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SUHRN

B chromozémy st nadpocetné chromozomy vyskytujice sa v karyotype mnohych
organizmov. Typicka je pre nich nemendelisticka dedi¢nost’. B chromozémy sa udrziavaju
v populaciach prostrednictvom akumula¢nych mechanizmov. U kukurici siatej akumulaény
mechanizmus B chromozému zahriiuje proces nondisjunkcie, ktord nastava v priebehu druhe;j
pelovej] mitézy, kedy dochddza k deleniu generativneho jadra na dve spermatické bunky.
Vysledkom nondisjunkcie je pritomnost’ B chromozdémov iba v jednej z nich. Tato spermaticka
bunka ma tendenciu preferen¢ne oplodnit’ vaje¢ni bunku, vd’aka comu sa zvysuje frekvencia
prenosu B chromozomu do d’alSej generacie.

Ciel'om tejto prace bolo stanovit’ frekvenciu nondisjunkcie B chromozému kukurice
u hybridnej linie B73US x B104 s 1 B chromozémom. Na vizualiziciu B chromozomov
v jadrach pel'ovych ztn bola vyuzita fluorescencna in situ hybridizacia s pouzitim B-Specificke;j
oligo-sondy odvodenej od Specifickej repeticie ZmB lokalizovanej na B chromozdéme. Analyza
bola vykonand na 1 200 pelovych zrnach v trojjadrovom S§tadiu a na zaklade pozorovania sa

stanovila frekvencia nondisjunkcie na 96,42 %.
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SUMMARY

B chromosomes are supernumerary chromosomes that have been found in the genomes
of many organisms. Typically their transmission is not governed by Mendelian inheritance. B
chromosomes are maintained in populations by accumulation mechanisms. In maize, the
accumulation mechanism involves nondisjunction of the B chromosome that occurs during
second pollen mitosis, when the generative nucleus divides into two sperm cells. Due to
nondisjunction, B chromosomes are present only in one of the sperm cells. The sperm cell
containing B chromosomes has a tendency to preferentially fertilize the egg cell, increasing the
frequency of their transmission to the next generation.

The aim of this work was to determine the frequency of maize B chromosome
nondisjunction in B73US x B104 hybrids carrying 1 B chromosome. B chromosomes were
visualized using fluorescence in situ hybridization with B-specific oligo-probe derived from the
ZmB B-specific repeat in pollen grain nuclei. A total of 1 200 mature pollen grains were
analyzed. Based on the observation, the frequency of nondisjunction was determined to be

96,42 %.
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1 UVOD

V karyotype niektorych organizmov sa okrem Standardnych chromozémov vyskytuji aj
nadpocetné tzv. B chromozémy. B chromozémy predstavuju doplnkovy geneticky material
k standardnému genomu. Ich vyskyt sa preukazal aj u kukurici siatej Zea mays a to az
v rozmedzi 34 kopii (Kuwada, 1925; Randolph, 1941).

Napriek tomu, ze disponuju niekol’kymi unikétnymi vlastnostami sa B chromozémy
lisia od Standardnych chromozomov hlavne sposobom prenosu do d’alSich generacii. Typicka
je pre nich nemendelovské dedicnost’, v dosledku ¢oho je ich vyskyt zna¢ne variabilny v rdmci
populacie daného druhu (Jones, 1975). V priebehu svojej existencie si dokazali vytvorit
stratégie umoznujice im pretrvavat’ v populdcii. NajCastejSie sa jedna o tzv. ‘drive procesy
zahriiujiice proces nondisjunkcie (Jones, 1975). Nondisjunkcia sa chape ako dosledok
nerozdelenia sesterskych chromatid chromozému. U vic¢Siny rastlinnych druhov sa jej priebeh
pozoroval poc€as dozrievania sam¢ich gametofytov (Hasegawa, 1934; Roman, 1947). Kukurica
siata predstavuje doposial’ jediny znamy druh, u ktorého tento proces nastava v druhej pel'ovej
mitoze, kedy sa generativne jadro deli na dve spermatické bunky. Vysledkom tohto delenia je
tak nerovnomerny vyskyt B chromozémov v spermatickych bunkach (Roman, 1947). Bunka
nesuca B chromozém ma tendenciu k preferencnému oplodneniu a priblizne v 75 % pripadov
tak splynie s vajecnou bunkou, ¢o umozni jeho prenos do d’alSej generacie (Roman, 1948).

Nondisjunkcia B chromozému kukurice je podmienend dvoma faktormi — cis a trans.
Cis faktor predstavuje B-Specifickd repeticia ZmB v oblasti centroméry, trans faktor bol
identifikovany v dvoch oblastiach — v proximéalnom euchromatine a na distalnom konci dlhého
ramena chromozému (Jin ef al.,2005; Blavet et al., 2021). Molekularny mechanizmus procesu
je vsak stale nejasny. Stcasny vyskum sa preto zameriava na funkénu analyzu kandidatnych

génov, ktoré by mohli byt potencidlne zapojené do procesu nondisjunkcie.



2 CIELE PRACE

Cielom tejto diplomovej prace bolo pomocou metddy fluorescencnej in situ
hybridizacie na frakciach zrelych pelovych zfn stanovit' frekvenciu nondisjunkcie B
chromozému kukurice siatej Zea mays u hybridnej linie B73US x B104, ktora niesla vo svojom

karyotype 1 B chromozom.



3 LITERARNY PREHI’AD

31 Kukurica siata (Zea mays L.)

Podrla taxonomickej klasifikacie kukurica siata patri do cel'ade lipnicovité (Poaceae),
podc¢elade Panicoideae, kmena Andropogoneae. Na zaklade morfologickych a cytologickych
odli$nosti sa druh rozdel'uje na Styri poddruhy — Zea mays subsp. huehuetenangensis, Zea mays
subsp. parviglumis, Zea mays subsp. mexicana a Zea mays subsp. mays, pricom z vysSie
uvedenych poddruhov je jedine Zea mays subsp. mays domestikovany poddruh, zvy$né su
divoké bezne zname ako teosinty (Iltis a Doebley, 1980). Kukurica siata je teplomilna Cs
rastlina schopna rychleho rastu a vysokej produkcie biomasy. VzhI'adom na svoju prirodzena
adaptabilitu sa vyskytuje v tropickom, subtropickom aj v miernom pasme (Gwirtz a Garcia-
Casal, 2013).

Na zaklade archeologickych nalezov a fylogenetickych analyz sa predpoklada, Ze
domestikécia kukurice siatej zacala pred viac ako 9 000 rokmi na Gzemi dnesného Mexika,
v povodi ricky Balsas a neskor, vd’aka objaveniu Ameriky sa rozsirila do celého sveta (Piperno
a Flannery, 2001; Matsuoka et al., 2002). Kukurica siata dnes patri medzi pat najviac
pestovanych plodin na svete, pricom podla organizacie pre vyzivu a pol'nohospodarstvo (Food
and Agriculture Organization of the United Nations; FAO) sa v ramci celosvetovej produkcie

obilnin zarad’uje na prvi poziciu (www.fao.org).

3.1.1 Morfologicka stavba

Kukurica siata sa zarad’'uje medzi jednoro¢né travy, do vysky dorastd v priemere od 1,5
do 3 m. V zavislosti na pddnom zloZeni, vlhkosti a zasoleni pddy moéze vySka dosahovat’ az
dvojnasobok (Cook et al., 2005). Steblo kukurice siatej je vzpriamené, s uzlami a interndédiami,
listy vyrastaju zo stebla striedavo v dvoch radoch (obr. 1A) (Cook et al., 2005). Boli
zaznamenané rozdiely v pocte, velkosti a orientacii listov medzi jednotlivymi odrodami
kukurice, priCom odrody pestované v miernom podnebnom pasme maji v porovnani
s odrodami pestovanymi v tropickom podnebi vyrazne nizsi pocet listov (Esau, 1977). Listy su
prisadnuté s listovymi po§vami a charakteristické siibeznou Zilnatinou. Cepel listu ma vyrazné
stredné rebro, jej tvar je podlhovasto kopijovity. Dizka &epele sa pohybuje v rozpiti 30 az 90
cm, Sirka ¢epele dosahuje 1,5-12 cm (Cook et al., 2005).

Kvety st charakteristické tvorbou sukveti. Strapec, samcie sukvetie, je tvoreny z dvoch
typov klaskov — stopkového a prisadnutého (obr. 1B). Na baze kazdého klasku na nachadzaji

dve plevy. Samci kvet je tvoreny plevicou a plievockou. Z pazuchy listov vyrastd samicie


http://www.fao.org/

kvetenstvo, 2—5 cm hruby klas tzv. palica, ktora je obalena poSvami listencov (obr. 1B). Palica

sa skladd z mnoho obiliek, kedy obilky st usporiadané do viacerych radov. Na jej vrchole sa

nachddza stubor ¢neliek a blizien (Smith ez al., 2004).

A

Palica

Obrazok 1 Kukurica siata (Zea mays L.) A — schéma celej rastliny. Modifikované z: Ibrahim et al ., 2018, B — Detail sam¢ieho

(strapec) a samicieho (palica) kvetenstva. Modifikované z: https://herbar.albumy.biz

3.1.2 Vyuzitie kukurice siatej

Kukurica siata je jednou z najstarSich obilnin a zarovei jednou z najviac produkovanych
druhov plodin s celosvetovym medziroénym vynosom pohybujicim sa v priemere viac ako
jednej miliardy tony, pricom medzi najvaésich producentov sa zarad'uju Spojené Staty, Cina

a Brazilia (www.fao.org/faostat).

Konkrétne vyuzitie kukurice siatej sa vzt'ahuje na jednotlivé regiony. V oblasti
rozvojovych krajin Afriky a Juznej Ameriky predstavuje vyznamny zdroj obzivy pre tamojsie
obyvatel'stvo (Ranum et al., 2014). V rozvinutych krajinach je spotreba obyvatel'mi okrajova.
Primarne sa pestuje ako krmivo pre hospodarsku zver, a to prevazne vo forme zrna a siléze.

Svoje uplatnenie nachddza aj v potravinarskom a spracovatel'skom priemysle, kde sa


http://www.fao.org/faostat

spracovava na rozne produkty zahrilujuce napriklad olej, kukuriény Skrob, sirup, biopaliva
(vratane bioetanolu) a mnoho d’alSich (Ranum et al., 2014).

VyuZitie sa nevztahuje iba na konzumnu a spracovatel'skl sféru. Velky zaujem o tlto
plodinu javi aj vedeckd komunita. Za posledné storoCie sa stala jednym z poprednych
modelovych organizmov sluziacich pre vyskumné tucely v oblasti vyvojovej genetiky,

cytogenetiky a genomiky (Page ef al., 2001; Strable a Scanlon, 2009; Huang et al., 2016).

3.1.3 RozmnoZovanie kukurice siatej a vyvoj samcieho gametofytu

Kukurica siata sa vyznacuje pritomnost'ou jednopohlavnych kvetov, kedy oba typy su
pritomné na jednom jedincovi (Ibrahim et al., 2018). Zarad’'uje sa medzi cudzoopelivé rastliny,
pricom pre uspesné opelenie a naslednu tvorbu semien je potrebny prenos pelu na blizny
piestika (Doebley, 2004). Po opeleni sa vytvaraja semena, ktorych sfarbenie podlieha znacnej
variabilite (Coe et al., 1988).

