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PSenice patii s ryZi a kukuFici k nejddleZit&jSim plodindm a je zakladnim zdrojem obiivy pro
tfetinu lidstva. Statistiky udavaji, Ze kaZdoro&né se ji sklidi asi 700 milionl tun. V poslednich
desetiletich se ji viak sklidilo méné, neZ lidstvo spotfebovalo, a logickym dlisledkem je pokles
svétovych zasob. S narlstem lidské populace se viak poptavka po psenici bude v budoucnu
neustale zvySovat a zajistit poZadovanou produkci pSenice v roce 2050 bude moZné jen tehdy,
pokud budou vynosy novych odrdd stoupat o 2 % rocné. Takového rlstu lze vSak dosdhnout jen
intenzivnim Slechténim, které vyuiiva metody molekuldrni biclogie a genomiky a také
biotechnologické metody, véetné genetické transformace a editace dédiéné informace.
Rozsahlejsi zapojeni t&chto metod do Slechtitelskych program( a piné vyuZitl jejich potencialu
viak nebude uskutecnitelné bez podrobné znalosti dédiéné informace (genomu) pSenice. K
tomuto cili sméfuje i téma predloZené disertace, ktera je ¢lenéna do dvou organicky na sebe
navazujicich ¢asti,

Prvni &ast prace je vénovana poziénimu klonovani genu(l) v lokusu Dn2401, jenz podminuje
rezistenci plodiny k m&ici zhoubné. S cilem zahustit genetickou mapu byl navrZen postup pro
cileny vyvoj markeri v prostfedi hexaploidniho pieni¢ného genomu. Za pouiiti této metody bylo
vyvinuto nékolik novych marker( v tésné vazbé na lokus, pomaci kterych byl identifikovan
kontig fyzické mapy, jenZ preklenuje oblast zodpovidajici za resistenci. Sekvenovani a nasledna
anotace sekvenci klon( ze ziskaného kontigu odhalila pfitomnost nékolika kandidatnich gent.
A€koliv gen resistence izolovan nebyl, jeho lokalizace se zGZila na pomérné kratkou genetickou
vzdalenost odpovidaijici nékolika stovkam kb. Je tudiZ pravdépodobné, Ze se tak v blizké
budoucnosti stane.

V druhé &asti prace byla zkonstruovana fyzickd kontigova mapa ramene 7DS. Ta poslouZila k
vybéru tzv. minimal tilling path (MTP), tedy minimalni sestavy klond z knihovny dlouhych



inzertdl, ktera reprezentuje celé chromozémaové rameno. Klony z MTP byly nasledné
sekvenovany a ziskana data se stala zakladem pro sestaveni referenéni sekvence ramene 7DS. Za
uéelem ovéieni spravnosti fyzické mapy a tedy i vysledné chromozémové sekvence bylo
provedeno srovndni s genomovou mapou vytvofenou technologii BioNano na platformé Irys.
Toto srovnani prokdzalo, Ze optické mapovani mlie poslouZit jako uZite€ny nastroj pro
ovéfovani a zdokonaleni fyzické mapy a také se mdZe uplatnit p¥i analyze komplikovanych &asti
genomu, jako jsou tandemové repetice.

Viechny vysledky presentované v dizertaci progly naro€nym recenznim fizenim, takZe
opeonentovi nendleii podrobovat kritice jiZ uvefejnéné vysledky. Autorcin pFispévek je zfejmy ~
prvoautorstvi na dvou kvalitnich vysoce impaktovanych publikacich. Pfesto si z vlastniho zajmu
dovolim poloZit nékolik dotaz(:

1. V publikaci byla metodou optického mapovani odhalena nova oblast chromosomu, ktera
dosud nebyla pokryta sekvenovanymi BACovymi klony. Tento vysledek je velmi zajimavy
ukazujict na uZite¢nost této relativné nové metody skytajici moZnosti jejiho Sirdiho uplatnéni

