CZ 34717 U1

UZITNY VZOR

(21) Cislo prihlasky: 2020-38246
(19 (22) Prihlaseno: 18.11.2020
e KA (47) Zapsino: 22.12.2020

URAD

PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(11) Cislo dokumentu:

34 717

(13) Druh dokumentu: Ul
(51) Int. Cl.:

CI120 1/68 (2018.01)
CI201/6876  (2018.01)
CI20 1/6895  (2018.01)

(73)

(72)

(74)

Majitel:

ESSENCE LINE, s.r.o., Praha 5, Motol, CZ
Zemédelsky vyzkum, spol. s r.0., Troubsko, CZ
Masarykova univerzita, Brno, Brno-mésto, CZ
Ing. Hana Jake$ova, CSc., Hladké Zivotice, CZ

Puvodce:

Ing. Hana JakeSové, CSc., Hladké Zivotice, CZ
Mgr. Jan Boroii, Presov, SK

Ing. Petr Novotny, Praha 5, Stodulky, CZ

prof. RNDr. Jana Repkové, CSc., Brno, Cerna Pole,
Ccz

RNDr. Jan Nedélnik, Ph.D., Brno, Trnita, CZ

Ing. Oldtich Trnény, Rousinov, Slavikovice, CZ
Iker Silva Gonzales, Sopelana, Bizkaia, ES

MSc. Mindaa Pauline, Saint-Faust, FR

Mgr. Zuzana Cockova, Biezova, CZ

Mgr. David VIk, Brno, Kralovo Pole, CZ

Mgr. Petra Jiraskova, Karlovy Vary, Drahovice, CZ

Zastupce:
Ing. Libor Markes, Grohova 145/54, 602 00 Brno,
Veveri

(54)

Nazev uzitného vzoru:

Testovaci sada k pripravé populacniho ¢ipu
pro efektivni genotypovani a selekci jetele
lu¢niho

Utad priimyslového vlastnictvi v zapisném fizeni nezjistuje, zda predmét uZitného vzoru
spliiuje podminky zptisobilosti k ochrané podle § 1 zak. ¢. 478/1992 Sb.



20

25

30

35

40

45

50

CZ 34717 Ul

Testovaci sada k pripravé popula¢niho ¢ipu pro efektivni genotypovani a selekci jetele
luéniho

Oblast techniky
Technické feseni se tyka populacniho Cipu pro genotypovani vybrané sady markert a selekci jetele

luéniho (7rifolium pratense L.) prostiednictvim detekce alelovych variant gend, vyuzitelné
zejména pro testovani vétsiho vzorku populace (fddove stovky az desetitisice vzorki).

Dosavadni stav techniky

Odvekou snahou $lechtitelll je u€inna selekce druhti rostlin a zvitat na zakladé fenotypové a novéji
genotypové variace uvnitf druhu i populace. Tradi¢ni Slechténi se diive provadélo na zaklade
fenotypu pfi absenci znalosti molekularnich a genetickych mechanismd. Slechtitelé provadéli
selekci vybérem dle vybranych znakid jedinc pro pfisti potomstvo. Metodika Slechtitelti se
prakticky nezmeénila ani po objevech Mendelovych zdkont genetiky (J. G. Mendel, 1866), ani
rozsifenim poznatki o DNA jeho nasledovniky ve 20. stoleti (Morgan, Watson a Crick), takze
Slechtitelé zustali odkazani na selekci dle fenotypi.

O selekci jedinct na zakladé genotypovani, tedy procesu ur€ovani genotypt pomoci laboratornich
testdl, je mozno hovofit az s objevy modernich metod molekularni genetiky, zejména objevu
polymerazové fetézové reakce (PCR — polymerase chain reaction) v roce 1983 a Sangerova
sekvenovani (1977), které umoznily strukturni analyzu, detekci jednotlivych genti, genetickych
polymorfismti (existenci dvou nebo vice variant genti, tzv. alel, v jednom lokusu)
a chromozomovych aberaci.

Metody genotypizace zahrnuji:

- identifikaci polymorfismu délky restrikénich fragmentti (RFLP — restriction fragment length
polymorphism) genomové DNA,

- ndhodnou amplifikaci polymorfni DNA (RAPD — Random Amplification of Polymorphic DNA)
genomové DNA,

- detekcei polymorfismu délky amplifikovaného fragmentu (AFLPD),

- polymeréazovou fetézovou reakci (PCR),

- sekvenovani DNA,

- sondy pro alelové specificky oligonukleotid (ASO),

- hybridizace na DNA popula¢niho ¢ipu ¢i magnetickych kulickach (magnetic beads).

