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Sada markeri v genech efektivnich pro vyssi fixaci dusiku u jetele lu¢niho

Oblast techniky

Technické feseni zahrnuje sadu genetickych markerti v genech jetele luéniho (7rifolium pratense
L.), které ovliviiuji efektivitu fixace dusiku. Sada markerd je zalozena na jednonukleotidovych
polymorfismech (SNP) v genech podilejicich se na procesu nodulace a fixaci vzdu$ného dusiku.
Sada markerti nalezne uplatnéni v oblasti Slechténi jetele lu¢niho.

Dosavadni stav techniky

Fixace vzdusného dusiku jakoZzto mutualisticky vztah mezi rostlinami a hlizkovitymi bakteriemi
ptedstavuje pro rostliny vyraznou kompetitivni vyhodu, protoze jim umoznuje rist i na padach
chudych na dusik. Z hlediska vyuziti ve Slechténi rostlin je nejvice prozkouman symbioticky vztah
mezi bakteriemi rodu Rhizobium a rostlinami z ¢eledi Fabaceae. Rostliny této celedi maji Siroké
hospodéaiské vyuziti v potravinafském a farmaceutickém priimyslu a mnoho z nich jsou i dulezité
zemédelské plodiny. Dtlezitou picninou této Celedi je i jetel luéni (7. pratense L.), ktery je
vyuzivan jako krmivo pro dobytek a pouziva se pii osevnich sledech k zirodnovani pudy.
Dulezitym faktorem pfi jeho pouziti jako zelené hnojivo je jeho schopnost obohacovat pidu
o dusik, ktery, je-li ho v ptid€ nedostatek, zvlada vytvofit s pomoci hlizkovitych bakterii. Efektivita
obohaceni pudy dusikem ale zavisi na samotné schopnosti rostliny fixovat vzdusny dusik. Ta se
vSak velmi lisi nejen mezi druhy, ale i mezi samotnymi jedinci uvniti druhu. Tato variabilita se
vysvétluje existenci polymorfismi v genech, které zodpovidaji jak za interakci mezi bakterii
a rostlinou, tak za proces nodulace a samotnou fixaci dusiku. Nékteré polymorfismy se vyznacuji
jednoduchou genetickou determinaci, a proto jsou vhodné k vyuziti jako genetické markery.

V ranych fazich se jako genetické markery pouzivaly znaky zalozené na zméné fenotypu, anebo
znaky biochemického charakteru (isozymy), postupem ¢asu se s roz§ifenymi moznostmi analyzy
DNA zacaly zavadét genetické markery zalozené pfimo na variabilité v sekvenci DNA. Tyto
markery maji vyhodu, ze jsou v hojné mife rozprostfeny po celém genomu, nejsou ovliviiovany
prostfedim, jejich variabilita je vysoka a jsou také snadno detekovatelné. V dobé pred zavedenim
metody polymerazové ftetézové reakce (PCR) v 80.letech 20.st., byly hojné pouzivany
polymorfismy v délce restrikénich fragmentd (RFLP). Z divodu vyssi citlivosti a snadné
automatizaci se po vyvoji PCR zacaly vyuZzivat markery vice ¢i méné zalozené na amplifikaci
fragmentli, mezi nimiz k nejpouzivanéjsim patii jednonukleotidové polymorfismy (SNP).

Jednonukleotidovy polymorfismus jakozto variabilita v rdmci jediného nukleotidu je nejmensi
jednotka genetické variability. K praktickym uceliim se ve vétsi mitfe zacala vyuzivat az pozdéji,
kdyz se usnadnilo jejich vyhledavani v genomech organismi a jejich nasledna detekce. V ramci
genomu je distribuce SNP nehomogenni, castéji se vyskytuji v nekodujicich oblastech, nebo
obecné¢ tam, kde ptirodni vybér nenapomaha fixaci urcité alely v daném prostiedi. Zaména jednoho
nukleotidu v protein kodujicich oblastech sice nemusi nutné vést ke zméné fenotypu, a dokonce
ani ke zméné aminokyseliny (tzv. synonymni substituce), Casto ale tato zdména vede ke zméné
aminokyseliny (nesynonymni substituce) a také k odlisnému proteinovému produktu, piip. ke
zkracenému proteinovému fetézci. Vyhodou SNP je jak jejich vSudypfitomnost a kvantita uvnitf
genomu, tak moznost masivni a automatické detekce. Vzhledem k jejich abundanci je mozné
sestrojit podrobné genetické mapy, které se pouzivaji k mapovani jak cilovych regiond, tak celého
genomu, rychlé asociaci genetického markeru s fenotypovym znakem anebo ke klonovani geni.
Vzhledem k tomu, Ze tyto markery jsou méné polymorfni nez jiné genetické markery (napf.
mikrosatelity), je potfeba tento nedostatek kompenzovat vyuzitim co nejvysSiho poctu SNP.
Vyhledavani jednotlivych SNP je pomérné snadné u modelovych organismil a organismi s malym
genomem. Ovsem u rostlin byla tato identifikace kvuli velikosti a struktufe jejich genomd, kdy
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velkou ¢ast zabiraji repetitivni elementy, a ¢astému polyploidnimu charakteru, naro¢na a nakladna,
a to az do vyvoje technologii sekvenovani nové generace (NGS).