Pel’, sibor pel'ovych zfn, sa vytvara v prasniku, ktory je sucast’ou samc¢ieho pohlavného
organu — ty¢inky (Simpson, 2019a). Prasnik je tvoreny dvoma parmi pelovych komorok,
pricom kazdy par vytvara pelovy vacok inak nazyvany aj theca (Simpson, 2019b).

Samotny vyvoj pel'u (mikrosporogenéza) mozno charakterizovat’ niekol’kymi Stadiami.
U kukurici siatej boli jednotlivé vyvojové Stadia podrobne prestudované a zdokumentované
(Chang a Neuffer, 1989). Na zaklade pozorovanych cytologickych zmien v priebehu vyvoja
pel'u bolo definovanych celkovo pat’ stadii: Stadium meiocytu (obr. 2A), Stadium tetrady (obr.
2B), jednojadrové Stadium (obr. 2C), dvojjadrové Stadium (obr. 2D) a trojjadrové Stadium

zrelého pel’u (obr. 2E) (Chang a Neuffer, 1989; Begcy a Dresselhaus, 2017).

Tetrada Jednojadrové o Dvojjadrové Trojjadrové
. Stadium Stadium Stadium

Obrazok 2 Jednotlivé vyvojové §tadia pelového zrna u kukurici siatej Zea mays. A — Meiocyt, B — Tetrada, C — Jednojadrové

§tadium, D — Dvojjadrové $tadium, E — Trojjadrové stadium. Mierka = 10 pm. Modifikované z: Begcy a Dresselhaus, 2017

Pociato¢nym krokom v samcej gametogenéze je dozrievanie materskych buniek pel'u
(PMC) do stadia meiocytov, ktor¢ st charakteristické hustou cytoplazmou, jadrom
lokalizovanym v strede bunky a bez pritomnosti vakuol (Chang a Neuffer, 1989). Nasleduje
sled” dvoch meiotickych deleni vedtce k vytvoreniu tetrad haploidnych buniek. Z tohto Stadia

sa za posobenia enzymu kaléza, produkovany bunkami prasnika (fapetum), uvoltiuju jednotlivé



haploidné mikrospéry s pomerne tenkou bunkovou stenou (Chang a Neuffer, 1989;
McCormick; 1993). Pred d’alsim delenim sa mikrospory podrobuju vyraznej vnutrobunkove;j
reorganizacii. Bunkova stena zac¢ina hrubnut’ a dochadza k vzniku mensich vakuol, ktoré neskor
davaju za vznik jednej, centralnej vakuole, ¢o ma za nasledok zmenu lokalizacie jadra smerom
k periférii bunky (Chang a Neuffer, 1989).

Nasledne podliehaji dvom po sebe nasledujucim mitotickym deleniam tzv. pelovym
mitozam. Vysledkom prvej pel'ovej mitdzy je dvojjadrové Stddium pel'u. Vzhl'adom na to, ze
sa jednd o asymetrické delenie, vznika tak vel'ké jadro vegetativne a menSie generativne (Chang
a Neuffer, 1989). V tomto Stadiu sa generativne jadro presuva k zarodocnému poélu a nasleduje
druhd pelovd mitéoza — delenie generativneho jadra. Td4 obecne moéze mat dve rozne
nacasovania. Druha pel'ova mitdza moze prebehnut’ eSte v rdmci dozrievania pel'u v praSnikoch
— pripad kukurice. Trojjadrové §tadium, reprezentujice zrely pel’, obsahuje jedno vegetativne
jadro a dve spermatické bunky (Chang a Neuffer, 1989). Druha moZnost’ nastava vtedy, ked’
rozdelenie generativneho jadra prebieha az neskor v pel'ovej trubici, kedy pel’ zacne klicit’, ako
priklad mozno uviest’ rastlinny druh Annona cherimola (Lora et al., 2009; Simpson, 2019a).

Zrely pel kukurice siatej mé charakteristicky gulovity tvar a bunkova stena je
modifikovand na tvrdSiu vonkajSiu vrstvu — exin, pozostavana zo sporopolleninu a tenke;j
vnutornej vrstvy intinu (Chang a Neuffer, 1989; McCormick, 1993).

Kv6li dlhodobému vedeckému zaujmu bolo nevyhnutné identifikovat’ jednotlivé Stadia
vyvoja pelu v priebehu vegetativneho vyvinu rastliny. U kukurice siatej su uzito¢nymi
ukazovatelmi konkrétnych $tadii poloha strapca a dizka prasnika (Chang a Neuffer, 1989).
Pocas vyvinu kukuri¢ného strapca, odohravajuci sa vo vnutri stonky, su pelové zrnd v nezrelych
Stadiach. V cCase kedy sa strapec nachadza na vrchole stonky, prasniky obsahuju uz zrelé
Stadium pel'u (Bonnett, 1954). Skvelou metddou mapujicu vyvoj nezrelého pel'u je tzv. ‘The
leaf collar method®, ktord uz je rutinne pouzivana na definovanie vegetativnych Stadii kukurice
(obr. 3) (Abendroth et al., 2011; Begcy a Dresselhaus, 2017). U tejto metody je vegetativne
Stddium uréené na zdklade poctu pritomnych listovych golierov na baze listovych cepeli
(Abendroth et al., 2011). Pociato€ny krok vo vyvoji pelu reprezentovany pritomnost'ou
materskych pelovych buniek (PMC) nastava uz vo vegetativnom §tadiu V8, stadid V9 az V12
predstavuju obdobie dozrievania PMC atvorbu tetrdd haploidnych buniek. Bunkova
reorganizacia mikrosporov bola zaznamenana v §tadiach V13 a V14. Dvojjadrovy pel sa
nachadza v Stadiach V15 a V16. Vegetativne Stadium V17 je charakteristické uz pritomnym

zrelym trojjadrovym pel'om (obr. 3) (Begcy a Dresselhaus, 2017).
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Obrazok 3 Vyvoj pel'u inbridne;j linie kukurice siatej B73US sledovany metédou ‘The leaf collar method‘. Schéma znazoriuje

vyvoj nezrelého pel'u pocas jednotlivych vegetativnych stadii. Modifikované z: Begcy a Dresselhaus, 2017

3.2 B chromozémy

U niektorych organizmoch sa okrem genetického materidlu reprezentovaného
Standardnymi “A*“ chromozdémami mozu vyskytovat' aj nadbytocné chromozomy tzv. B
chromozdémy. Ich vyskyt je znacne variabilny a to v rdmci populacii daného druhu, a taktiez aj
v ramci jednotlivych pletiv, respektive tkaniv jedného jedinca (Jones a Rees, 1982; Beukeboom,
1994).

Od doby ich prvej zmienky od roku 1907 kedy sa ich existencia preukazala u hmyzu
rodu Acanthocephala, boli objavené v genomoch 2 951 druhov organizmov (Gutiérrez et al.,
2023). V rastlinnej ri$i boli B chromozémy prvykrat pozorované v 20. rokoch minulého
storocia v razi Secale cereale a kratko na to sa ich vyskyt preukazal v kukurici siatej (Gotoh,
1924; Kuwada, 1925). Pojem “B chromozém* prvy raz pouzil L. F. Randolph v suvislosti s ich
identifikaciou v kukurici siatej. Do toho €asu sa oznaCovali ako nadpocetné chromozomy
(Longley, 1927; Randolph, 1928).

Napriek ich objavu pred viac ako storo¢im, B chromozémy neustale podliehajt Studiam,
ktorych cielom je odhalit’ a objasnit’ ich unikatne vlastnosti ako su morfologia, vplyv na
fenotyp jedinca, d6za génov a ich spdsob prenosu do d’alSich generacii (Su et al.,2018; Chen et

al., 2022).

3.2.1 Morfolégia B chromozémov
Jednym z charakteristickych znakov nadpocetnych chromozémov je ich morfologia.

Vel'mi Casto sa liSia svojou velkostou a mierou kondenzéacie chromatinu (Jones, 1995).



Vzhladom na tGto skutocnost’ maji tendenciu byt Casto odliSiteIné od Standardnej sady
chromozémov. Zaujimavym zistenim je, ze nie vSetci jedinci v ramcei druhu vzdy disponuji
morfologicky totoznymi B chromozoémami. Bol preukdzany Strukturalny polymorfizmus, ktory
je pomerne casty (Jones, 1995). Vyskyt viacerych variant v populacii preto nie je vynimkou.
Ako priklad moZzno uviest’ pazitku Allium schoenoprasum, u ktorej sa identifikovalo celkovo
devit’ variant B chromozdémov, priCom vyslednym zistenim bola pritomnost’ prevladajiicej
telocentrickej formy (Bougourd a Parker, 1979).

V prevaznej vicSine druhov, u ktorych st dostupné informacie o ich pritomnosti,
B chromozémy vykazuju v porovnani s A chromozémami mensiu vel'kost’ (Battaglia, 1964;
Jones et al., 1991). Téav priemere nedosahuje viac ako tri Stvrtiny velkosti najmensieho
A chromozému (Jones, 1995). Podobna velkost’ s A chromozdémami byva skor nezvyc€ajna, aj
napriek tomu existuju zastupcovia zo zivoc¢isnej riSe ako napriklad ryby druhov Astyanax
scabripinnis a Rutilus rutilus, ktorych B chromozémy si velkostou zrovnatelné so
Standardnymi chromozémami (Ziegler et al., 2003; Castro et al., 2015). Z rastlinnych zastupov
mozno uviest’ druhy ako psiarka Alopecurus myosuroides alebo klarkia Clarkia elegans (Lewis,
1951; Sieber a Murray, 1981).

U druhu ryby Alburnus alburnus, u ktorej sa objavili dve formy B chromozémov, sa oba
typy vyznacuji znacne rozdielnou velkost'ou oproti A chromozdémom, pricom sa povazuji za
doteraz najvicsSie nadbytocné chromozoémy, aké boli objavené u stavovcov (Ziegler et al.,
2003). Na druht stranu, v rastlinnej riSe nie je doposial’ zdznam o vyskyte B chromozému,
ktory by svojou velkost'ou prekonal vel'kost’ Standardnych chromozémov (Jones, 1995).

V minulosti sa B chromozémy povazovali za striktne heterochromatické (Battaglia,
1964). Postupnym objavovanim tychto elementov u d’al§ich druhov sa zistuje, Ze miera
kondenzacie chromatinu je variabilnd. U ZivociSnych druhov prevldda zastipenie
heterochromatickych B chromozémov (Jones, 1995). U rastlinnych druhov je pomer zastupenia

vyskytu heterochromatickych a euchromatickych B chromozémov rovnaky (Jones, 1975).

3.2.2 Vplyv B chromozomov na fenotyp

Obecnym faktom v rdmci bioldégie B chromozémov je, ze nie s nositel'mi ziadnych
génov, ktoré by boli esencialne pre svojho hostitel'a, a preto nie st nevyhnutné pre jeho rast
a vyvoj. V dosledku toho dostali privlastky ako sebecké az parazitické elementy (Houben,
2017). Fenotypovy prejav spojeny s ich pritomnost’ou byva druhovo $pecificky a do istej miery
zavisi od poctu B chromozémov vyskytujucich sa v bunkéch (Houben ef al., 2014). Treba brat’

na vedomie, Ze tolerancia buniek na pritomnost’ B chromozémov je zna¢ne druhovo Specificka.



Vo vicsine pripadov ma vyskyt menSieho poc¢tu v organizme bud’ minimalny, pripadne az
nulovy fenotypovy prejav, zatial’ ¢o vysoké pocty mozu byt letalne a nepriaznivo ovplyvitovat’
rozne aspekty vitality a fertility (Bougourd a Parker, 1979; Camacho et al., 2000).

