni sonda pro transpozon
Stark se skladala ze dvou dlouhych fragmentd o délkach 5224 bp a 2426 bp. V prvnim
kroku ptipravy sondy byly oba fragmenty nejprve amplifikovany pomoci primerd
(Tab. 2) a ty byly nasledn¢ znaceny nick translaci. Reak¢éni smési pro amplifikaci obou
fragmenti této smiSené sondy obsahovaly 5 U polymerazy PrimeStar GXL,
1x koncentrovany pufr pro PrimeStar polymerazu, 100 pM smési neznacenych
nukleotidi z Primestar GXL Premixu, 50 ng DNA a vodu do 20 ul. Produkt byl
amplifikovan za podminek: 30 cyklt: 98 °C /10 s, 60 °C /15 s, 68 °C /5 min), 68 °C
/5 min. Kvalita PCR produktu byla ovéfena elektroforézou (1,5% agardza, 0,5% TBE)
a koncentrace DNA produktu byla zmétena pomoci spektrofotometru Nanodrop. Znaceni
nick translaci probihalo ve 20 ul reakéni smési, ktera obsahovala 100 ng PCR produktu,
4 ul mixu pro nick translaci, 4 pl smési nukleotidd (dATP, dCTP, dGTP, dTTP
a aminoallyl-dUTP-ATTO-647N) a vodu. Znaceni sondy probihalo 2 h pti 15 °C.

4.4.6 Fluorescenéni in situ hybridizace

Pripravené preparaty byly pfed pouzitim promyty v sérii roztokii: 5 minut v 2X SSC,
10 minut v 45% kyselin€ octové, 10 minut v 2x SSC a 2x 5 minut v 2x SSC. Nasledovala
post-fixace ve 4% formaldehydu po dobu 10 minut. Poté byly preparaty tiikrat promyty
4 minuty v 2x SSC a dehydratovany v 70%, 90% a 99,8% ethanolu (po 2 minutach).
Hybridiza¢ni mix na jeden preparat obsahoval 18 ul hybridiza¢niho roztoku a 1 ul od
kazdé sondy. Preparaty s hybridizaénim mixem byly piekryty krycim sklem
denaturovany pii 80 °C 2,5 minuty. Hybridizace sondy probihala pies noc ve vlhké
hybridizaéni komurce pfi teploté 37° C. Nenavazané sondy byly po hybridizaci odmyty
20 minut v 2x SSC pii pokojové teploté. Skla s preparaty byla poté omyta destilovanou

vodou a po oschnuti bylo aplikovano montovaci médium s DAPI. Do vyhodnoceni byly
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preparaty skladovany pii teplot¢ 4 °C. Signaly byly vyhodnoceny pomoci
epifluorescen¢niho mikroskopu Zeiss Axio Imager Z.2, figury nasnimany CCD kamerou

v softwaru ISIS. Uprava snimki probihala pomoci softwaru Adobe Photoshop 2021
(verze 22.3.0.).
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5  Vysledky

5.1 Priprava preparati
Z kotenovych meristémt byly pfipraveny suspenze protoplasti vybraného setu linii
kukufice seté pomoci metody nakapavanych preparatii. Preparaty s dostateCnym poctem

mitotickych figur byly vybrany pro dalsi experimenty.

5.2  Testovani primeri pro repetice

Celkem bylo navrzeno 6 part primert pro 5 sond (Tab. 2). Funkénost primerti byla
otestovdna pomoci PCR a produkty reakce byly ovéteny elektroforézou v agard6zovém
gelu (Obr. 11). Amplifikace vSech primerii byla uspésna a poskytla produkt o¢ekavané
délky (Tab. 2). Vzhledem k délce produktu byly produkty primert pro repetici Stark
kontrolovany separatné s odliSnym markerem (Obr. 11b). Tyto produkty slouzily

nasledné jako templat pro pfipravu sondy a byla u nich stanovena koncentrace pomoci