Do roku 1995, kdy byl popsan roboticky tisk fragmenttit DNA na sklenény substrat (Schena et al.,
1995), bylo genotypovani na jednotlivé i popula¢ni urovni provadéno pouze na Girovni sériovych
experimentd. Paralelni experimenty byly umoznény az s dostupnosti vysokokapacitnich systému
(HTS), tj. nové generace sekvenovani (NGS, Next-generation sequencing, piiblizné¢ od roku 2000)
a technologie populacnich ¢ipti (MA Schena, US Patent 6,913,879, 2005). Pravé populacni Cipy
v soucasné dob¢ nachdzeji uplatnéni zejména ve Slechténi hospodaiskych zvitat a rostlin za Gcelem
vyssi produkce potravin a zemédélskych vynosi, jelikoz predstavuji robustni, ekonomicky
a efektivni nastroj pro genotypovani zivych organismi na populacni Girovni. V synergii s vyuzitim
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nové generace sekvenovani predstavuji vhodnou platformu pro aplikaci dat ziskanych pokro¢ilymi
sekvena¢nimi metodami.

Pro genetiku a §lechténi riiznych zemédé€lskych plodin a zvifat byly v minulosti vyvinuty a uspésné
pouzity riizné typy molekularnich markerd, resp. fragmentiit DNA. Jednotlivé genetické markery
byly vyhodnoceny s rtiznou trovni reprodukovatelnosti, polymorfismii, genomické abundance;
dale naroc¢nosti, nakladnosti metodik potiebnych k jejich detekcei ad. Geneticky marker je gen (nebo
uréita sekvence DNA se znamou lokaci v chromozomu), ktery reguluje konkrétni gen nebo
fenotypovy znak. Mezi tyto markery patfi polymorfismus délky restrikénich fragmentii (RFLP),
polymorfismus délky amplifikovanych fragmenti (AFLP), opakovani jednoduchych sekvenci
(SSR), jedno-nukleotidovy polymorfismus (SNP) a DArT markery (Gupta et al., 2008).

Pravé SNP markery se v poslednich studiich ukazuji jako velmi vhodné pro genomickou selekci
hospodaiskych zvifat arostlin, jelikoz vykazuji vysokou ucinnost v korelacich s kyzenymi
fenotypickymi znaky, dale se vyznacuji vysokou reprodukovatelnosti, stupném polymorfismu,
abundanci v genomu ad. v porovnani s metodami alternativnimi (Nadeem et al., 2017).

Uzitny vzor si klade za kol navrhnout nastroj pro piipravu populac¢niho ¢ipu na bézi sond pro
identifikaci konkrétnich markerd jednonukleotidovych polymorfismii (SNP), které odpovidaji
variacim v sekvenci DNA, k nimz dochazi pti zaméné jednoho nukleotidu, tj. adeninu (A), thyminu
(T), cytosinu (C) nebo guaninu (G) v sekvenci genomu.

Podstata technického feSeni

Podstata technického feSeni spociva v testovaci sadé k ptipravé populacniho Cipu pro efektivni
genotypovani a selekci jetele lu¢niho prostifednictvim genii asociovanych s vyssi biologickou fixaci
dusiku T. pratense odrudy Tatra. Testovaci sada je slozena z primeru 1, tj. komplementarni cilové
sondy k vybranym geniim, a z primeru 2 pro piipravu amplikonovych sond s linkerem. Pfitom
primery jsou tvofeny sekvencemi nukleotidii uvedenymi v tab. 1.
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Tabulka 1
¢. | lokus pozice Primer 1
1 | Tp 9375 | 133 ATTTTCGGCGTAGGACA
2 | Tp_13036 | 2625 ATCTTTCCTTGATGTAACCTGT
3 | Tp 7124 | 4424 CATGTTGTGAGAGATGTTGA
4 | Tp_86 3276 ACATGTTATATCAGTGTAATTTGA
5 | Tp_ 2269 | 7537 TCAAATAATTGTTCCTTTCCTTTGA
6 | Tp_ 31403 | 2100 AATTGGTTTGTTTAGATTAGCG
7 | Tp_8398 | 805 TTGATGCAAAAGGGATGGAGA
¢. | lokus pozice Primer 2
1 | Tp 9375 | 133 [AmMC6]TCCACAAAAGGAACTTATAATAA
2 | Tp_13036 | 2625 [AMC6]TGAAGAGCTTATTTTCAGATAATT
3 | Tp 7124 | 4424 [AmC6]CTTCCGGTTGAGATTTCCA
4 | Tp 86 3276 [AmC6]CAAGATTGAAATTACAGTTTGTT
5 | Tp_ 2269 | 7537 [AmC6]TAGAGAAAAGGCACAAGCG
6 | Tp_ 31403 | 2100 [AmC6]JAATCATGGTAGCACAGC
7 | Tp_8398 | 805 [AmC6]CCGTCACAGCAACGTGATAC