V populacidch razi Secale cereale sa B chromozomy vyskytuju bezne rozmedzi 2—4
kopii bez znamok negativneho vplyvu na jedinca (Jones, 1976). S ich vzrastajiicim poctom sa
vSak prejavuje napadné znizenie vitality jedinca (obr. 4a). U rastlinného druhu mnohostetu
Aegilops speltoides sa pozoroval vplyv pritomnosti r6znych poctov B chromozdémov a ich
dopad na zivotaschopnost’ pelovych zin (Jones, 2008). Vo vysledku nema nizky pocet takmer
ziadny negativny vplyv, avSak pribudajuci pocet nadpocetnych chromozomov vedie prakticky
k sterilite jedinca (obr. 4b) (Jones, 2008).

U druhu skorocelu Plantago coronopus sanegativne t€inky prejavuji uz pri pritomnosti
jedného B chromozému, ¢o ma za nasledok znacny pokles samcej fertility (Paliwal a Hyde,
1959). Do kontrastu mozno uviest’ rastlinny polyploidny druh Pachyphytum fittkaui, u ktorého
sa zistil doteraz najvyssi pocet B chromozémov a to v pocéte 50, kedy ani pri tak vysokom
mnozstve v bunke neboli u jedincov preukazané fenotypové prejavy (Uhl a Morgan, 1973).

Otazkou ostava, ¢i v tomto pripade polyploidita zohrava ulohu obranného mechanizmu voci tak

Obrazok 4 Negativny vplyv pritomnosti B chromozémov na vitalitu rastliny. a — U razi Secale cereale s pribudajucim poctom
B chromozémov dochadza k znizeniu vitality jedinca; b — Pel’ mnohostetu Aegilops speltoides starbeny fluorescein diacetatom
a propidium jodidom. Zlto sfarbené pelové zrnd st Zivotaschopné, Serveno sfarbené st neZivotaschopné. Prevzaté z: Jones et

al., 2008



Jednym z najpozoruhodnejsich aspektov B chromozémov je spdsob, akym sa ich pocet
1i§i medzi jedincami v populacii, pripadne medzi pletivami daného jedinca (Camacho, 2005;
Ruban et al., 2020). Za hlavny dovod rozsiahlych numerickych rozdielov v distribucii B
chromozémov sa povazuje nemendelovsky typ dedi¢nosti (Jones, 1975). B chromozomy
niektorych druhov naviac vykazuju nestabilitu, ¢o vedie k ich eliminécii v Specifickych
pletivach (Medelson a Zohary, 1972).

Hoci nestabilita B chromozomov v pletivach bola pozorovana u priblizne 30 rastlinnych
druhov, len u par z nich sa vykonali podrobnejSie vyskumy, ktoré by zodpovedali otdzku
tykajucej sa jej priciny (Jones, 1975; Ruban et al., 2020). Jednym z prestudovanych pripadov
je mnohostet Aegilops speltoides (Mendelson a Zohary, 1972). U mnohostetu Aegilops
speltoides sa konStantny vyskyt B chromozémov preukdzal iba v nadzemnych Castiach rastliny.
Avsak, podliehaju eliminacii v koreiovom meristéme uz v ranom S§tddiu embryonalneho
vyvoja, v dosledku coho absentuju v koreiiovom systéme v zrelom vegetativnom §tadiu rastliny
(Mendelson a Zohary, 1972; Ruban ef al., 2020). Proces eliminécie je v tomto pripade cieleny
a prisne riadeny (Ruban et al., 2020). Cielend elimindcia B chromozémov v Specifickych
pletivach by mohla predstavovat’ sposob, ako minimalizovat’ ich potencialne negativny vplyv

na organizmus (Rajpal et al., 2023).

3.2.3 Sekven¢né zloZenie B chromozomov

Mnoho desatroci prevladala dogma jasne definujuca zlozenie B chromozdémov iba
z repetitivnych sekvencii, kvoli comu sa dlhu dobu povazovali za transkripne neaktivne
elementy (Houben et al, 2017). AvSak vd’aka modernym pristupom ako je sekvenovanie
a bioinformatické analyzy sa pomaly odhal'uje ich skuto¢na povaha (Ahmad et al., 2020).

Vdaka doposial vykonanym sekvencnym analyzam naprie¢ réznymi zivociSnymi
a rastlinnymi druhmi sa identifikovalo niekol’ko typov sekvencii nachadzajucich sa na B
chromozdémoch. Vo v§eobecnosti tieto analyzy poukazuji na vyrazné zastiipenie repetitivnych
sekvencii, ¢1 uz tandemovo usporiadanych ako je satelitnda DNA, alebo mobilnych genetickych
elementov, z ktorych najCastejSie st pritomné retrotranspozony, elementy SINE a LINE
(Klemme et al., 2013, Milani et al., 2021). Aj napriek tomu, Ze sa dlht dobu povazovali za
geneticky inertné, novodobé Studie priniesli nové poznatky, ktoré okrem prevladajticich
repetitivnych sekvencii poukazuji taktiez na pritomnost’ pseudogénov, génov pre nekodujuce
RNA a mnoZzstvo Struktirnych génov kodujice proteiny (Ahmad a Martins, 2019; Blavet et al.,
2021).
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Je potrebné zdoraznit’, ze tieto Struktirne gény zohravajii vyznamnu Ulohu v riadeni
prenosu B chromozoémov do dcérskych buniek. Jedna sa prevazne o gény posobiace v ramci
bunkového delenia a bunkové cyklu (Valente et al., 2014) Vyskumy sa zameriavaju hlavne na
druhy ryb z ¢el'ade Cichlidae, pricom sa odhalilo zapojenie niekol’kych Struktirnych génov do
organizacie mikrotubulov a Struktiry kinetochoru, ¢o ul'ahCuje prenos B chromozomov
(Valente et al., 2014). Podobné vyskumy ohl'adom objasnenia prenosu B chromozdémov je
taktiez mozné najst’ aj u rastlinnych druhov, avSak miera o povedomi je mensia. Podrobnejsia
analyza sa vykonala urazi Secale cereale, uktorej sa B chromozém podiela na regulécii
nondisjunkcie v priebehu prvej pelovej mitdézy (Carchilan et al., 2007). Na konci dlhého
ramena chromozomu bola identifikovand nondisjunkéna kontrolnd oblast (NCR). V tejto
oblasti sa nachadzaju dve rodiny transkripéne aktivnych B-Specifitkych repetitivnych sekvencii
D1100 a E3900 (Sandery et al., 1990; Blunden et al., 1993). NCR ovplyviuje kohéziu
pericentromerickych oblasti na chromozomoch, vjej pritomnosti nedojde k rozdeleniu

chromatid (Endo et al., 2008; Banei-Moghaddam et al., 2012).

3.2.4 Akumula¢né mechanizmy B chromozémov

B chromozémy sa liSia od Standardnych chromozémov hlavne spésobom prenosu do
d’alSich generdcii, ¢im st schopné sa udrziavat’ v populaciach aj napriek svojej nahraditel'nosti.
Typickéd je pre nich nemendelovskd dedicnost’ (Jones, 1975). Pocas svojej existencie si B
chromozémy vytvorili stratégie, umoziujice im pretrvavat’ v populacii. Tie sa obecne oznacuju
ako akumula¢né mechanizmy, najCastejSie sa jedna o tzv. ‘drive’ procesy. Podl'a nacasovania
kedy k nim dochddza, mozno identifikovat’ tri typy: premeioticky, meioticky a postmeioticky
(Jones, 1975).

Premeioticky akumula¢ny mechanizmus sa prvy raz potvrdil u kobylky Calliptamus
palaestinensis (Nur, 1963). Pocas tohto mechanizmu B chromozémy vykazuji nondisjunkciu.
Nerozdelené chromatidy prednostne smeruji k polu bunky, zktorého vznikaji bunky
zarodocnej linie. PoCet B chromozomov je v priemere vyssi nez povodny pocet v zygote (Nur,
1963).

Meioticky akumula¢ny mechanizmus sa vyskytuje prevazne u zivociSnych druhov
(Lopez-Ledn et al., 1991). Sami¢i meioticky akumulaény mechanizmus je v tomto pripade
najbeznejSim sposobom prenosu (Camacho, 2005). V dosledku asymetrie vretienka
v metafaze I meiotického delenia primarneho oocytu, B chromozém prednostne migruje
k zivotaschopnému polu bunky, ktory dava vznik sekundarnemu oocytu (Hewitt, 1976).

U rastlin nie je tento spdsob prenosu prili§ frekventovany, avSak pozorovany bol. U rastlinného
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druhu brezy Briza humilis sa vyskytuju dva typy B chromozdému, ktoré sa odliSujii svojou
vel'kost'ou (Murray, 1984). Frekvencia prenosu jednotlivych typov sa odlisuje, priCom prvy typ
— B (large) vykazuje mechanizmus nondisjunkcie v priebehu meiozy. U druhého typu — BS
(small) je frekvencia prenosu nizka a nondisjunkcia nebola doposial’ zdokumentovana (Murray,
1984).

NajcastejSim akumulaénym mechanizmom u rastlin je postmeioticky drive. Ten sa
vyskytuje v priebehu dozrievania gametofytov pocas pelovych mitdéz (Camacho et al., 2000).
Existuju dva scenare prenosu prostrednictvom tohto mechanizmu. Prvy typ tohoto
akumulacného mechanizmu bol prvykrat preukazany u razi Secale cereale, kedy za akumulaciu
B chromozoémov je zodpovedna nondisjunkcia B chromozému v anafaze prvej pel'ovej mitozy
anaslednd prednostna migracia oboch nerozdelenych chromatid B chromozému do
generativneho jadra (obr. 5A). Vysledkom je pritomnost B chromozému v oboch
spermatickych bunkach, vd’aka comu zvysuju frekvenciu svojho prenosu do d’alSej generacie
(Hasegawa, 1934).

Dalsi pripad sa doteraz zaznamenal iba v kukurici siatej Zea mays, kedy k nondisjunkcii
dochéadza v druhej pelovej mitoze, ¢oho dosledkom je vyskyt nadpocetného chromozému iba
v jednej spermatickej bunke (obr. 5B) (Roman, 1947). Zvyhodneny prenos do d’alSich generacii
je zéavisly od prednostného oplodnenia vajenej bunky spermatickou bunkou nesticu B
chromozom. Tento jav sa nazyva preferencné oplodnenie. Jednd sa tak o komplexny
akumulaény mechanizmus, ktory vyuzivaju B chromozémy kukurice. Vzhl'adom na to, Ze
vysledkom nondisjunkcie je nerovnomerny vyskyt B chromozému v spermatickych bunkéch,
by v pripade neexistencie tohto akumulaéného mechanizmu bola 50% pravdepodobnost
elimindcie B chromozému. Pri preferencnom oplodneni spermatickd bunka nesuca B
chromozém teda prednostne oplodni vaje¢ntl bunku a to priblizne v 75 % pripadov (Roman,
1948). Existencia preferencného oplodnenia je tak nutnou sucastou akumulacného

mechanizmu u B chromozému kukurice.
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Obrazok 5 Schéma znazorfiujuca nondisjunkciu B chromozému pocas dozrievania saméich gametofytov. A — V pripade
nondisjunkcie v prvej pelovej mitdéze obe spermatické bunky obsahuju B chromozém, B — V pripade nondisjunkcie pocas
druhej pelovej mitdzy sa B chromozém nachadza iba v jednej spermatickej bunke. Modifikované z: Jones et al., 2008

3.2.5 B chromozom kukurice siatej

Prvé pozorovanie B chromozému kukurice siatej uskuto¢nil Y. Kuwara uz v 20. rokoch
minulého storoCia (Kuwada, 1925). Od toho c¢asu sa ich vyskyt preukazal vo viacerych
odrodach — Zea mays var. rugosa, Zea mays var. amylacea a Zea mays var. everta a v teosinte
Zea mays subsp. mexicana (Longley, 1927; Kozhuchov, 1933; McClintock, 1981). V porovnani
s inymi druhmi vykazuje kukurica pomerne vysoku toleranciu na pritomnost’ nadpocetnych
chromozomov. Najvyssi pocet aky bol doposial’ zaznamenany je 34 kopii v bunke (Randolph,
1941). Fenotypovy prejav jedinca Ciastocne suvisi s poctom B chromozémov (Stark et al.,
1996). VyraznejSie prejavy sa pozorovali u 15 aviac kopii B chromozémov a s ich
pribudajucim poctom dochadza postupe k zniZzovaniu vitality a fertility jedinca, pricom sa
taktieZ zaznamenala aj produkcia defektnych semien (Randolph, 1941).