Nanodropu.
M CL9 CL63 CL84 CRM M Starkl Stark2
™ -
1000 bp
500 bp

Obrazek 11: Vysledek gelové elektroforézy fragmentti amplifikovanych z navrzenych primert.
a — elektroforetogram kratkych fragment se 100 bp markerem molekulové hmotnosti (M),
b — elektroforetogram dlouhych fragmentd s markerem molekulové hmotnosti A DNA/HindlIlI
(M).
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5.3  Priprava repetitivnich sond

Navrzené primery byly pouZity na ptipravu piimo znacenych sond. V piipadé kratkych
repetic byly fragmenty znaCeny pomoci PCR, v ptfipadé¢ dlouhych fragmenti pro
transpozon Strak pak nick translaci. Pro znaceni byla pouzita kombinace fluorofort
tetramethylrhodamin (TMR), Texas Red, FAM a DEAC a ATTO647. Usp&snost znadeni

sond byla zkontrolovana elektroforézou v agar6zovém gelu (Obr. 123, b).

M CL9 CL63 (CL84 CRM M Starkl, 2
TMR TxRed FAM DEAC ATTOG647

1000 bp

500 bp

Obrazek 12: Kontrolni elektroforetogram znacenych kratkych repetic (a) a fragmentt Stark (b)
se 100 bp markerem molekulové hmotnosti.
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5.4  FISH na linii B73

Vsechny sondy byly lokalizovany na B chromozém kukufice v ramci jednoho
experimentu (Obr. 13a). Optimalizace pétibarevné FISH probihala na referencni linii
B73. Sonda Stark (znaceno ATTO647) hybridizovala na dlouhém rameni B chromozému
ve tietim distalnim heterochromatinu (Obr. 13b). Sondy CL9 (TMR), CL63 (TexasRed),
CL84 (FAM) a CRM (DEAC) hybridizovaly vSechny v oblasti pericentromery na
kratkém rameni (Obr. 13b).

CRM Stark

DEAC ATTO647

.

NUNN

Obrazek 13: Vysledky pétibarevného FISH experimentu na linii B73+B. a — sloZeny obraz
signalt, b — rozlozené signaly. Popisky nahote odpovidaji sondam repetic a barevnym kanaltim.
Zvétseni 1000x.

5.5  FISH na vybraném setu linii kukuFice seté

Hybridizace sond na jednotlivych liniich neukézala ani v jednom ptipad¢é vyrazngjsi
odlisnosti. VSechny sondy hybridizovaly stabilné do stejnych mist u vSech linii (Obr. 144,
14b). Nicméné intenzita a velikost signald byla do jisté miry odlisna od paternu na
referencni linii B73+B. Tykalo se to zejména repetice specifické pro B chromozém ZmBs
(CL9). U linie BOLI 344 byl signal ze sondy CL9 znatelné vétsi nez u B chromozému
Vv referencni linii. Podobné tomu bylo i u linii BOLI 864 a HON 52. V piipad¢ dalSich
sond nebyly v intenzitach signalu zadné vétsi odchylky a hybridiza¢ni patern byl podobny

referen¢nimu B chromozému.
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Obrazek 14a: Pétibarevny FISH na liniich B73, BOLI 344, BOLI 864, GUAT 68, GUAT 426,
zvétSeni 1000x.
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Obrazek 14b: Pétibarevny FISH na liniich HON 52, RDOM 261, RDOM 302, SALV 111,
zvetSeni 1000x.
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6 Diskuze

Cilem bakalaiské prace byla detekce polymorfismu B chromozémi ve vybraném setu
linii kukufice set¢ na zadklad¢ cytogenetické analyzy. Pro studium variability B
chromozoému bylo vybrano 5 repetitivnich sond, které byly metodou fluorescencni in situ

hybridizace lokalizovany na B chromozémech danych linii.

