Zaznam o prubéhu obhajoby

...........................................................................................

......................................................................................

%’P m!w%za v Ao

7?”

5
gl Uﬁ

Wi,

m%&eﬁ/m Mﬁ ZZ 4%5@? ot

ML
Y /M
“ﬁﬁu MM 4@4{7 dusan]

gé lg%%ﬁg oﬁll 0/7



Odpovédi na otazky oponentii

RNDr. Helena Storchové CSc. a prof. RNDr. Milan Navr4til CSe.

1.

a) ... jakou &asti konkrétné pfispéla kandiddtka k uvedenym Clankim. Prosim proto o velmi
struény shrnujici komentéf, jaké metodice se vé€novala nejvice, pfipadné v ¢em vidi svij
nejveétd] pfinos k sestaveni mapy chromosomu 4AL pSenice a poziénimu mapovéni.

b) Které diléi experimenty autorka navrhovala, provadéla a hodnotila a jak se podilela na

piipravé publikaci?

Randhawa et al., 2014 — vytipovini kandiddtnich BAC klonii, BAC-end sckvence, vyvoj
markeril v blizkosti genu rezistence

Shorinola et al., 2016 - identifikace kandiddtniho kontigu fyzické mapy a identifikace
moZnych dalSich prodlouZeni kandiditniho kontigu a pokryti oblasti genu, chromosome
walking ve fyzické mapé

Abrouk et al., 2016 - dele¢ni mapa vyvinutd pro ukotveni fyzické mapy byla vyuZita i pro
vylepSeni GenomeZipperu dlouhého ramene 4A chromosomu

Balcarkovd et al., 2017 — izolace DNA RH linif a delednich linii, pfiprava DNA pro SNP
analyzu, rudni analyza SNP markerd, konstrukce deleéni a RH mapy, porovnani RH mapy
s genetickymi mapami. Piiprava publikace.

e

Nejvétsi pfinosem je orientace v celé fyzické mapy 4A chromosomu a konstrukce radiadni
hybridni mapy pro ukotveni fyzické mapy a identifikace markerdl v t€sné vazbé na klonované
geny.

RNDr. Helena Storchova CSe.
Otazky a poznamky

L.

...jsou zde zbytetné nepfesnosti napf. v latinskych nazvech (T. zhukovkyii str.10, Ae.
tauschaii str. 12). Je Triticum soveticum skutené uznanym botanickym druhem pSenice?

Odpovéd: Preklepy v ndzvech vzniky nepozornosti a byly pfi opravdch prehlédnuty. Spravny

néazev je T. zhukovskyi a Ae. tauschii.
Triticum soveticum je uméle vytvofena pSenice &lovékem. Uznanym botanickym
druhem neni.

Posledni otdzka se vztahuje k souasnému pokroku sekvenovdni rostlinnych genomi. Je
ziejmé, Ze metodika skladdni, analyzy a postupného sekvenovani BAC klonii je velmi
narocnd a pracnd. Jak vid{ kandiddtka budoucnost v tomto sméru? Je moZné, 7e dlouh4 &teni
(reads) ziskand pomoci PacBio €i Oxford Nanopore nahradi BAC klony? Jejich dosavadni
vysokd chybovost miize byt vylepSena korekei pomoci kritkych Illumina reads, které jsou
namapovany na dlouhé tseky, coZ oviem mubZe predstavovat problém v piipadé dlouhych
oblasti repetitivnich sekvenci.

Odpovéd’: Budoucnost je jiz ted. Firma NRGene poskytuje sluZby pro sekvenovéni i skladani.

VyuZivd krédtkych Illumina readii, mate-pair sekvenovani a softwaru pro skldddni sekvenc{
Magicassembly. Kvalita sekvence miZe byt dile podpofend sekvenovdnim metodou Hi-C.



PacBio nebo Oxford Nanopore nicméng BAC knihovny-dplné ne nahradi. Stile Jjsou diileZitou
genomickym ndstrojem hlavng pro pozién{ klonovéni.

3. Na posledni strance Uvodu (str. 32) je zminéna zcela novi metoda poziéniho mapovanf
MutChromSeq, kters byla recentng publikovina i za G&asti autortt z Centra Hana. Vyuziva
tato metoda n&kterych postupii sekvenovan{ dlouhych reads v realném gage?