V ramci morfologie bol doposial identifikovany jediny variant B chromozdému.
Morfologicky sa jedna o akrocentricky chromozém a v porovnani so Standardnymi
chromozémami je velkostne rovnaky ako najmensi A chromozém (obr. 6) (Randolph, 1925).
Tento akrocentricky chromozom moze prechadzat’ r6znymi morfologickymi zmenami. V
ranych Stadiach sa identifikoval vyskyt tzv. derivatov B chromozému. Vznik derivatov sa

pripisuje zlomom na konkrétnych miestach chromozému, priCom sa charakterizovali celkovo
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Styri typy derivatov — C, D, E aF. Kazdy znich vykazoval pribliZzne rovnaka frekvenciu

prenosu ako akrocentricky B chromozom (Randolph, 1941).

Obrazok 6 Metafazne chromozomy kukurice siatej Zea mays referencnej linie B73US s 12 B chromozémami
(2n=2x=20+12B). Sipky oznalujii B chromozémy s B-§pecifickou sondou ZmB (Eerveno). Chromozémy st farbené DAPI

(modro). Zdroj: Karafiatova et al., nepublikované

3.3 B chromozém kukurice siatej ako model pre Stidium biolégie nadpocetnych
chromozémov
Vzhl'adom na celosvetovy vyznam kukurice je miera povedomia o B chromozome
vyrazne vyssia nez u ostatnych druhov. Hoci vyskumy trvaji uz takmer storocie, posledné roky
bol podrobeny mnohym molekuldrnym S§tididm, ktorych zdmerom bolo poskytnut’
podrobnejsie informacie o povode, evoltcii, dedicnosti a funkcii B chromozomu (Marques et

al.,2018; Blavet et al., 2021).

3.3.1 Cytologicka charakterizacia a kvantifikacia B chromozému kukurice
Skoré vyskumy B chromozému kukurice, ktoré vyuzivali cytologické pristupy objasnili
otazky tykajuce sa jeho morfologie, organizacie chromatinu a zaroven stanovili vlastnosti
poOsobiace na jeho udrziavanie v populacii (McClintock, 1933; Randolph, 1941; Roman, 1947).
Prvé poznatky vychadzali z klasického farbenia chromozémov, ¢o umoznilo ich
vizualizaciu (McClintock, 1933). Neskor bola vyvinutd metdda prazkovania tzv. ‘banding’,
vd’aka ktorej uz bolo mozné ziskat’ podrobnejsie informacie oh'adom chromatinového zloZenia

chromozoému a identifikovat’ tak heterochromatinové a euchromatinové oblasti B chromozému
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(Carlson, 1978). Miera kondenzicie chromatinu B chromozému nie je rovnomerna.
Nadpocetny chromozom disponuje jednak euchromatinovymi, tak aj heterochromatinovymi
oblastami, pricom prevladajicu ¢ast’ tvori prave heterochromatin (Carlson, 1978). Chromozém
pozostava z kratkeho ramena, centroméry a dlhého ramena, pricom za centromerickou oblast’ou
sa nachadzaju dva bloky proximalneho euchromatinu (PE1 a PE2), za ktorymi nasleduju Styri
distalne heterochromatinové bloky (DH1, DH2, DH3 a DH4) (Birchler a Yang, 2021). Koniec
dlhého ramena je tvoreny distadlnym euchromatinom (DE) (obr. 7) (Birchler a Yang, 2021).
Neskor sa pre vizualizdciu a stanovenie poctu B chromozému u kukurici zacali
vyuzivat’ cytogenetické metddy zalozené na sekvencii (Shi et al., 1996; Rusche et al., 1997).
Jednou z nich je fluorescencna in situ hybridizacia (FISH) (Langer-Safer et al., 1982). Metdda
umoziuje detekciu Specifickych sekvencii na interfaznom jadre ¢i chromozdémoch pomocou
fluorescencne znacenych sond. Sondy st najcastejSie odvodené z repetitivnych sekvencii
lokalizovanych na B chromozomoch (Alfenito a Birchler, 1993; Stark et al., 1996). Tato metoda
je vSak pracna a ¢asovo naro¢nd. Pre B chromozém kukurice bola vyvinuta alternativna metdda
pre urcenie poctu kopii, ktord je zalozena na PCR. Droplet-digital PCR (ddPCR) predstavuje
moderny a efektivny pristup, ktory je mozné vyuzit pre kvantifikdciu B chromozémov (Svacina
etal.,2023). Princip ddPCR spociva v rozdeleni PCR reak¢nej zmesi do niekol’ko tisic kvapiek,
kedy v kazdej kvapke prebieha PCR reakcia. Vd’aka tomu je kvantifikacia vel'mi presna. V tejto
metode su vyuzivané dve TagMan sondy — jedna na referencny lokus a druhé na ciel'ovy lokus

(Svadina et al., 2023).

3.3.2 Analyza sekvencie B chromozomu kukurice

Komparativne analyzy sekvencii medzi A a B chromozémami poukézali na
vnutrodruhovy povod B chromozému (Viotti ef al., 1985). V sekvencii B chromozému sa
identifikovali repeticie bezne sa nachadzajuce na A chromozémoch a B-Specifické repeticie
typické iba pre dany chromozém (Alfenito a Birchler, 1993). Tieto B-Specifické repeticie su
lokalizované pozdiz celého chromozoému. Konkrétne sa jedna o tri typy repetic. Prvou z nich je
CL-1 repeticia o dizke ~1500 bp, ktorej vyskyt sa zaznamenal v prvych troch blokoch
distalneho heterochromatinu (Cheng a Lin, 2004). Dalsia — StarkB, velkostne najvicsia
(22 kbp) sa nachadza na tretom a Stvrtom distdlnom heterochromatinovom bloku (Lamb et al.,
2007) Sekvencna analyza odhalila odvodenie repeticie StarkB od sekvencii, bezne sa
nachadzajucich v gendme kukurice siatej ako aj zo sekvencii Specifickych pre B chromozém

(Lamb et al., 2007) V porovnani s ostatnymi repeticiami vykazuje zmeny vo svojich kopiach
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v dosledku inzercii, delécii, duplikacii a jednonukleotidovych polymorfizmov (Lamb et al.,
2007).

B chromozém $pecificky element ZmB predstavuje treti typ repeticie. Jeho dizka je
~1400 bp a nachadza sa v oblasti centroméry a na distalnom konci dlhého ramena chromozému
(Alfenito a Birchler, 1993). Spolu s d’al§imi dvoma typmi repetic, ktorych sekvencie sa nasli aj
v centromérach A chromozémov — CentC a retrotranspozon CRM, tak tvori 700kbp velka
doménu centroméry. Klastre elementu CentC sa okrem vyskytu v centromére nachadzaji na

dlhom ramene B chromozému (Lamb et al., 2005; Blavet et al., 2021).

BSBCPH PE DH1-4 DE
N B 1 l W l | J lﬁ

> 1t <L I o=

=B repeticia = CentC =CRM2 ~Uzol «TAG

Obrazok 7 Schematické zobrazenie B chromozému kukurice siatej v pachytene meidézy. Chromozom je rozdeleny na kratke
rameno (BS), centroméru (BC), proximalny heterochromatin (PH), dva bloky proximalneho euchromatinu (PE), Styri bloky
distalneho heterochromatinu (DH1-DH4) a distadlny euchromatin (DE). B-$pecifické repeticie ZmB, repeticia CentC,
retrotranspozon CRM2, repeticie knob a klaster mikrosatelitov TAG st oznatené farebne pozdiz chromozému. Modifikované

z: Blavet et al., 2021

Pericenromericku oblast’ tvori tzv. gombik (ang. knob). Tato oblast’ pozostava z dvoch
tandemovo usporiadanych jednotiek dlhych 180 bp a 350 bp (TR-1) (Peacock et al.,1981; Hsu
et al., 2003). Analyzy poukézali na ¢iastocni homologiu medzi tymito jednotkami, pricom je
mozné, ze TR-1 sa vyvinula z 180bp dlhej jednotky ako vysledok duplikacie a divergencie
(Ananiev et al., 1998). Ciastoéna homoldgia sa preukazala aj medzi B—3pecifickou ZmB
a 180bp jednotkou gombika (Page ef al., 2001).

Velkost sekvencie B chromozdému sa odhadla na priblizne 125,9 Mbp a v porovnani so
sekvenénymi udajmi, ktoré boli doposial’ publikované u inych B chromozémov — razi Secale
cereale (~580 Mbp) a ciroku Sorghum purpureosericeum (~421 Mbp) predstavuje tak vyrazne
mensi chromozom (Martins et al., 2012; Karafiatova et al., 2021; Blavet et al., 2021). Priblizne
60 % sekvencii nadpocetného chromozému je reprezentovanych transponovatelnymi
elementami (TE) (Blavet et al., 2021). Analyza umoznila identifikovat’ celkovo 42 roznych TE,
z ktorych najrozsirenejSie zastipenie mali retrotranspozony LTR z nadrodin gypsy a copia
(Blavet et al., 2021). Pomocou analyzy sa detegovala organelova DNA pochadzajica
z mitochondrii a plastidov o vel'kosti ~712 kbp, €o predstavuje priblizne 0,6 % geneticke;j
informacie chromozoému (Blavet et al., 2021). Mitochondridlna DNA sa nachadzala prevazne

v oblasti proximalneho euchromatinu a v distalnej oblasti dlhého ramena B chromozému.

16



Zastapenie chloroplastovej DNA je relativne malé a predstavuje priblizne 67 kbp (Blavet et al.,
2021).

Podrla najnovsich informacii sa v sekvencii nachadza celkovo 758 protein-kodujtcich
génov, a z ktorych vzniké 3 504 transkriptov. Mnoho z tychto génov ovplyviluje expresiu génov
na A chromozémoch. Dalie zohravaji déleziti ulohu v bunkovom deleni a bunkovom cykle,
¢o zabezpecuje zachovanie B chromozému (Hong et al., 2020; Blavet et al., 2021).

Stadia tak priniesla cenné poznatky o §trukture, zloZeni a génovej expresie
nadpocetného chromozému, priCom spochybiiuje prevladajici ndzor o jeho genetickej
inertnosti a poukazuje na jeho transkripcne aktivne prvky (Blavet ef al., 2021).