v genomickych projektech. Nové objeveny Gsek obsahuje opakujici se segment se §tépnymi
misty pro nikujicl restrikénim enzym. Hypotéza, Ze se jednd o satelitni sekvenci je viak znaéné
spekulativii a neni podloZena pFisludnymi experimenty. Je stejné docela moiZné, Ze se jedna o
Gseky kddujici 358 ribosomalni RNA (rDNA) vzhledem k tomu, Ze perioda opakovani odpovida
délce monomerni jednotky rDNA u pSenice (cca 10 kb, Gerlach a Bedbrook, 1979) a takeé proto,
e se jeden z 355 rDNA lokusi pSenice na tomto chromosomu vyskytuie (Mukai a spol 1991).
Zajimalo by mne, zda by mohla autorka nastinit experimentalni postup, ktery by vedl k bliZsi
charakterizaci zminéného tiseku chromosomu. Ze se jedna o rDNA by mo#na $lo vylouéit
analyzou restrikénich mist monomerni jednotky rDNA. Pokud se cilové misto pro pouZity
restrikéni enzym Nt.B8spQl v sekvenci nevyskytuje nebo se naopak vyskytuje mnohokrat (alesporn
2x), patrné se u mapy €. 350 (Obr. 1) nejedna o klastr rDNA. Z evolucniho hlediska by bylo
rovndZ zajimavé zjistit Groveti kolinearity mezi chromosomem 7DS u p3enice a chromosomy
jeiiho diploidniho predka.

2. Dizertaéni prace je do znagné miry orientovana na aplikaci metod pro vyzkum velkych
genoml. Napfiklad jednim z hlavnich cili byla validace fyzické mapy kratkého ramene
chromosomu p3Senice optickym mapovanim. S vyjimkou literdrnim Gvodu (kratké odstavce na
str. 22 a 40) postraddm viak detailnéjsi popis této relativné nové metody. Obvyklé Casti
“Material a Metody” nejsou totiZ v dizertaci uvedeny vibec. Rad bych proto poZadal autorku,
aby mohla v kratkosti béhem své dstni prezentace shrnout dosavadni poznatky o Bionano

technologii. Poukazuji zde na literaturu napfiklad: Hastie et al.:Rapid Genome Mapping in



Nanochannel Arrays for Highly Complete and Accurate De Novo Sequence Assembly of the
Complex Aegilops tauschii Genome. PlosOne February 6, 2013, DOI:
10.1371/journal.pone.0055864. V polemice na téma BioNano by mne zajimaly technické detaily
jako je: (i} potet restrikénich enzyma, které se uplatiuji pfi fluorescenéim znaceni analyzovaych
molekul, (ii) poéet vyuZitelnych fluorochrom( pro znaceni. (iii) minimalni mnoZstvi vychoziho
vzorku. (iv) rozliSovaci schopnost metody. Jinymi slovy, jaka je nejkratsi vzdalenost mezi
jednotlivymi restrikénimi misty, kterou lze jesté opticky detekovat?

3. Préce je po metodické strance extrémné bohaté ukazujici na technickou zdatnost
doktorandky. Zejména vyzdvihuji originalni pfistup pro izolaci vysokomolekuldrni DNA metodou
sortrovanych chromosom na pritokovém cytometru. Tato metoda se osvédcila pfi pfipravé
DNA pro konstrukei BAC knihoven a malekul pro optické mapovani. Vzhledem k tomu, Ze na
publikacich se podileli élenové domacich i zahraniénich vyzkumnych tymu, prosim autorku, aby |
ve své Ustni presentaci uvedla, které metody vlastnoru¢né provadéla a u kterych by mohla
poskytnout odbornou expertizu pfipadnym zdjemcim.

4, Strana 27 el. textu, kapitola 2.2.3.1. Véta “Sequence analysis showed a highly dynamic
structure of the wheat genome with significant loss of genes (between 10,000 and 16,000)
compared to...” je v rozporu s vétou na strané 14 “Comparison of the hexaploid bread wheat
gene sequences with gene repertoires from its closest extant refatives, which donated the A, B
and D genomes showed limited gene loss during the evolution of the hexaploid wheat genome
andfrequent gene duplications after these genomes came together (Eversole et al. 2014)”. Dle
mého nézoru je ztrata 10-16 tisic genll vyznamna a nelze ji povaZovat za “limited” uv&domime-li
si, e jeden genom p3enice kéduje kolem 90 tisic gen(. Navic nékolik studif prokdzalo zmény v
nekodujicich repetitivnich oblastech, kde se jednalo vétsinou o rozsdhlé Mbazové delece.