Pred vyvojem NGS se k ziskavani markert SNP vyuzivalo resekvenovani amplikont ziskanych
Sangerovou metodou a in silico vyhledavani uvniti databazi EST, nasledované validaci pomoci
techniky PCR. Vzhledem ke své povaze ale tyto metody neumoznily identifikaci SNP
v nekddujicich regionech a v oblastech mezi geny, ale hledaly nové SNP pouze uvniti gentl, kde je
frekvence SNP pomérné nizka, obzvlasté v konzervovanych regionech. Vyhledavani u rostlin
navic komplikoval fakt, Ze spousta gent se objevuje ve vice kopiich, coz pfi identifikaci SNP in
silico vedlo k nalezeni velkého poctu nealelickych SNP, které byly spisSe reliktem paralognich gent
nez znak genetické variability. Tyto SNP tudiz nebyly vhodné pro dalsi vyuziti ve Slechténi rostlin.
Metody NGS se zacaly objevovat na zacatku 21. st. (454/Roche, [llumina) a prakticky od svého
pocatku predstavovaly prilom ve studiu genomt. Tyto techniky umoziuji masivni a rychlé
zjistovani sekvenci DNA bez nutnosti klonovani. Diky relativné nizké cen¢ se sekvenovani
genomu stalo dostupnéj$i pro laboratoie po celém svété a ziskana data nalezla uplatnéni pfi
evoluénich analyzach, studiu regulace gend a pii vyzkumu genové exprese, umoznila rovnéz
masivni a rychlé¢ vyhledavani genetickych marker. Pomoci resekvenovani transkriptomu bylo
najednou mozné identifikovat SNP i u rostlin s obrovskym a komplexnim genomem, jako je
kukufice, pSenice anebo cukrova titina. Firma Roche obohatila moznosti masivni identifikace SNP
pomoci technologie NimbleGen sequence capture, ktera je zalozena na vytazeni cilovych sekvenci
z genomu pomoci navrZzenych sond, jejich amplifikaci a nasledném cileném osekvenovani, coz
vede k vys$simu pokryti genti zjmu.

Pro oblast Slechténi rostlin je nejvét§im piinosem sekvenovani a resekvenovani hospodarsky
dalezitych plodin v milionech nalezenych SNP po celém genomu, klicovym ptedpokladem je ale
schopnost vyuzit obrovské mnozstvi ziskanych dat k systematické charakterizaci fenotypi.
V dobé¢, kdy jesté¢ nebylo dostupnych tolik genetickych markerd, se Casto vyuzivala selekce
s podporou marker (MAS). Béhem této techniky je kauzalni mutace neznama, ale je znamy
marker, ktery je s danou mutaci ve vazebné nerovnovaze (tzn. existuje asociace vyskytu daného
genetického markeru a efektu mutované alely), takZze pro mapovani lze misto samotného genu
vyuzit dany geneticky marker. Ve Slechténi jsou ale ¢asto objektem zajmu znaky kvantitativni,
podili jeden nebo malo gent. Geneticka podstata kvantitativniho znaku je totiz zalozena na
existenci tzv. lokust kvantitativniho znaku (tzv. QTL), z nichz kazdy sdm o sobé ma na vysledné
fenotypové hodnoté znaku Casto maly podil, ale jejich kvantita po celém genomu miize byt vysoka
a jejich soucet nakonec dava vysledny fenotyp. Hlavnim nedostatkem vyuziti technik MAS pro
Slechténi kvantitativnich znakut tedy je to, Ze zjistény QTL vysvétluje pouze zlomek z genetické
variability u Slechtitelského cile a zbytek zlstava neznamy.