Jednym zo skvelych genetickych nastrojov, pomocou ktorého bolo mozné urcit’ mnohé
vlastnosti B chromozému kukurice siatej sa povazuju B-A translokacie. Tie predstavuju
vzajomni vymenu casti medzi B chromozémom a Standardnym chromozémom. Bolo
vytvorenych mnoho B-A transloka¢nych linii, na zéklade ktorych bolo mozné ziskat’ prvé
poznatky o genetickej podstate nondisjunkcie (Sheridan a Auger, 2006). Podmienkou priebehu
nondisjunkcie je pritomnost’ dvoch faktorov — cis a trans faktora (Ward, 1973; Lin, 1978;
Blavet et al., 2021). Nondisjunkcia sa chape ako dosledok neschopnosti rozdelenia sesterskych
chromatid chromozomu. Cis faktor, v tomto pripade B-Specificka repeticia ZmB nachadzajuca
v oblasti centroméry, hrd zédsadnu ulohu v adhézii chromatid (Jin et al., 2005; Carlson, 2009).
Trans faktor sa identifikoval v dvoch oblastiach — v proximélnom euchromatine a na distalnom
konci dlhého ramena chromozomu (Lin, 1978; Beckett, 1991).

Analyzy zaloZzené na B—A translokaciach poukézali na ddlezitost’ pritomnosti distalnej
oblasti dlhého ramena chromozému. Priebeh nondisjunkcie nie je podmieneny pritomnost'ou
tejto oblasti na rovnakom chromozéme. Je vSak nutné, aby bola v rovnakom jadre, pretoze
v momente, kedy tento segment v jadre absentuje, priebeh rozdelenia chromatid vykazuje

normalny charakter (Ward, 1973; Auger et al., 2001).

3.4  Trend vedeckého vyskumu B chromozémov

V minulosti boli B chromozémy podrobené mnohym cytogenetickym analyzam,
vysledkom ktorych je znalost’ ich molekuldrneho zlozenia. U B chromozémov niektorych
druhov boli dokonca vykonané sekvenéné analyzy. Tie umoznili okrem iného aj identifikaciu
protein-kddujacich sekvencii. V sucasnej dobe sa vSak trend vyskumu B chromozdémov presuva
do oblasti funk¢nej genomiky s cielom zistit’ transkripénu aktivitu génov a pripadna funkciu

proteinov, ktoré st nimi kédované (Ahmad a Martins, 2019).
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Pocet analyz snaziacich sa pochopit’ otazku biologického vyznamu jednotlivych
proteinov stale pribuda. Je vSak nutné poznamenat’, ze pomer doposial’ vykonanych Studii
v ramci rastlinnych a Zivo¢isnych druhov je v znagnej nerovnovahe. Studie tohto typu st
uskutocnené prevazne u zivocichov, konkrétne druhov ryb z c¢elade Cihlidae a niektorych
druhov cicavcov (Valente et al., 2014; Makunin et al., 2016).

Vysledky tychto stidii poukazuji na funkciu jednotlivych proteinov zohravajucu tllohu
v procese bunkového delenia a cyklu, priCom sa podielaji na rdéznych aspektoch
chromozomalnej segregacie, organizacii mikrotubulov, Struktary kinetochoru, rekombinacie
a zostavovani deliaceho vretienka (Valente et al., 2014; Makunin et al., 2016)

Vzhl'adom na to, Ze Studie u rastlinnych druhov st v uzadi a informacie o funk¢nej
analyze génov B chromozémov tUplne chybaju, je preto zatial mozné len predpokladat’, ze
doteraz najdené gény maju podobny biologicky vyznam. Aj napriek tomu sa u kukurici na
zaklade sekvencnej analyzy uz teraz vie, ze B chromozom si kdduje gény podiel'ajuce sa na
procese nondisjunkcie (Blavet et al., 2021). AvSak informacie na ich transkrip¢nej a translacne;j
urovni zatial nie su k dispozicii. V dnesSnej dobe je vSak tito problematika predmetom

rozsiahlych diskusii a intenzivneho vyskumu.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Biologicky material predstavovali dve linie kukurice siatej Zea mays — inbredna linia
B73US alinia B104 a ich kriZzenci pochéadzajuci z riaden¢ho opelenia. Inbredna linia B73US
bola nositelom B chromozémov (2n=2x=20+2B); semend pochadzali z vlastnych zdrojov na
UEB AV CR. Semena linie B104 bez B chromozémov (2n=2x=20) boli ziskané z Centra pre
génové inzinierstvo rastlin (Crop Genome Engineering Facility, VIB, Ghent, Belgicko).

Rodicovské linie B73US a B104 boli vysiate a v linii B73US boli vyselektovani jedinci
nesuci 2 képie B chromozomu. Linia B73US reprezentovala samicieho rodica a linia B104
samcieho rodi¢a. Rastliny oboch linii boli dopestované do Stadia kvitnutia a zrelosti. Nasledne
prebehlo riadené krizenie. Selekcia rastlin bola prevedend pred zaciatkom diplomovej prace na
pracovisku UEB AV CR.

V ramci diplomovej prace potom bolo prevedené krizenie. Ziskané semend hybridne;j
linie B73US x B104 pochadzajuce z krizenia sluzili ako vychodiskovy biologicky material pre
dalSie experimenty. Predmetom experimentov bol pel’ krizencov nesticich 1 B chromozém.
Rastliny boli na pociatku pestované v skleniku za podmienok 16h/deni (24 °C) a 8h/noc (20 °C)

a nasledne boli vyselektovani jedinci vysadeni na pole, kde z nich bol zozbierany pel’.

4.2  Zoznam pouZitych chemikalii a roztokov
Pouzité chemikalie
e Agaréza (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A9539)
e Bromfenolova modra (Sigma-Aldrich, kat. ¢. B0126)
e Citrat sodny (Sigma-Aldrich, kat. ¢. S1804)
e Destilovana voda (nuclease-free water) (Thermo Scientific, kat. ¢. 00956665)
e Dihydrat disodnej soli kyseliny ethylendiamintetraoctovej (Sigma-Aldrich, kat. ¢.
E5134)
e Docecylsulfat sodny (SDS) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 8§17034)
e FEthanol 96% (Lach-ner, kat. ¢. 20025-A26)
e Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E§751)
e Formamid 99,5% (Sigma-Aldrich, kat. ¢. F9037)
e Chlorid sodny (Lach-ner, kat ¢. 30423)
e GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas, kat. ¢. SM0321)
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Glycerol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. G5516)

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

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

Kyselina octova 99,8% (Lach-ner, kat. ¢. 10047-A99)

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

Pufr pre 7ag polymerazu (New England Biolabs, kat. €. B7002S)

Restrikéna endonukleaza Haelll a rCutSmart™ Buffer (Neb, kat. ¢. RO108S)
Salmon sperm DNA (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D7656)

Taq DNA polymeraza (New England Biolabs, kat. ¢. M0273L)
Tetramethyl-Rhodamine-5-dUTP (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 11534378910)

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

Vectashield s DAPI (Vector Laboratories, kat. ¢. H-1200-10)

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

Pouzité kity

ddPCR Supermix for Probes (Bio-Rad, kat. ¢. 1863024)
NucleoSpin Plant II kit (Macherey-Nagel, kat. ¢. 740770)
Phire Plant Direct PCR Master Mix kit (ThermoFisher Scientific, kat. ¢. F160S)

Pouzité roztoky a ich priprava

0,5M EDTA (1 1): 186,1 g dihydratu disodnej soli ethylendiamintetraoctovej kyseliny
rozpustit’ v 800 ml destilovanej vode, doplnit’ do 11 a upravit’ pH na 8

5x TBE pufr (1 1): rozpustit’ vo vode 54 g Tris base a 27,5 g kyseliny boritej, pridat’
20 ml 0,5M EDTA, doplnit’ destilovanou vodou do 1 | a upravit’ pH na 8

0,5x TBE (1 1): zmieSat’ 100 ml 5x TBE pufru a 900 ml destilovanej vody

6x STOP C (10 ml): odvazit' 5 mg brémfenolovej modrej a 5 mg xylencyanolu, pridat’
2ml 0,5M EDTA, 5 ml 42,5% glycerolu, 1 ml 1% SDS, doplnit’ destilovanou vodou do
10 ml

IM Tris-HCI (1 1): rozpustit’ 121,1 g Tris base v 800 ml destilovanej vode a upravit’ pH
na 8

20x SSC (1 I): 175,3 g NaCl a 88,2 g citratu sodného rozpustit’ v Casti objemu

destilovanej vody, upravit pH na 7 a doplnit’ destilovanou vodou na 1 1
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4.3

2x SSC (1 1): zmiesat’ 100 ml 20 SSC a 900 ml destilovanej vody

4x hybridiza¢ny pufr (200 pl): 80 pl 20x SSC, 8 ul 1M Tris-HCI (pH 8), 1,6 ul 0,5M
EDTA, 11,2 pl Salmon sperm DNA o koncentracii 10 pg/pl a doplnit’ deionizovanu
vodu do 200 ul

90% kyselina octova (100 ml): zmieSat 90 ml 99,8% kyseliny octovej a 10 ml
destilovanej vody

70% ethanol (100 ml): zmieSat’ 72,92 ml 96% ethanolu a 27,08 ml deionizovanej vody
Hybridiza¢ny roztok (20 pl): 10 pl formamidu, 5 pl 4x hybridizaéného pufru, 3 pl
znacenej oligo-sondy a 2 pl destilovanej vody

Marker molekulovej hmotnosti (520 pl): zmiesat’ 20 pl GeneRuler 100 bp, 200 pl
6x STOP C a 300 pl destilovanej vody, zvortexovat’

Roztok ethidium bromid (1 1): v 100 ml destilovanej vode rozpustit' 50 g ethidium

bromidu, doplnit’ destilovanou vodoudo 11

Zoznam pouzitych pristrojov a zariadeni

Centrifuga Mega Star 600R (VWR International)

Digestor (Merci)

Elektroforeticka horizontalna aparatura Owl A6 (ThermoFisher Scientific)
Fluorescencny mikroskop Axio Imager Z.2 (Carl Zeiss) s CCD kamerou, zdrojom
Power Supply (Eplax GmbH) a DSD2 modulom

Laboratorna vaha VIBRA AJ-820CE (Shinko Denshi)

Lyofilizator CoolSafe s vakuovou pumpou VacSafe (LaboGene)

Oscila¢ny mlyn MM301 (Retsch)

QX200 Droplet Generator (Bio-Rad)

QX200 Droplet Reader (Bio-Rad)

Spektrofotomer NanoDrop One/One Microvolume UV-Vis (ThermoFisher Scientific)
Stolna centrifiiga MiniStar silverline (VWR International)

Thermocycler C1000 Touch™ (Bio-Rad)

Thermocycler Mastercycler (Eppendorf 5333)

UV transluminator InGenius3 (Syngene)

Vodné kupel’ SUB6 (Grant Instruments)

Vortex REAX Top (Heidolph)
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e Zdroj elektrického napétia Consort E122 (Sigma-Aldrich)

4.4  Pouzité experimentalne a vyhodnocovanie postupy

4.4.1 Selekcia B-pozitivnych rastlin metédou Direct PCR

Na selekciu B-pozitivnych semenacikov bola vyuzita metdda Phire Plant Direct PCR s
pouzitim jedného B-$pecifického markeru BOO8 (Blavet et al., 2021). Direct PCR je vel'mi
efektivna, pretoze umoziuje screening markerov na malom mnozstve pletiva a bez izolacie
genomove] DNA. Tato metdda bola pouzita pre selekciu B-pozitivnych krizencov hybridne;j
linie B73US x B104. Semena boli namocené v destilovanej vode cez noc, nechali sa nakli¢it’
na Petrtho miskach a boli umiestnené do termostatu po dobu Styroch dni. Z nakli¢enych
semenacikov sa odobrali menSie Casti korienkov, preniesli sa do 20 pl diluéného pufra a nechali
sa za uCelom lyzy pletiva inkubovat’ v termalnom cykleri Touch™ (Bio-Rad) 10 mintt pri
teplote 95 °C. Objem jednej PCR reakcie obsahoval 1x Phire Plant Direct PCR Master Mix
(ThermoFisher Scientific), F+R primery (F-TAGTTCGTCTCCACACACGC a R-
CGAGGAGGTCATCGTCATGG), kazdy o koncentracii 1 uM, 0,5 pl lyzatu DNA
a destilovanu vodu do 10 pl. Amplifikécia produktov prebiehala za nasledujucich podmienok

(tab. 1):

Tabulka 1 Podmienky amplifikacie PCR produktov v prostredi Direct PCR

Proces Teplota [°C] Cas Polet cyklov
Uvodna denaturacia 98 5 min
Denaturacia 98 5s
Nasadanie primerov 65 5s 35
Extenzia 72 20s
Zaverecna extenzia 72 1 min

Vysledné produkty PCR boli separované pomocou elektroforézy v 1,2% agar6zovom
géli v 0,5x TBE pufri, farbené v ethidium bromide a detegované pomocou UV transluminatora

(Syngene). Rastliny vyhodnotené ako B-pozitivne boli vysadené a d’alej pestované v skleniku.