Z diivodu ¢asové uspory bylo vSech pét sond lokalizovano v rdmeci jednoho experimentu.
Ctyii z péti lokusti vybranych pro detekci zmén ve struktufe B chromozému pochazely
z oblasti kolem centromery a dochazelo k ptekryvu jejich signall. Pti zobrazeni vSech
sond v ramci jednoho obrazku pak nebylo mozné od sebe jednotlivé sekvence rozeznat
(Obr. 13a). Tento problém s vizualizaci byl snadno vyfesen rozlozenim fotek signald
Z pétibarevného experimentu na jednotlivé kandly. V1iv na nedostatecné rozliSeni signali
ma i vysoky stupen kondenzace metafaznich chromozomu. K lep$imu rozliseni by vedlo
provedeni fluorescencni in situ hybridizaci na chromatinu s niz§im stupném kondenzace;
napt. pachytennich chromozémech ¢i dokonce natazenych vldknech DNA. Mapovani
pomoci pachytennich chromozémi bylo uspésné vyuzito pii sestavovani cytogenetickych
map Medicago truncatula, kde byly chromozomy v této meiotické fazi pouzity
k mapovani tii repetitivnich sekvenci a dvaceti BAC klont (Kulikova et al., 2001).
Chromozomy v pachytene fazi byly az dvacetkrat del§i neZ chromozémy ve fazi mitdzy
a tento postup zaruCil lep$i rozliSeni a citlivost detekce. VyuZiti pachytennich
chromozomt by bezesporu pomohlo rozliseni sond v oblasti centromery, ale pro pfipravu
téchto preparatt pro FISH by bylo zapotiebi kvéty rostlin, a tudiz experiment nebylo

mozné realizovat z asovych diivodu.

Je obecné znamo, ze B chromozémy vykazuji zna¢ny polymorfismus. | v rdmci jednoho
druhu mizZe existovat vice typll B chromozému. Velmi Casty je vyskyt B chromozémi
ruznych délek, které jsou vétSinou derivatem jednoho piivodniho B chromozému. To je
ptipad napt. zita (Jones and Rees, 1982) nebo ¢iroku (Darlington, 1941). U ryby Astyanax
byla zaznamenana dokonce i rtizna poloha centromery B chromozému (Penitente et al.,
2016). U B chromozoému kukufice seté zatim vyskyt vice morfologickych forem nebyl
prokazan, a to 1 pfes to, Ze B chromozém kukufice patfi u rostlin k tém nejlépe
prostudovanym. Divodem muize byt fakt, Ze témét vSechny dosud publikované studie

jsou provadény na linii B73, ve které se B chromozdém ale pfirozené nevyskytuje a byl do
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ni vnesen kiizenim pted vice nez tficeti lety (osobni komunice, prof. J.A. Birchler).
Vsechna semena, ktera jsou tedy pro linii B734+B nyni k dispozici, jsou tak v podstaté
klonem pivodniho B chromozomu a prostor pro jakoukoliv zménu je z evolu¢niho
pohledu zatim velmi kratky. Polymorfismus v délce chromozomu nebyl ale zaznamenan
zatim ani u jinych linii kukutice, u nichz byl B chromozém detekovan (Longley and Kato
Yamakake, 1965). Predmétem naSeho zajmu tedy byla diverzita samotnych sekvenci na

B chromozomu.

Mechanismy zajiStujici akumulaci B chromozomu jsou tzce spjaty S centromerickou
oblasti (Alfenito and Birchler, 1993; Lamb et al., 2007; Ward, 1973; Lin, 1978). Lze tedy
ocekavat, ze 1 v piipad¢€ existence polymorfnich typti B chromozému, by tyto oblasti,
zajist'ujici prenos B chromozému, zlstaly konverzované a uniformni napfti¢ liniemi.
Z tohoto divodu (i pies ocekavané komplikace pii vizualizaci signalti) byly pro analyzu
polymorfismu vybrany pravé sekvence, které se nachazeji v oblasti centromery. Cilem
bylo najit linii, u které¢ by byla identifikovana pfestavba v centromerické oblasti. I tato
linie by totiz logicky musela mit zachovan mechanismus nondisjunkce a byla by tak
cennym zdrojem informaci k objasnéni mechanismu a regulace akumulace

B chromozomu u kukufice seté.