Tento problém se v soucasné dobé pickonava vyuzitim SNP nalezenych pomoci metod NGS.
Obrovské mnozstvi téchto markerii umoznuje provadét celogenomové asociaéni studie (GWAS),
jejichz podstatou je, Ze se shromazdi jedinci s kontrastnim fenotypem, pomoci DNA cCipu
s jednotlivymi SNP, které jsou ve vazbé s QTL, se zjisti alelové varianty na danych pozicich,
a sleduje se asociace obrovského mnozstvi markerti najednou s zadanym znakem, pficemz je
predpoklad, Ze kontrastni fenotypy se budou statisticky lisit pravé v téch oblastech, které se na
realizaci daného znaku podileji. Informace ze studii GWAS jsou dale vyuzivany i pfi testovani
pomoci GWAS asistované genomické selekce. Cilem je ptifadit kazdému genetickému markeru
tzv. odhad G¢inku, a pro samotnou selekci vybrat pouze markery QTL, které se na vysledném znaku
podileji v nejvétsi mite. Slechtitelska hodnota kazdého genotypu je pak vypodtena zahrnutim téch
genetickych markert, které jsou statisticky vyznamné.

Technické feseni si klade za cil navrhnout sondy pro SNP markery kandidatnich genti asociované
s efektivitou fixace vzdusného dusiku. Tyto markery v genech 7. pratense zapojenych do procesu
regulace a realizace nodulace a fixace dusiku budou vyuzity pfi konstrukei populacniho Cipu, ktery
umozni masivni a rychlé genotypovani jedinct, a tak jejich odhad Slechtitelské hodnoty.
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Podstata technického feSeni

Tento ukol fesi testovaci sada 7 novych SNP markerti uvedena v nasledujici tabulce:

Cislo | Lokus Pozice Referencni Alternativni Sekvence sondy
alela alela

AAAATTTGGTTAAT(T/C)TTTTTATTATA
1 Tp 9375 133 T C AGTT
2 Tp_13036 2625 C T ATTTTTAATTAAG(C/T)TCTTTGAACAAT
3 Tp 7124 4424 G A GAGATGTTGAG(G/A)ATTTTAAGAGA
4 Tp_86 3276 C G GTAATTTGAT(C/G)TCATCGGTGT
5 Tp_2269 7537 A G TTTCCTTTGAAT(A/G)CTTGTCTTAAC
6 Tp 31403 2100 C T AGATTAGCGC(C/T)GAGTTTG
7 Tp_8398 805 T A AACACTAAAGC(T/A)AAGTATCAC

Priklady uskutecnéni technického feSeni

Predmétem uzitného vzoru je 7 novych SNP markert ziskanych na zékladé vlastniho cileného
sekvenovani panelu 17 geni ucelkem 48 riznych genotypid 7. pratense. Tyto SNP jsou
lokalizovany ve specifickych genech, které se podileji na biologické fixaci dusiku a procesu
nodulace.

Soucasti uzitného vzoru je soubor 14 oligonukleotidi o celkové délce 326 bazi se SNP
polymorfismem uprostfed sekvence. Tyto oligonukleotidy slouzi jako fluorescencné znacené
sondy imobilizované na SNP ¢ipu, kde se hybridizuji k DNA komplementarni se sekvenci sond.
Kazda alelova varianta je oznacena jinou fluorescencni barvou (Cervend, zelena), cozZ umoznuje
jednoduchou detekci signalu  a rychlé genotypovani v daném lokusu. Sekvence
oligonukleotidovych sond jsou odvozeny z referencni sekvence 7. pratense odrudy Tatra.

Tato sada SNP markerd a s nimi souvisejicich sond umoznuje masivni a rychlé genotypovani
jedinct v populaci a identifikaci rostlin s alelovymi variantami, které jsou asociovany s vyssi
efektivitou biologické fixace dusiku. Vlastni analyza zacina izolaci a purifikaci DNA rostlinného
vzorku, nésleduje pfiprava na hybridizaci a fluorescencni znafeni. Navrzené¢ sondy se SNP
markery budou soucasti popula¢niho ¢ipu, ktery umoznuje rychlou identifikaci alelovych variant
nékolika SNP pro obrovské mnozstvi jedinci najednou, coz zptestiuje predikci Zadaného
fenotypového znaku u analyzovanych jedincii.

Sekvence obsahujici vybrané SNP markery byly ziskany vlastnim cilenym sekvenovanim panelu
17 genti pomoci technologie NimbleGen sequence capture firmy Roche. Vybrany byly ty geny,
u kterych byl experimentalné prokazan jejich vliv na proces fixace dusiku, anebo které jsou
specificky exprimované v hlizkach. Jednalo se jak o transkripéni faktory, leghemoglobiny,
receptorové kindzy anebo cytokininové receptory. Panel gent obsahoval celkem 95 kb genomické
sekvence vybranych gentl, knihovny pro sekvenovani byly vytvofeny pomoci metody SeqCap EZ
HyperCap, kdy jednotlivé fragmenty byly sekvenovany z obou konct (paired-end) s délkou ¢teni
150 bp na platformé [llumina NextSeq 500. Cilené sekvenovani probehlo u celkem 48 genotypt 7.
pratense, U jedincl kontrastnich v efektivité¢ fixace dusiku. Pocet nalezenych polymorfismt se
nachdazel v rozmezi 18 az 887 pro kazdy gen.