22



4.4.2 Izolicia genémovej DNA kukurice pre stanovenie po¢tu B chromozémov

Genomova DNA bola izolovana z listov 4-tyzdnovych B-pozitivnych rastlin kukurice
siatej hybridnej linie B73US x B104 pestovanych v skleniku. Odobrané listy boli suSené
v lyofilizatore (LaboGene) po dobu 24 h a nasledne homogenizované za pridania sklenenych
guli¢iek v mlynceku (Retsch) (3 mintty, 27 otacok/s). Izolacia DNA bola prevedena pomocou
komeréného kitu NucleoSpin Plant II (Macherey-Nagel) podla protokolu vyrobcu.
Koncentracia DNA sa stanovila spektrofotometricky pomocou pristroja NanoDrop
(ThermoFisher Scientific). Vyizolovand DNA sluzila ako templat v droplet-digital PCR
(ddPCR).

4.4.3 Stanovenie poctu B chromozémov v B-pozitivnych rastlinich metédou droplet-
digital PCR (ddPCR)

Pocet B chromozémov v krizencoch bol stanoveny podla uz zavedeného protokolu
(Svacina et al., 2023). Pred vykonanim droplet-digital PCR bola vyizolovana genémova DNA
z analyzovanych B-pozitivnych jedincov kukurice siatej naStiepend pomocou enzymu
restrikénej endonukledzy Haelll (New England Biolabs). Objem jednej reakcie Cinil 1 U
enzymu Haelll, 1x koncentrovany rCutSmart™ Buffer (New England Biolabs), 10 ul DNA
a vodu do 20 pl. Reak¢na zmes sa inkubovala pri 37 °C v inkubatore cez noc.

K stanoveniu po¢tu B chromozémov boli v droplet-digital PCR pouZité dva pary
primerov a dve sondy TagMan, ktoré boli komplementarne ku kazdému amplikonu. Referen¢né
acielové primery asondy boli navrhnuté na zdklade sekvencie inbrednej linie B73US

RefGen 5 (https://plants.ensembl.org) a sekvencie B chromozému (Blavet et al., 2021).

Referencny par primerov bol navrhnuty pre gén alkoholdehydrogendzu Zm00001eb056510,
lokalizovany na chromozéme 1 kukurice a je pritomny v dvoch koépiach v somatickych
bunkéich. Cielovy par primerov bol navrhnuty pre gén Specificky pre B chromozém
Zm00044a000147, ktory sa nachadza v jednej kopii v proximélnej oblasti dlhého ramena B
chromozomu (tab. 2) (Blavet ef al., 2021). Pre kvantifikaciu cielového génu bola TagMan
sonda znacenad FAM [5(6)-karboxyfluorescein) a TagMan sonda pre referen¢ny gén sa znacila
VIC (2‘-chlor-7¢-fenyl-1,4-dichlor-6-karboxyfluorescein) (Svacina et al.,2023).
Droplet-digital PCR bola prevedena s pouzitim nastiepenej DNA B-pozitivnych rastlin.
Reakéna zmes obsahovala 1x ddPCR Supermix for Probes (Bio-Rad), referenénii sondu
TagMan o koncentracii 250 nM, cielovu sondu TagMan o koncentracii 250 nM, referencné
a cielové primery kazdy o koncentracii 900 nM, 10 ng DNA a deionizovana vodu do 20 pl.

Kvapky boli vygenerované pomocou pristroja QX200 Droplet Generator (Bio-Rad) podla
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pokynov vyrobcu. PCR amplifikacia sa vykonala v termalnom cykleri C1000 Touch™ (Bio-
Rad) za nasledujucich podmienok: vSetky kroky s rychlost’ou nabehu 2 °C/s: aktivacia enzymu
95 °C/10 min, 39 cyklov 94 °C/30 s, 60 °C/1 min, po ktorych nasledovala deaktivacia enzymu
pri 98 °C/10 min.

Fluorescencny signal bol detegovany pomocou pristroja QX200 Droplet Reader (Bio-
Rad). Nasledna analyza prebiehala v softwari QuantaSoft v. 1.7.4 (Bio-Rad) za pouzitia ‘copy

number variation’ protokolu s po¢tom referencnych kopii nastavenych na dve.

Tabul’ka 2 Sekvencie primerov a sond pouzitych v ddPCR

Primery a sondy Modifikacia a sekvencia (5°-3¢)

ZmADH-AF123535 F GAATGTGTGTTGGGTTTGCAT
ZmADH-AF123535 R TACTGTACCTTCTTCGAATCTGCTG
ZmADH-AF123535 probe VIC-TGCAGCCTAACCATGCGCAGGGTA-QSY

B008_F TAGTTCGTCTCCACACACGC
B008 R CGAGGAGGTCATCGTCATGG
B008_probe FAM-TCCTCCGCTCGACACATGTCCCTG-QSY

4.4.4 Zber a fixacia pelovych frakcii

Pelové zrnd z krizencov nestucich 1 B chromozém boli zbierané v zrelom $tadiu
dehiscencie (otvorenie prasnikov). Otvorené prasniky sa zaizolovali do vrectsok, do ktorych
sa jemnym mechanickym trasenim strapca pel’ vytrepal. Pel'ové zrna boli nasledne fixované v
90% kyseline octovej po dobu 10 minut pri teplote 4 °C. Nésledne sa odstranilo fixa¢né ¢inidlo
a frakcie pel'ovych ztn boli skladované v 70% ethanole pri teplote -20 °C pre neskorsiu analyzu

pomocou fluorescencnej in situ hybridizacie.

4.4.5 Priprava oligo-sondy Specifickej pre B chromozém

K vizualizacii B chromozému bola pouzita sonda odvodena z B-Specifickej repeticie
ZmB. Vzhl'adom na inertni povahu obalu pelovych zfn bolo potrebné navrhnut’ Specificka
sondu tzv. oligo-sondu, ktora je zloZena z viacerych vel'mi kratkych fragmentov DNA —
oligonukleotidov. Tie st schopné jednoduchsie prenikat cez kli¢iaci por pelového zrna.
Specifické oligonukleotidy o dizke 45 nukleotidov boli v sekvencii ZmB vybrané na zaklade
analyzy k-merov pomocou néstroja OligoMiner (Beliveau et al., 2018; Blavet ef al., 2021).

Celkom bolo vyselektovanych osem 45-merov. Znich boli navrhnuté oligonukleotidy
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s Giastoénym prekrytom o dizke 32—35 nukleotidov (obr. 8; tab. 3), a ktoré sluzili pre syntézu
oligo-sondy.
ok sfe 3k 2 2 ok ok 3k 3k ok ok e ok ok ok ok skok

5'TTAGAGTTT GGGTTT TAGGATTTATGGTTTAGGGTTATGGTTCAGGA 37
J'AATCTCAAACCCAAAATCCTAAATACCAAATCCCAATACCAAGTCCT 5
e e ok e ok 3 e ok ke ok sk e ok ok ok ok ok

rev. SSTCCTGAACCATAACCCTAAACCATAAATCCTAAAACCCAAACTCTAA 3’

Obrazok 8 Systém navrhnutia primerov pre syntézu oligo-sondy na priklade ZmB_1F, ZmB_1R. Farebne zobrané nukleotidy
tvoria komplementarnu sekvenciu pre hybridizadciu oboch retazcov. PodCiarknuté nukleotidy tvoria vlastnu sekvenciu

primerov. V sekvencii oznacenej * doéjde v PCR reakcii k zacleneniu fluorescencnych znaciek

Tabulka 3 Sekvencie primerov pouzitych pre pripravu oligo-sondy $pecifickej pre B chromozém

Primer Sekvencie (5°— 3¢)

ZmB _IF TTAGAGTTTGGGTTTTAGGATTTATGGTTT
ZmB 1R TCCTGAACCATAACCCTAAACCATAAATCCTA

ZmB 2F TTAGGGTTTATGATTTAGGGTTTAGGGTCT
ZmB 2R AACACAAGACCCTAGACCCTAAACCCTA

ZmB 3F TACAATTTGCTCATTGCTAGCTTATAAACA
ZmB 3R CAAGCCCTAACCAGTATTGTTTATAAGCTAGC

ZmB 4F TTTCAAATGTTTATTGGTTATGGACATCAA
ZmB 4R GTGGCCACAAACTTTCATTGATGTCCATAACC

ZmB 5F AGGAAATTACATGACAATTTGCTCATTGCC
ZmB SR AGTATTGTTTACAGTCTGGCAATGAGCAAATT

ZmB_6F TGTTTGGGCCTGTCCTATAGCGTTTATGTT
7mB 6R GCAAACTCCAGACAACATAAACGCTATA

ZmB 7F AATTGTTTGGGTTAAATTTTACTATGGGTT
ZmB 7R GAATGTGATTTGCGTCCAACCCATAGTAAAAT

ZmB 8F AAAAGTCCATGCGTCAGCCTTCAGAACTTA
ZmB 8R GAACCCAAAACCCTAAGTTCTGAAGGCT

Jednotlivé oligonukleotidy boli znacené pomocou PCR reakcie. Reakéna zmes
obsahovala zmes neznacenych nukleotidov (dATP, dCTP, dGTP kazdy o koncentracii 10 mM,
dTTP o koncentracii 2 mM), znaceny nukleotid tetramethyl-rodamine-5dUTP o koncentracii

I mM, F+R primery kazdy o koncentracii 0,5 pM, 1 U 7Tag DNA polymerazy,
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1x koncentrovany pufr pre Tag polymerazu a vodu do celkového objemu 25 pl. Amplifikacia

produktov prebiehala za nasledujucich podmienok (tab. 4):

Tabul’ka 4 Podmienky PCR reakcie pre pripravu B-$pecifickej oligo-sondy

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
Uvodna denaturacia 94 5 min
Denaturacia 94 10s
Nasadanie primerov 40 10s 20
Extenzia 72 10s
Zaverecna extenzia 72 5 min

Jednotlivé znacené oligonukleotidy sa zlucili do jednej oligo-sondy ZmB, ktora
nasledne slazila pre potrebu vizualizacie B chromozomu v jadrach pelovych zfn v rdmci

fluorescencnej in situ hybridizacie.