RovnéZ na Urovni exprese nesouhlasim s tvrzenim “Gene expression patterns revealed that none
of the subgenomes dominated gene expression”. Mnoho izolovanych gend totiZ genom-
specifické umléovani vykazuje. Znamym piikladem je dominance lokusu rDNA na
chromosomech 1B a v mengim mife 6B oproti umlfenym lokusim na chromomech 5D, 1A, a jiZ
zmifiovaném chromosomu 7D.

5. Z textu nenf pfili$ zfejmé, zda pro optické mapovani byla pouZita stejna linie pSenice jako pro
konstrukci BAC knihovny. Prosim o vysvétleni. MoZna, Ze by bylo také zajimavé analyzovat
optickym mapovanim linii obsahujici lokus resistence Dn2401 eventuelné dal3i intenzivné
studované kultivary p3enice a diploidni rodi¢e a sledovat genetickou variabilitu Useku
odpovidajiciho mapé 350.



6. Terminologie je v nékterych pfipadech ne zcela pfesnd. Napfikiad v pfipadé studovaného
Dn2401 se jedna o lokus a nikoliv gen (str. 77 a jinde). Gen resistence teprve bude izolovan.

Drobné pfipominky
Strana 23 el. textu, kapitola 2.2.3. “cannot be obtain through” ma byt trpny rod — “obtained”
Ziskané sekvence by mély byt submitovany do vefejné database

Strana 13.: “Each hybridization was followed by a polyploidization” laké jsou dlikazy pro tuto
hypotézu? Alternativni cesta vzniku allopolyploida je prostfednictvim hybridizace
neredukovanych gamet. V tomto pripadé vznika polyploidni jadro ihned po mezidruhovém
kfiZzeni.

Zavér

Disertaéni prace Mgr. Stafikové obsahuje radu kvalitnich origindlnich poznatkd, které byly nebo
budou v budoucnu publikovany. Vysledky vyznamné prispély do mozaiky nasich poznatk( o
genomu psenice a mohou nalézt uplatnéni ve Slechtitelstvi a biotechnologiich. Kvalitou prace
pfevysuje celostatni primér v daném oboru. Je to dano v neposledni Fadé i kvalitnim vedenim a
trovni pracovisté v AVCR.
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Opponent statement of the dissertation titled:
Construction of physical map of 7DS wheat chromosome arm and its use for

positional cloning.

Thesis aims to:

1)  Construction of a physical contig map for the short arm of the wheat
chromosome 7D, select and sequence minimal tilling path (MTP), and finally
validate the physical map by an alternative mapping technology.

2)  Construction of a high-density genetic map in Dn2401 gene region The second
aim of the thesis was to construct a high-density genetic map in the region of
an aphid resistance gene - Dn2401. This key step in the positional cloning
process should enable to span the region by a physical map contig and

potentially identify candidate gene(s).

Pfirodovédecka fakulta Univerzity Palackého v Olomouci
17. listopadu1192/12 | 771 46 Olomouc | T: 585 634 060
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The introductory parts cover sufficiently comprehensively wheat domestication and
genomics issues. Due to polyploid hybrid origin of bread wheat it focuses on
reductions of genome complexity, particularly by approach developed by prof. J.
Dolezel team, e.g. chromosomal genomics based on flow sorting of individual
chromosomes or even chromosome arms. Excellently is provided the up to date
overview of plant genome sequencing technologies currently used such as whole
genome shotgun and clone-by-clone approaches. As further work is on physical
mapping and high-density genetic mapping these are explained in more details
further. Since project within which this thesis was carried out aims to isolate the gene
responsible for resistance to Russian wheat aphid (Diuraphis noxia), some relevant
information to this pathogen are provided too. All these together cover 50 pages
followed by comprehensive list of references indicating good knowledge of Ph. D.
candidate.

Results are entirely presented in form of published impacted papers with first
authorship as required for granting Ph.D. These were rigorously reviewed by experts
in the field. On the other hand these very compacted data do not allow too much
space for discussion as only highest quality outcome is shown. This is pity in some
sense. Author’s contribution is clearly stated and it is obvious that this is multi-tcam
task, as common in today’s science. In my view would be useful to provide also
separate author’s more personal conclusions and perspectives on the end of the
thesis. Mentioning also very likely large body of yet unpublished data and pitfall met
during the work. Thesis offers this opportunity rather than peer reviewed papers. Not
entirely nice is structuring, using far too long sub-numbering (such as 2.2.3.2.2.4 )
simplification would be possible and useful.