Zakladni analyza hrubych sekvenacnich dat probéhla pomoci programu FastQC. Pomoci néstroje
Trimmomatic pak byly odstranény kontaminujici sekvence, zbytky adaptérii a baze s nizkou
kvalitou. Nasledné mapovani opravenych sekvena¢nich readli bylo provedeno na zakladé
referencni sekvence 7. pratense odrudy Tatra s vyuZzitim algoritmu BWA-MEM z nastrojt BWA.
Sekvenacni data byla upravena na pokryti 150x. Program GATK byl dale pouzit pro rekalibraci
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kvality namapovanych readd a nakonec pro vyvolani SNP lokusti mezi vzorky. Tyto varianty byly
dale filtrovany s vyuzitim standardnich filtrovacich parametri podle doporuceni v manudlu. Na
zéklad¢é ploidie sekvenovanych jedincti byly nalezené varianty vyvolany v diploidnich nebo
tetraploidnich stavech a nasledné byly anotovany pomoci programu Variant Effect Predictor.

Efektivita fixace vzdusného dusiku u jednotlivych genotypil byla hodnocena acetylen redukéni
metodou ARA (acetylene reduction assay), kdy vysledky z tohoto méteni byly uvedeny jako
hodnoty molarni koncentrace etylenu (Cg). Hodnoty Cg byly standardizovany do Z-score, aby se
mohly porovnavat vysledky z rozdilnych méfeni. Asociace ziskanych SNP markert s efektivitou
fixace dusiku byla hodnocena pomoci linearni regrese mezi Z-score Cg a numericky vyjadienym
genotypem abundance referencnich alel analyzovanych genotypil. Vybrany byly ty SNP markery,
které vykazovaly nejvyssi zavislost Cg na genotypu v daném lokusu a jejichz efekt byl ovéren ve
dvou po sob¢ jdoucich generacich rostlin.

Vybrané SNP markery jsou v téchto genech:

Oznacdeni genu
T. pratense var. | Nazev genu Funkce genu
Tatra
transkrip¢ni faktor, kontrol dul
Tp_ 9375 ERF reguired for nodulationl rans 1pctl1 a. or,v (’)n o 2,1 noduiace,
- regulace rustu infek¢nich vlaken
Tp._ 13036 PEN3ike rezis.tence V’fléi ?hOfobém, specificky
- exprimovany v hlizkach
Tp_ 7124 SUNN kinaza, kontrola poctu hlizek
Tp_86 PHO2-like regulace akumulace fosforu v hlizkach
Tp 2269 NFP receptor Nod faktori
Tp 31403 Ca/CaM-dependent kinase prenos signalu Nod faktoru, nodulace
Tp_ 8398 RDNI regulace poctu hlizek

Tento soubor SNP marker bude mozné vyuzit ve Slechténi 7. pratense pro efektivnéjsi fixaci
dusiku, pfi selekcich rostlin prostiednictvim geneticky vazanych markeri a ptfi konstrukci
populacniho Cipu, ktery umozni masivni a rychlé genotypovani mnoha jedinct v n€ékolika lokusech
najednou.
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NAROK NA OCHRANU

1. Testovaci sada SNP markerti v genech efektivnich pro vyssi fixaci dusiku u jetele lu¢niho,
5 vyznacujici se tim, Ze je tvofena nasledujicimi prvky:

. Referenéni | Alternativni
Cislo | Lokus Pozice elerencnt CMAVIL | Sekvence sondy
alela alela

Tp_9375 133 AAAATTTGGTTAAT(T/C)TTTTTATTATAAGTT

Tp_13036 | 2625 ATTTTTAATTAAG(C/T)TCTTTGAACAAT

Tp_7124 4424 GAGATGTTGAG(G/A)ATTTTAAGAGA

GTAATTTGAT(C/G)TCATCGGTGT

Tp_2269 7537 TTTCCTTTGAAT(A/G)CTTGTCTTAAC

Tp_31403 | 2100 AGATTAGCGC(C/T)GAGTTTG

1 T
2 C
3 G
n Tp_86 3276 | C
5 A
6 C
7 T

>lHQ|al» |0

Tp_8398 805 AACACTAAAGC(T/A)AAGTATCAC
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