[AmC6] muze byt libovolny linker k ukotveni vzniklého amplikonu na substrat k pfiprave
popsaného popula¢niho Cipu. Pritom linker zahrnuje chemické skupiny schopné vytvofit vazbu na
uhlikaty fetézec DNA amplikonu prostfednictvim funk¢ni skupiny, jako napft. aldehydicka, amino,
epoxy a dalsi, pfipadné¢ pomoci systémi zalozenych na vazbach s biotinem a streptavidinem
a odvozenych systémil.

Geny jedinct T. pratense vybrané pro selekci na bazi SNP markerd byly pfitom paralelnim
vyzkumem asociovany a lokalizovany u specifickych genti, uvedenych v tab. 2, jako vyznamné
pro biologickou fixaci dusiku a procesy nodulace. Vybér genli byl proveden na zakladé
experimentalnich vysledkti z méfeni fixace dusiku, pfipadné na zaklad¢ jejich specifické exprese
a zahrnuje nasledujici rodiny gend: transkripéni faktory, leghemoglobiny, receptorové kinazy
a cytokininové receptory.

Tabulka 1:
oznaceni genu | nazev genu funkce genu
To 9375 ERF reguired transkripéni  faktor, kontrola nodulace,
P_ for nodulationl regulace rustu infek¢nich vlaken
Tp_ 13036 PEN3-like re21s-tence vaci c’horobam, specificky
- exprimovany v hlizkach
Tp 7124 SUNN kinjza, kontrola poctu hlizek
Tp 86 PHO2-like regulace akumulace fosforu v hlizkéch
Tp 2269 NFP receptor Nod faktori
Tp 31403 Ca/CaM-dependent kinase pienos signalu Nod faktoru, nodulace
Tp 8398 RDNI regulace poctu hlizek
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Objasnéni vykresu

Technické feSeni bude dale objasnéno pomoci vykresi, na nichz obr. 1 ukazuje pocatecni radky
popsaného souboru biologickych dat vytvoreného ve formatu GAL (GenePix Array List), obr. 2
predstavuje vizualizaci celkového nahledu 5 podpoli o 8 blocich z tiskového software a obr. 3
nahled skenu populac¢niho ¢ipu exportovaného do formatu *.jpn.

Priklady uskutecnéni technického feSeni

Prostiednictvim testovaci sady byl navrzen a vytvofen novy typ populac¢niho ¢ipu s kvantitativnim
spektroskopickym stanovenim fluorescence. Principem je interakce kratkych vybranych useki
DNA, které jsou imobilizovany na aktivované matrici, s jejich komplementarnimi fluorescencné
znacenymi sondami a které detekuji vybrané SNP. Populacni Cip se sklada z mikroskopického skla
(25%75 mm) chemicky modifikovaného pro imobilizaci vybranych kratkych tuseka sekvenci geni
(amplikonovych sond relevantnich pro fixaci dusiku), ziskanych PCR amplifikaci tzv. linkerem
(spojovaci molekulou) k vazbé na modifikovany substrat z kazdého vzorku, a z kontrolnich
sekvenci.

Populacni Cip byl vytvofen pouzitim tiskového robotu NanoPrint™ (Arrayit) s pouzitim tiskové
hlavy a pind SMP3 (Telechem). Geometrie rozmisténi spotii na ¢ipu mize byt zna¢né rozdilna
v zavislosti na poctu zvolenych cilovych sekvenci a vzorkli. Pro vytisk PCR sond bylo pouzito
rozmisténi do 5 sub-poli 450 um od sebe vzdalenych po 8 blocich, pti¢emz v kazdém bloku jsou
spoty 10 x 11 s mezerou 420 x 400 um. Kazdy loci a kontroly jsou vytistény ve 4 opakovanich
v podobé spotu o priiméru piiblizné 100 pm (u velikosti spotu je mozna variabilita). VySe zminéné
parametry populacniho ¢ipu a dale informace k identifikaci pozic jednotlivych vzorki na substratu
jsou obsazeny v tzv. GAL souboru.