4.4.6 Fluorescencna in situ hybridizacia na frakciach pelovych zin

Vyskyt nondisjunkcie B chromozomu bol stanoveny pomocou hybridizacie B-
Specifickej sondy na pelovych jadrach v zrelom peli. Z frakcie zafixovanych pelovych zfn sa
odobral alikvot o objeme 20 pl, odstranil sa 70% ethanol a nasledne sa pridal hybridiza¢ny mix.
Mix na jeden alikvot obsahoval 5 pl 4x hybridizacného pufru, 4 pl znacenej oligo-sondy ZmB,
10 pl formamidu a deionizovanti vodu do 20 pl. Vzorky pel'u s hybridizacnym mixom boli
denaturované po dobu 15 minut pri teplote 80 °C. Hybridizacia sondy prebichala pri teplote
37 °C cez noc. Nenaviazané sondy boli po hybridizacii dvakrat kratko premyté v 2x SSC pufru.
Pufr bol odstraneny, k pel'ovej pelete sa pridalo montovacie médium s DAPI. Pel’ bol preneseny
na sklicko a prekryty krycim sklom. Do vyhodnotenia boli preparaty skladované pri teplote
4 °C. Signaly sa vyhodnotili pomocou fluorescenéného mikroskopu Axio Imager Z.2 (Carl
Zeiss) a snimky boli vyhotovené pomocou CCD kamery v softwari Andor iQ 3.6.3. Nasledna
uprava snimok prebiehala pomocou softwaru Imaris 9.2 (Bitplane, Oxford Instruments).

Nondisjunkcia B chromozému bola detegovana na zéklade distribucie B chromozémov
v jadrach zrelych pelovych zfn. V pripade, Ze k nondisjunkcii nedoslo, boli B chromozémy
pritomné vo vSetkych jadrach, v pripade nondisjunkcie bol B chromozém obsiahnuty iba

v jednej zo spermatickych buniek (obr. 9).
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Jednojadrové stadium Dvojjadrové stadium Trojjadrové stadium

A
L. Pelova \ IL. Pelova
mitoza mitdza
—_—» —_—»
segregacia
chromatid B
chromozému
B

L. Pel'ova \ IL. Pelova ISB \
mitoza mitdza
JSB
nondisjunkcia .VJ

Obrazok 9 Schéma ocakavanej distribticie B chromozému v priebehu mitotickych deleni pel'ového zrna. A — normalny priebeh

segregacie chromatid B chromozdému (z1to) pocas druhej pel'ovej mitdzy, vysledkom je pritomnost’ B chromozému vo vsetkych
jadrach, B — vyskyt nondisjunkcie B chromozému v druhej pel'ovej mitéze, B chromozém je pritomny vo vegetativnom jadre

(VJ) (modro) a v jednom jadre spermatickej bunky (JSB) (zeleno)
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5 VYSLEDKY

5.1.1 Priprava biologického materialu

Zaucelom stanovenia frekvencie nondisjunkcie B chromozému boli vytvoreni krizenci
dvoch linii kukurice siatej — B73US nesuca 2 B chromozémy a B104 bez pritomnosti B
chromozémov. Celkom bol pel’ z 10 B73US rastlin pouzity pre opelenie palic na 8 B104
rastlinach. Krizenie bolo tspesné a jeho vysledkom bol zisk 25 palic, ktorych semend mali
hybridny poévod. Tieto semend predstavovali vstupny biologicky materidl pre analyzu
nondisjunkcie B chromozému v ziskanych krizencoch a v d’alSom roku boli pestovani pre zber

pelovych frakcii.

5.1.2 Selekcia B-pozitivnych semenacikov kukurice siatej Zea mays

Vdaka nepravidelnému prenosu museli byt potomkovia najskér otestovani na
pritomnost’ B chromozému. Selekcia B-pozitivnych semenécikov krizencov B73US x B104
bola vykonana pomocou metody Direct PCR. Ako selek¢ny marker bol pouzity existujuci
marker BO0O8 navrhnuty na génovu sekvenciu kédovant na B chromozoéme.

Pre selekciu boli vybrané tri palice s hybridnymi semenami a z kazdej sa zobralo 20
semien, v ktorych sa vykonala analyza. Jednotlivé semena reprezentovali potomstvo F1
generacie pochddzajice z troch réznych kriZeni. Pritomnost’ B chromozomu sa tak otestovala
u 60 semenacikov.

Z celkového poctu 60 semien bol PCR produkt detegovany u 40 semien na zéklade ¢oho
boli vyhodnotené ako B-pozitivne (obr. 10 A—C). Tieto semenéciky boli zasadené a pestované
v skleniku. U zvySnych 20 semien k amplifikacii PCR produktu nedoslo, ¢o znaci nepritomnost’

B chromozémov (obr. 10 B-C). Tieto semenaciky boli z analyzy vyradené.
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Obrazok 10 A—C Produkty PCR amplifikacie B-$pecifickej oblasti B chromozému semenacikov kukurice siatej Zea

mays hybridnej linie B73US x B104. M — GeneRuler 100 bp DNA Ladder.
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5.1.3 Stanovenie poctu B chromozémov v B-pozitivnych rastlinach

U rastlin nesucich B chromozém bol pre dalSie ucely stanoveny pocet kopii B
chromozému. Stanovenie poctu kopii B chromozémov bolo prevedené metodou droplet-digital
PCR. Ako templat v reakcii sluzila gendémova DNA vyizolovana z B-pozitivnych jedincov
ziskanych v sekcii 5.1.2. DNA bola izolovana z 39 jedincov z celkového poctu 40. U jednej
rastliny nebolo mozné DNA izolovat’ z dovodu jej uhynutia po€as pestovania v skleniku.

Vyhodnotenie po¢tu B chromozdémov v jednotlivych rastlinach prebiehalo pomocou
softwaru QuantaSoft v. 1.7.4 (Bio-Rad) za pouzitia ‘copy number variation’ protokolu. Protokol
je navrhnuty na kvantifikdciu a porovnanie poctu koépii cielového génu s poctom kopii
referencného génu o zndmom pocte.

Analyza bola vykonand na 39 B-pozitivnych rastlinach. Pocet B chromozémov sa
stanovil u 37 jedincoch. U 36 z nich sa zistila pritomnost’ jedného B chromozomu, u jedne;j
rastliny sa urcila pritomnost’ B chromozomov v pocte troch kopii (obr. 11). U dvoch rastlin
nebolo mozné stanovit’ pocet B chromozémov z dévodu zlyhania mechaniky v pristroji QX200
Droplet Generator (Bio-Rad) v priebehu generovania kvapiek. Pre ucely d’alSieho experimentu
sa tak vybralo 36 jedincov, nesucich v karyotype jeden B chromozom, ti sa zasadili na pole

a nechali sa vyrast’ do Stadia kvitnutia. Traja jedinci boli z analyzy vyradeni.

Pocet kopii

1 051 O eI 0.86 @ 0.97-10 uer 0 096 O
0 — t 1 T T 1
F1_01 F1_02 F1_03 F1_04 F1_05 F1_06 F1_07 F1_08

Vzorka
Obrazok 11 Priklad vyhodnotenia poctu kopii B chromozému na vybranom sete kukurice siatej v hybridnej linii
B73US x B104 za vyuzitia ddPCR. Vysledné hodnoty poctu B chromozémov (osa Y) vo vzorkach (osa X) st zalozené na ‘copy

number variation‘ merani kazdej jamky ddPCR s viac ako 10 000 kvapdockami. Chybové ise¢ky oznacujii Poissonov 95%

interval spol'ahlivosti pre kazdé meranie poc¢tu kopii.
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5.1.4 Detekcia nondisjunkcie B chromozomu v pel’ovych zrnach

Na vizualizaciu B chromozémov bola vyuzitd metéda fluorescenénej in situ
hybridizacie na zrelych pelovych zrndch. Distribucia B chromozdémov bola stanovend na
zaklade signalu zo sondy, ktora cielila na Specificku repeticiu ZmB v oblasti centroméry B
chromozému.

Z celkovych 36 1B rastlin hybridnej linie B73US x B104 sa do Stadia kvitnutia
dopestovalo 12 z nich a v ramci FISH sa tak analyzovalo 12 pelovych frakcii, pricom kazda
frakcia pochadzala z jedného jedinca. Frakcie obsahovali zmes +B:0B pelovych zfn v pomere
50:50 ako vysledok pravidelného prenosu meidézou u 1B rastlin. Pre stanovenie frekvencie
nondisjunkcie sa v jednotlivych frakcidch analyzovalo vzdy 100 pelovy zin, ktoré boli
nositel'mi B chromozémov (detegoval sa v nich fluorescenény signal). Pel'ové zrna bez B
chromozému (bez signalu) boli zo Statistiky vyradené. Celkovo bolo vyhodnotenych 1200
pelovych zin z 12 frakcii. U 1 157 pelovych ztn boli pozorované 2 B-$pecifické signaly — jeden
vo vegetativnom jadre a druhy v jadre spermatickej bunky. V tychto pelovych zrnach doslo
k nondisjunkcii a frekvencia nondisjunkcie bola stanovena na 96,42 % (obr. 12 A—C; tab. 5).
Vyskyt signalov vo vSetkych troch jadrach bol identifikovany u 20 pelovych zfn (1,69 %)
(obr. 12 D-F; tab.5). Okrem oc¢akéavanej distribicie B chromozomu bol v niekol’kych pripadoch
detegovany vyskyt abnormalit. V jednej pel'ovej frakcii boli detegované mikrojadra obsahujuce
B chromozém, pricom pocet zfn v tomto alikvote s mikrojadrom bol 10 (0,80 %) (obr. 12 G—I;
tab. 5). Pritomnost’ jedného signdlu vyhradne vo vegetativnom jadre sa pozorovala
u 13 pelovych ztn (1,09 %) (obr. 12 J-L; tab. 5). Této distribucia odpoveda nondisjunkcii B

chromozému pocas prvej pel'ovej mitdzy.
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C DAPI+TMR 96,42 %

JSB

Obrazok 12 Vizualizacia B chromozému pomocou B-$pecifickej sondy ZmB a jej in situ lokalizacia na pelovych zrnach

v trojjadrovom §tadiu in vitro. Vegetativne jadro (VJ), mikrojadro (MJ), jadra spermatickych buniek (JSB) boli farbené DAPI

(3edo). Sipky oznadujt signély repeticie ZmB v oblasti centroméry B chromozému, znaéené TMR (Eerveno). A-C distribucia

B chromozému po nondisjunkcii behom druhej pelovej mitdzy, D-F vysledok disjunkcie B chromozému, G-I abnormalna
distribucia s elimindciou B chromozému do mikrojadra, J-L vysledok atypickej nondisjunkcie B chromozému behom prvej

pelovej mitdzy. Mierka = 5 pm




Tabul’ka 5 Distribucia B-$pecifickej sondy ZmB v jadrach zrelych pelovych zin

Pocet signalov repeticie ZmB v jadrach:

IMI+1V] 1VJ] 2JSB+1V] 1JSB+1V] Pocet
pelovych zfn

Frakcia 1 — 1 4 95 100
Frakcia 2 — 1 — 99 100
Frakcia 3 — — 1 99 100
Frakcia 4 — — 1 99 100
Frakcia 5 — — 1 99 100
Frakcia 6 — — 2 98 100
Frakcia 7 - 1 2 97 100
Frakcia 8 — 1 — 99 100
Frakcia 9 — - 3 97 100
Frakcia 10 — 3 4 93 100
Frakcia 11 - 5 - 95 100
Frakcia 12 10 1 2 87 100
Celkovo: 10 13 20 1157 1200

Frekvencia pritomnosti

signalov: 0,80 % 1,09% 1,69 % 96,42 %

MJ = mikrojadro; VJ = vegetativne jadro; JSB = jadro spermatickej bunky



6 DISKUSIA

B chromozémy sa vyznacuju nemendelovskou dedi¢nostou, v dosledku ktorej je ich
prenos nepravidelny (Jones, 1975). Pocas svojej existencie sa im podarilo vytvorit’ si niekol'ko
stratégii, umoziujice im pretrvavat’ v populdcii. Jednou z nich je mechanizmus nondisjunkcie,
ktorou sa zaobera aj tato diplomovana praca.