Cytogeneticka analyza B chromozému vybranych linii v8ak bohuZel zddnou vyznamnou
diverzitu B chromozoémil v liniich kukufice seté neprokéazala. VSechny sekvence byly
pfitomné na vSech liniich a pozice signalll byla fixni. Jedinou zaznamenanou odliSnosti
je velikost a intenzita signalu ze sondy CL9 (repetice ZmBSs) v porovnani s referen¢ni
linii B73. Sonda CL9 ve vétsing linii vykazovala vétsi signaly neZ referencni linie B73
(Obr. 144, 14Db), opét je tieba vSak brat v potaz jinak kondenzované figury preparatt linii.
U linie HON 52 by se dle velikosti a tvaru signalu dalo spekulovat o duplikaci celé ¢i
casti sekvence CL9 (Obr. 14Db). Jelikoz je ZmBs repetice kandidatni sekvenci zapojenou
v procesu nondisjunkce (Blavet et al., in press), je jakakoliv uroven variability v této

oblasti bezesporu zajimava.

V predkladané praci bylo cilem urcit, zda n€kterd ze sond nechybi v dané linii Giplné, coz
se ale nepotvrdilo. V dalsi fazi bude tedy nutno pfistoupit k alternativnim analyzam.
Cytogeneticka studie pomoci metody FISH ma své limitace v rozliSeni. Neni mozné

odhalit nukleotidové piestavby ¢i delece a inzerce mensi nez 1 Mbp. Pro piesnéjsi
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vysledky a potvrzeni minimalni diverzity B chromozomt u kukufice seté je zapotiebi

bioinformaticka analyza sekvenc¢nich dat vybranych linii.
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7 Z.avér

Predkladand prace se zabyvala analyzou variability B chromozémt ve vybraném setu linii
kukufice seté pochazejicich z riiznych geografickych oblasti. Studium variability bylo
zalozeno na porovnani pozice S5 vyznamnych repetic identifikovanych na
B chromozomech (CL9, CL63, CL84, CRM a Stark). Hlavni cil této prace spocival
v odhaleni deleci ¢i translokaci téchto sekvenci, zvlast téch v centromerické oblasti
z diivodu studia akumula¢nich mechanismi a evoluce B chromozému kukufice seté. Na
zadné analyzované linii vybraného setu vSak nebyly zjiStény vyznamnéjsi odli$nosti,

vSechny sekvence byly pfitomné a pozice signalil byla stabilni.
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9 Seznam zkratek

BAC
CCD

CIMMYT

CO
Cy3
Cy5
DAPI
dATP
dCTP
DEAC
dGTP
dTTP
FAM
FAO
FISH
GISH
GMO
PCR
rDNA

TMR

umgély bakteridlni chromozdm (bacterial artificial chromosome)
zafizeni s vazanymi naboji (charged coupled device)

Mezinarodni centrum pro zlepseni kukufice a pSenice (International Maize

and Wheat Improvement Center)

crossing-over

cyanin 3

cyanin 5

4',6-diamidin-2-fenylindol

deoxyadenosintrifosfat

deoxycytidintrifosfat
7-diethylaminokumarin-3-karboxylova kyselina
deoxyguanosintrifosfat

deoxythymidintrifosfat

fluorescein amidat

Organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi (Food and Agriculture Organization)
fluorescencéni in situ hybridizace

genomova in situ hybridizace

geneticky modifikovany organismus

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
ribozomalni DNA

tetramethylrhodamin
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