Soubor specifickych primerd je uréen pro piipravu popula¢nich amplikonovych sond obsahujicich
SNP polymorfismy piiblizné uprostfed kazdé uvedené sekvence. Tyto amplikonové sondy jsou
nasledné roboticky naneseny na substrat, kde dojde k jejich ukotveni prostfednictvim vyse
zminéného linkeru, ¢imz je pfipraven populacni ¢ip. Hybridizace na €ipu je provedena za vhodnych
reak¢nich podminek (promyvani pufry a pti optimalizovaném teplotnim rezimu) s fluorescen¢né
znacenymi syntetizovanymi cilovymi sondami se specifickou sekvenci pro dané SNP.

Vsechny sekvence téchto sond byly odvozeny z referencni sekvence 7. pratense odridy Tatra,
pficemz alelové varianty jsou odliSeny riznym fluoroforem (zpravidla ¢ervenym a zelenym dle
nastaveni kanald v dostupném fluorescenénim skeneru). Nasledné vyhodnoceni fluorescenénich
signalt umoziuje relativné jednoduché a rychlé genotypovani vybranych SNP markert v celé
populaci.

K robotické ptiprave Cipl se vyuZzivaji kontaktni a bezkontaktni metody depozice bud’ plné
funkénich molekul, nebo syntetizovanych in-situ na povrchu substratu (nejcastéji mikroskopicka
sklicka s chemicky modifikovanym povrchem) zahrnujici fotolitografickou syntézu (Lipshutz et
al. 1999, Singh-Gasson et al. 1999) nebo syntézu pomoci technologie piezoelektrického tisku
(Hughes et al. 2001). Zakladni koncept populacnich Cipti spociva v tom, ze kazdy spot poskytuje
jedineény signal v disledku unikatni hybridizace cilovych molekul se sondami a zaroven populacni
¢ip poskytuje mnohacetnou paralelni detekci cilenych markert.

Konkrétni rozlozeni vzorkd na designovaném popula¢nim ¢ipu je feSeno pomoci GAL souboru
slouziciho k identifikaci jednotlivych pozic vzorkil na substratu. Ptiklad takového technického
feSeni je videét na obr. 1, jenz ukazuje pocatecni fadky popsaného GAL souboru. Obr. 2 dale
predstavuje vizualizaci celkového néhledu 5 podpoli o 8 blocich z tiskového software.
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Po pripravé je populaéni ¢ip podroben mikroskopické kontrole kvality a nasledné pii zvySené
teplot¢ hybridizovan se syntetickymi sondami (2 az 2,5 pul/cm?), znafenymi flourofory,
komplementarnimi k hledanym loci (cilové sondy; fluorofor Cy3 pro alelu divokého typu wt
(z angl. wild type) a Cy5 pro mutantni alelu m (z angl. mutant). Vyhodnoceni bylo provedeno na
fluorescencnim skeneru GenePix® 4000B (Molecular Devices) s detekénimi kanaly A =532 nm
a A = 635 nm. Nahled skenu populacniho ¢ipu Ize exportovat napi. do formatu *.jpg, jak je ukazano
na obr. 3.

DNA sekvence (amplikonové sondy) pro vytisk byly pfipraveny vrozmezi koncentraci
0,1 az 1 pg/ul, kontroly 1 az 50 uM. Z intenzity signalu byly urceny koeficienty pro genotypy
danych loci a vzorku odpovidajici homo/heterozygotnosti nasledujicim zptisobem:

Ze ziskanych dat byly odfiltrovany hodnoty nespliiyjici kritérium SNR >3 u vlnovych délek
532 nm a 635 nm (z angl. Signal to Noise Ratio, kde parametr udava, zda signal ve spotu je
dostatecné silny oproti pozadi) a tzv. “flagli” (funkce slouzici k filtraci a tfidéni dle kvality spot,
napt.: dobry, $patny, chybny, poSkozen). Nasledné byly odfiltrovany monoplikaty a provedena
kontrola replikati (n>2). Vzorek per loci byl odstranén, pokud nebyly pfitomny alespon
2 repetice. Probéhla kontrola distribuce kontrol dle genotypu/lokusu a nasledné normalizace per
loci tak, aby se pomér intenzit u kontrol pro heterozygota rovnal 1. Kontroly byly po normalizaci
podrobeny druhé kontrole distribuce, v pfipadé nutnosti filtrovany a po filtraci byla data znovu
normalizovana. Replikaty byly sumarizovany na median a transformovany log 2. Z kontrol byl
vytvoren linearni SVM model, dle kterého doslo k nasledné klasifikaci dat. SVM model (z angl.
Support Vector Machines), znamy téz jako metoda podptirnych vektort, je metodou pouzivanou
ke klasifikaci a pro regresni analyzu. Finalni soubor s daty pak obsahuje: log 2 normalizované
intenzity, ID, pravdépodobnost piislusnosti k jednotlivym genotyplim a vysledny pftitazeny
genotyp, tzn. ten s nejveétsi pravdépodobnosti.