Odpovéd”: Ne tato metoda vyuZiva Illumina sekvenovéni tedy krétké ready. Ale antofi naznacuji,

Ze do postupu mohou byt zapojeny i sekvena&ni metody dlouhého &teni, ale poukazuji na
vysokou cenu t&chto metod.

prof. RNDr. Milan Navritil CSe.,
Otazky a pozndmky
1. Jaké viastnosti by mél spliiovat geneticky marker pouZitelny ve lechténi (MAS)?

Odpovéd™ V ideslnim pfipadé by marker nemél segregovat od genu, tedy by mél byt pifmo ze
z&jmového genu.

2. Na stran& 58 uvddite “.. the flanking markers are suscesfully used in pre-breeding and
breeding proces”; ‘'mohla byste upfesnit, kters markery, kde a s jakou tispé3nosti byly pouZity?

Odpovéd®: ProtoZe tento projekt byl ve spoluprici se soukromou firmou. Mame jen informace, ¥e
diky na¥f fyzické mapé byli schopni vyvinout markery bliZe genu, Oblast byla redukovéna
z30cMna0s5 cM. Marker je tedy jiz vhodny pro MAS.

3. Puccinia striiforms [ sp. tritici (Pst) je celosvétove vyznamnym houbovym patogen pSenice,
u které bylo popsano vice ne¥ 50 Yr gend - geni rezistence. Nékteré tyto geny jsou roziffeny
celosvetove jiné pouze lok4lng, nachdzeji se na riznych chromozomech. Zajimalo by mne,
zda tento gen navozujici rezistenci viidi australskémn patotypu Pst byl cilen hled4n, nebo
“mél 3tésti”, e se nachdzi na chromozomu 4A? Jsou v Ceské republice pouZivdny markery
rezistence viiéi Pst ve ¥lechténi?

Odpoved*: Rezistence byla zndma, jen byla p¥esng uréena poloha genu. Gen mal §tésti v tom, Ze
se nachazel na chromozomu 4AL v oblasti, kde se nachdzi i rezistence vii€i padli travnimu, o
ktery se zajimd maj $kolitel. A tak Jjsme navazali spolupréci s kolegy z Austrilie a pormohli
Jjim s v¥vojem dal$ich markerd a pomoci fyzické mapy pfesnéji uréili polohu genu,

U nds markery nejsou moc pouZiviny. A to hlavng proto, Ze markerd je mdlo a nejsou dost
blizko gentt. Tudi¥ mé¥e dochdzet k segregaci mezi markerem a genem,

Mgr. Zdenék Kubat PhD
Otazky
1. V dvodu pifete, 7¢ vice ney % pSeniéného genomu vykazuje velice nizké frekvence
- rekombinace, coZ komplikuje presné geneticke mapovani markerti. Cim se l3{ tato % genomu
od zbytku genomu s Vvy8si frekvenci rekombinace? Jsou nékteré zpiisoby, jak zvysit Cetnost
rekombinace v t&chto oblastech?




Odpoved’: Oblasti s nizsi frekvenci rekombinace se vyznaduji vy$§im vyskytem repetitivnich
elementti.
Frekvence rekombinace se d4 zvysit vyvinutim specidlni Phl populace. Phl je gen, ktery
zabrafiuje pdrovani homeolognich chromosomil. KdyZ je supresor tohoto genu pfitomen, je
tvofeno vice homeologniho pdrovéni. Napiiklad v Ph/ populaci, kterd byla poZita pro poziéni
klonovdni genu na chromozomu 4A, bylo detekovdno zvySeni rekombinace a? 27x
v telomerické oblasti.

Zmifiujete novou Udspornou metodu poziéniho klonovéni genti (Sanchez-Martin et al., 2016).
Mohla byste mi pfibliZit rozdil v experimentdlni a Sasové ndro¢nosti této nové metody ve
srovnani s postupem vyuZivajicim fyzické a genetické mapy? Jsou tyto dva piistupy z hlediska
vystupll rovnocenné, nebo md kazdy z nich vlastni vyhody?