Predmetom préce bola nondisjunkcia B chromozdému u kukurici siatej Zea mays, ktora
nastava pocas dozrievania samcich gametofytov — pelovych zin. Kukurica predstavuje
doposial’ jediny znamy druh, u ktorého tento proces nastava v druhej pel'ovej mitoze, kedy sa
generativne jadro deli na dve spermatické bunky, vysledkom ¢oho je tak nerovnomerny vyskyt
chromozémov v tychto bunkach (Roman, 1947).

Ciel'om prace bolo stanovit’ frekvenciu nondisjunkcie B chromozomu kukurice siatej
u hybridnej linie B73US x B104 s 1 B chromozémom v §tadiu zrelého trojjadrového pelu.
Analyza 1200 pelovych zfn odhalila, Ze frekvencia akumuldcie B chromozému v jednej
spermatickej bunke v hybridnej linii je 96,42 %.

Predoslé analyzy stanovili uinbrednej linie B73US kukurici mieru nondisjunkcie
takmer na 100 % (Roman, 1947; Carlson, 1969). Zo studii taktiez vyplyva, ze B chromozém
podlieha nondisjunkcii hlave v priebehu druhej pelovej mitdzy, avSak vyskytuje sa aj nizka
frekvencia nondisjunkcie uz pocas prvej pelovej mitozy. Stadie zalozené na analyze
fluorescencnej in situ hybridizacii zistili, Ze v tomto pripade sa B chromozémy akumulujua vo
vegetativnom jadre (Shi et al., 1996; Rusche et al., 1997). V tejto praci sa pri analyze pel'ovych
zfn nadpocetny chromozom linie B73US x B104 akumuloval vo vegetativnom jadre v 1,09 %
pelovych zfn. Vzhl'adom na to, Ze vegetativne jadro sa nezucastiiuje procesu oplodnenia,
akumulacia B chromozoémov v tomto jadre vedie k ich zaniku a do d’alSej generacie sa tak
nepresunu.

V priebehu pozorovania nondisjunkcie B chromozému sa podla modelu ocakavala
pritomnost’ dvoch B-$pecifickych signalov v jednej spermatickej bunke (obr. 9). AvSak v tomto
pripade bol vzdy pozorovany iba jeden signdl. Tento jav je s najvacSou pravdepodobnost'ou
sposobeny lokalizaciou B-Specifickej repeticie ZmB v oblasti centroméry. Tu podl'a poslednych
studii dochadza k nedoreplikovaniu casti sekvencie centroméry B chromozémov kukurice, ¢o
hra zdsadnu tlohu v jeho nondisjunkcii (osobnd komunikdcia s J.A. Birchlerom). Signaly
z jednotlivych chromatid B chromozdémov sa teda nachadzaju tak blizko u seba, ze ich pri

danom rozliSeni nie je mozné odlisit’ a zobrazuju sa ako jeden.
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Podobne ako v diplomovej praci otdzka frekvencie nondisjunkcie bola predmetom aj
inych $tadii. Udajov vsak neexistuje mnoho, no inapriek tomu bol proces analyzovany
napriklad uraZzi Secale cereale, kostravy Festuca pratensis alebo mnohoStetu Aegilops
speltoides (Niwa a Sakamato, 1995; Wu ef al., 2019; Ebrahimzadegan et al., 2023). U tychto
druhov podliehaju B chromozdémy nondisjunkcii uz v prvej pelovej mitéze. Pri druhom
mitotickom deleni dochadza k normalnej segregécii chromatid a vysledkom je tak vznik
identickych spermatickych buniek s rovnakym poctom B chromozémov (Hasegawa, 1934).
U mnohostetu Aegilops speltoides sa pomocou vyuzitia prietokovej cytometrie zistila
akumulacia chromozémov v generativnych jadréach a to s pocetnostou 93 % (Wu et al., 2019).
U kostravy Festuca pratensis sa pouzil podobny princip a v tomto pripade viac ako 82 %
generativnych jadier vykazovalo akumulaciu chromozomov (Ebrahimzadegan et al., 2023).
Podobne aj u razi Secale cereale je nondisjunkcia pomerne vysoko u¢innym procesom. V ramci
skorsich §tudii bolo analyzovanych niekol’ko populacii z r6znych oblasti ako je Turecko (93 %),
Iran (92 %), Juzna Korea (93 %), Japonsko (96 %) a Cina (88 %) (Niwa a Sakamato, 1995;
Niwa a Sakamato, 1996). V pakistanskej populécii razi Secale segetale bola akumulacia
nadpocetného chromozému pozorovand priblizne v 95 % (Niwa a Sakamato, 1996). Hoci
Stadie zahriiovali populacie z r6znych geografickych poloh, vzorec akumulécie sa i napriek
tomu od seba 1iSil len ve'mi malo. Obe Studie autorov Niwa a Sakamato vSak boli zamerané na
sledovanie nondisjunkcie v populdciach, v ktorych sa B chromozém vyskytuje prirodzene.
V ramci inych §tadii bol B chromozém zavedeny do karyotypu plané¢ho druhu razi Secale
vavilovii a hexaploidnej pSenice Triticum aestivum (Lindstrom, 1965; Puertas et al., 1985; Niwa
et al., 1997). Miera akumuladcie B chromozému u tychto krizencov bola podobna ako u razi
Secale cereale (Puertas et al., 1985; Niwa et al.,1997). V diplomovej praci bola analyzovana
akumulécia B chromozoému u kriZzencov linie kukurice B73US x B104 a na zéklade vysledkov
mozno tvrdit, Ze miera akumuladcie B chromozému u tychto krizencov je podobna ako u
inbrednej linie kukurice siatej B73US.

V tejto praci sa frekvencia nondisjunkcie B chromozému kukurice siatej u linie
B73US x B104 stanovila v zrelych pel'ovych zrnach za vyuzitia metody fluorescenénej in situ
hybridizacie. Pel'ové zrné sa vyznacuju inertnou povahou obalu, preto skorSie stadie vyuzivali
pre FISH analyzy pel'ovych jadier ich pletivové rezy (Houben et al., 2011; Wu et al., 2019).
Tento pristup je vSak ¢asovo naro¢ny a pracny. Dochadza k narusSeniu celistvosti samcieho
gametofytu, ¢o ma dopad na interpretaciu vyslednych dat. V rdmci tejto prace bola FISH
prevedend na frakciach pelovych zfn a bez naruSenia integrity jednotlivych jadier. To bolo

umoznené na zaklade pouzitia B-Specifickej oligo-sondy odvodenej od B-Specifickej repeticie
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ZmB (Blavet et al., 2021). T4 je schopné jednoduchsie prenikat’ cez kli¢iaci por pelového zrna,
¢o umozni analyzu na neporusenych pelovych jadrach. Jednad sa o relativne novy pristup
vizualizdcie B chromozému kukurice, ktory bol zatial' pouzity iba v analogickej $tadii u
kostravy Festuca pratensis (Ebrahimzadegan et al., 2023).

Okrem cytogenetického pristupu sa k stanoveniu frekvencie nondisjunkcie B
chrom6zomov vyuziva aj prietokova cytometria. Tento pristup bol vyuzity u mnohostetu
Aegilops speltoides a kostravy Festuca pratensis. Autori tychto stadii paralelne pouzili
prietokova cytometriu a FISH a vysledky porovnali. V oboch pripadoch sa miera akumulacie
lisila len minimalne (Wu et al., 2019; Ebrahimzadegan et al., 2023). Cytogeneticka analyza ale
oproti cytometrickému pristupu poskytuje jednu vyhodu, a tou je detekcia mikrojadier. Tie pri
analyze u mnohostetu Aegilops speltoides pomocou prietokovej cytometrie nebolo mozné
detegovat’ (Wu et al., 2019). Vzhl'adom na to, Ze tito diplomova praca je zalozend na FISH
analyze, mikrojadrd pozorované boli a to celkovo v 0,80 % pelovych ztn. Vyskyt mikrojadier
je vSak obmedzeny a ich samotna tvorba je zavisla od jedinca a pravdepodobne ovplyvnena
fyziologickymi podmienkami. B chromozémy nachadzajuce sa v mikrojadrach podstupuju
proces eliminécie, dosledkom ¢oho sa tak znizuje ich frekvencia prenosu. Proces eliminacie B
chromozomu v pel'ovych zrnach je analogicky tomu prebiehajucemu v somatickych pletivach
u inych druhov, napr. ciroku Sorghum purpureosericeum a mnohostetu Aegilops speltoides, kde
je v8ak pevnou sucastou vyvojového programu diferencidcie rastlinnych pletiv (Karafidtova et

al., v pripade; Ruban et al., 2020).
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7 ZAVER

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo stanovit’ frekvenciu nondisjunkcie B chromozému
u hybridnej linie kukurice siatej B73US x B104 nestci vo svojom karyotype 1 B chromozom.
Analyza bola vykonand na frakciach pelovych zin v trojjadrovom $tadiu. Na vizualizaciu
nadpocetnych chromozomov v jednotlivych jadrach bola vyuzitd metdda fluorescencnej in situ
hybridizacie s pouzitim B-Specifickej oligo-sondy odvodenej od B-$pecifickej repeticie ZmB.
Celkovo bolo analyzovanych 1 200 pelovych zfn z 12 r6znych pelovych frakcii. U 96,42 %
pelovych zfn bol signal detegovany vo vegetativnom jadre a v jednej spermatickej bunke, ¢o
zna¢i priebeh nondisjunkcie pocas druhej pelovej mitdzy. Normdalny priebeh segregacie
chromatid a teda pritomnost’ signalu vo vSetkych troch jadrach sa detegoval u 1,69 % zfn. Vo
zvys$nych pelovych zrnach bol pozorovany vyskyt abnormélneho chovania B chromozomu. U
1,09 % pelovych zfn bol signal iba vo vegetativnom jadre, v tomto pripade nondisjunkcia B
chromozomu prebehla uz pocas prvej pelovej mitdzy. V jednej pelovej frakcii sa pozoroval
vyskyt mikrojadier, percentualne zastiipenie bolo 0,80 %.

Na zéklade vysledkov diplomovej prace je mozné tvrdit’, Ze akumuldcia B chromozému
u hybridnej linie B73US x B104 vykazuje podobny charakter ako u inbrednej linie B73US,

u ktorej bola frekvencia nondisjunkcie stanovend na takmer 100 %.
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