Populacni Cip je urcen k efektivni genotypizaci populaci 7. pratense odrudy Tatra pro alely
s asociaci vyssi aktivity fixace vzdusného dusiku. Pracovni postup zahrnuje: izolaci DNA ze
vzorkd rostlin, PCR amplifikaci s modifikaci linkerem pro ukotveni na substrat popula¢niho ¢ipu,
purifikaci PCR produktu, vytisk amplikonti na substrat, jejich chemickou imobilizaci, hybridizaci
s cilenymi syntetickymi sondami znacenymi fluorofory a finalni bioinformatické vyhodnoceni.
Populacni ¢ip byl navrzen tak, aby prostfednictvim identifikace vybranych alelovych variant SNP
umoznil efektivni selekci v ramci Slechtitelskych populaci (fadové stovky az desetitisice jedinct),
coz Slechtitelé vyuziji pro efektivni predikci Zadaného fenotypového znaku, tj vyssi biologickou
fixaci dusiku v rostlinach.

Inovativnost feSeni spociva v souasné mnohacetné analyze vybranych genetickych znakd,
jednonukleotidovych polymorfismti (SNP) se vztahem k biologické fixaci dusiku, analyzovanych
soucasné na 1 popula¢nim ¢ipu. Tato technologie je cilena na uplatnéni v oblasti §lechténi a selekce
jetele luéniho, konkrétné na selekci jedinci s genetickymi znaky nesoucimi vys$i schopnost
rostliny fixovat vzdusny dusik a tim ekologicky pomahat k obohaceni pidy dusikem.
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NAROKY NA OCHRANU

nasledujicimi sekvencemi nukleotidi:

¢. | lokus pozice Primer 1

1 | Tp 9375 | 133 ATTTTCGGCGTAGGACA

2 | Tp_13036 | 2625 ATCTTTCCTTGATGTAACCTGT

3 | Tp 7124 | 4424 CATGTTGTGAGAGATGTTGA

4 | Tp_86 3276 ACATGTTATATCAGTGTAATTTGA

5 | Tp_2269 | 7537 TCAAATAATTGTTCCTTTCCTTTGA

6 | Tp_31403 | 2100 AATTGGTTTGTTTAGATTAGCG

7 | Tp_8398 | 805 TTGATGCAAAAGGGATGGAGA

¢. | lokus pozice Primer 2

1 | Tp 9375 | 133 [AmC6]TCCACAAAAGGAACTTATAATAA
2 | Tp_13036 | 2625 [AmMC6]TGAAGAGCTTATTTTCAGATAATT
3 | Tp 7124 | 4424 [AmCO6]CTTCCGGTTGAGATTTCCA

4 | Tp 86 3276 [AmC6]CAAGATTGAAATTACAGTTTGTT
5 | Tp 2269 | 7537 [AmC6]TAGAGAAAAGGCACAAGCG

6 | Tp 31403 | 2100 [AmC6]AATCATGGTAGCACAGC

7 | Tp_8398 | 805 [AmC6]CCGTCACAGCAACGTGATAC

pficemz [AmC6] mtze byt libovolny linker k ukotveni vzniklého amplikonu na substrat k ptiprave
popsaného populaéniho ¢ipu a pfi¢emz linker zahrnuje chemické skupiny schopné vytvofit vazbu
na uhlikaty fetézec DNA amplikonu prostiednictvim funkéni skupiny, jako napt. aldehydicka,
amino, epoxy a dalsi, ptipadn€ pomoci systémt zalozenych na vazbach s biotinem a streptavidinem

a odvozenych systémil.

3 vykresy
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arrayersoftwareName=Microarray Manager”
Arrayersoftwareversions3, 6, 6, 327

Block" "Column" “Row" 1D~ “Hame"

| 1 1 K35/8_C3 K35/8_C3

| 2 1 K3s/8_c3 K35/8_C3

| 3 1 K3s/8_c3 K35/8_C3
Obr. 1
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Obr. 2
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Obr. 3




	Bibliographic_Data
	Description
	Claims
	Drawings