Odpovéd=

ittt
| Mutchrc ;
Urceni polohy genu na chromosomu z genetického mapovani

Viyvoj markeru ve vazbé s genem mutageneze
Genetickd mapa oblasti genu Vybér linii s mutovanym genem
Saturace oblasti markery Tridéni chromsomu
Fyzickd mapa oblasti genu Sekvenace chromosomu
Zmensovani oblasti Kandiddtni gen

Sekvenace kandidatnich klonG

Kandidatni gen

Klasické pozi¢ni klonovini je ¢asové velmi ndroéné a vyZaduje vyvoj novych markeru a
neustaly screening mapovaci populace, nebo vyvoj novych mapovacich populaci. Klasické
poziéni klonovdni je zdvislé na rekombinaci, kdyZ se dostanete blizko genu, je
pravdépodobnost rekombinace nizsi. Fyzickd mapa oblasti genu je moZno sestavit z
dostupnych BAC knihoven, ale miize se stit, Z¢ gen v této knihovné nenajdeme. Klasické
poziéni klonovani miZe trvat 10 a vice let.

MutChromSeq je méné €asové ndro¢nd. Nejvice Casu zabere vyvoj mutantii. Zbytek postupu
Je v podstaté za mésic hotovy (za mésic mate kandiddtni gen). Vhodné i pro nerekombinujici
oblasti genomu ale vyZaduje dominantni fenotyp.

Cim jsou diskrepance v poradi marker( zpiisobeny? Je to zpiisobeno citlivosti metod, nemiize
jit o prestavby zpiisobené ozdfenim nutnym pro RH mapovani, nebo je to jednoduse
vysvétlitelné variabilitou biologického materidlu (p$eni&nych linif) pouZivaného pro konstrukci
map? Kolik je zndmo o vnitrodruhové variabilité p3eniéného genomu - respektive o
potencidlnich pfestavbich genomu vétiiho méfitka? A jak je na tom pSenice s variabilitou
velikosti genomu - naptiklad diky aktivité mobilnich elementi?

Odpovéd’: Diskrepance v poradi markerii v mapach jsou nejéastéji zplsobeny genomickou
variabilitou pouZitych mapovacich populaci. Syntenie genomii p3eni¢nych linii na makro
drovni je celkem dobfe zachovana i mezi piibuznymi druhy. Popsané v pracich Devos a Gale
posledni dekadeé 20. stoleti. Na druhé strané casté odchylky od syntenie na trovni
mikrokolinearity byly popsdny u pSenice hlavné v pracich zaméfenych na klonovani genii ale
1 pii analyze haplotypi. Napiiklad v praci Tsombalova et al., 2016 testovanim 216 kultivari
identifikovali tfi hlavni haplotypy na konci 4A chromosomu a signifikantni odchylky ve



velikosti tohoto chromosomu mezi kultivary. TakZe odchylky v pofadi markerd jsou s nejvetsi
pravdépodobnosti vysledkem aktivace transponavatelnych elementi, indelfi, translokaci a
inverzi. Pfestavby zpfisobené ozéfenim nutnym pro RH mapovéni miiZou byt zdrojem umglé
variability, a proto jsme pouzili deleéni mapu pro kontrolu spolehlivosti RH mapy.

Doplfiujici otdzka 1. V&d&la byste pro jaké rostlinné chrombzomy jsou casté a velké
chromozomdlni pfestavby typické?

Odpovéd: U pienice je to piestavba chromozomu 4A. U chromosomu 4A doilo k nékolika
translokacim a inverzi. Pak u n&kterych odrid pSenice miiZeme narazit na translokaci
IBS/IRS. Tato translokace pfinesla do pSenice geny rezistence proti suchu, ale do$lo ke ztrats
kvality.

U jinych rostlinnych genomi, napiklad u pohlavnich chromosomil.

Dopliiujici otdzka 2. Porovndnim sloZenych genomi riznych lidskych populaci navzdjem se
neddvno zjistilo, Ze vice neZ 90% lidské vnitrodrruhové genetické variability je zplsobeno
genomovymi piestavbami malého rozsahu (inzerce, delece, inverze v fddu desitek aZ tisicd
bazi, které zahrnuji geny), tedy nikoli pievdiné bodovymi mutacemi nebo odli¥nosti
(populagné-specifickych) alel, jak se d¥ive pfedpokiadalo. Existuji néjaké studie na toto téma u
pienice?

Odpovéd’: U pSenice jsou podobné studie pouze na tirovni gend.
Povedlo se mezitim osekvenovat a identifikovat tento gen (z élanku Randhawa et al., 2014)?
Odpovéd: Gen neni osekvengvany a ani identifikovany. V oblasti byla zjisténa duplikace, ktera

stéZuje mapovani. Pokud to ptijde, uvaZuji kolegové o vyuZiti metody MutChromSeq.
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