One accepted for publication at Plant Biotechnology Journal (IF: 5.752) BioNano
genome mapping of individual chromosomes supports physical mapping and
sequence assembly in complex plant genomes. Staitkova H et al.

Here authors used short arm of chromosome 7D (7DS) as a model to demonstrate for
the first time that it is possible to couple chromosome flow sorting with genome
mapping in nanochannel arrays and create a de novo genome map of a wheat
chromosome. They constructed a high resolution chromosome map composed of 371

contigs with an N50 of 1.3 Mb. BioNano mapping approach facilitated chromosome-
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scale analysis of repetitive sequences and revealed a ~800-kb array of tandem repeats
intractable to current DNA sequencing technologies.

Second paper was already published at Theoretical and Applied Genetics,
128(7):1373-1383, 2015. (IF: 3.790) Chromosomal genomics facilitates fine mapping
of a Russian wheat aphid resistance gene. Staitkova H et al.

This paper focuses to clone a Russian wheat aphid resistance gene Dn2401 located
on wheat chromosome arm 7DS using information gathered by Genome Zipper, a
synteny-based tool combining sequence data of rice, Brachypodium, sorghum and
barley, and taking advantage of a high-density linkage map of Aegilops tauschii. All
these added in an efficient and cost effective manner 11 new gene-associated
markers in the Dn2401 region and narrow down the target interval to just 0.83 cM.
Screening 7DS-specific BAC library with the flanking markers revealed a contig of
four BAC clones that span the Dn2401 region in wheat cultivar ‘Chinese Spring’.
Furthermore author has presented her results in form of 4 posters at international

conferences, which are added to the thesis.

In summary, the thesis is very well written and present comprehensive view on
wheat chromosome genomics. Based on the novelty of research reported and
moving the science forward of large complex genomes in general and wheat
specifically with published and publishable research, in my opinion, this
presentation meets the standard for the completion of the Doctor of Philosophy

for the dissertation portion degree.

In Olomouc 26 November 2015

< /(7

Dr. Petr SmyKal,

Department of Botany, Faculty
of Sciences, Palacky University

in Olomouc
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Oponentsky posudek na Disertaén{ pract Heleny Staitkové “Konstrukce fyzické mapy.
kratkého ramene chromozému 7D p3enice a jeji vyuZiti pro poziéni klonovani*

Disertacni prace Heleny Stafikové “Konstrukce fyzické mapy kratkého ramene chromozému
7D pienice a jeji vyuZiti pro pozitni klonovani” byla vypracovana Katedie botaniky _
Phirodovadecké fakulty University Palackého a na Ustavu experimentéln{ botaniky AV CR,
Centru regionu Hana pro biotechnologicky a zemédélsky vyzkum. Préci vedlaing. Hana
Simkovéa CSc. Disertadni teze jsou sepsany v anglickém jazyce. -

Préce se skidda ze dvou zakladnich &sti. Prvni z nich je tvofena detailnim, pFehledné
&lenénym tvodem {60 stran). Druhou Cast predstavuji viastni vysledky v podobé dvou
publikaci a &y¥ plakétovych sdéleni, Helena Stafikova je prvni autorkou obou Elankd
publikovanych v prestiZnich ¢asopisech Plant Biotechnology Journal a Theoretical and
Applied Genetics.

Doktorandsky vyzkum se tyka dvou témat — fyzického mapovani a skiddani sekvence
kratkého ramene chromozomu p3enice 7D a vyuZiti chromozomovych map a sekvendni
informace pro poziéni klonovéani genu Dn2401, ktery se nalézé na 7DS a podminuje rezistenci
k m3ici zhoubné. Péeniény genom je znacné veliky (asi 17 Gb), jeho podstatnou &ast tvoff
repetitivn( sekvence. Skiada se ze tif subgenomu, odvozenych od diploidnich pfedkl -
Triticum urartu (A}, Aegilops speltoides (B) a Aegilops tauschii (D}, Tato hexaploidni
konfigurace znamend, Ze kaZdy gen se maZe vyskytovat aZ v Sesti aleldch. Nalezeni kompletn{
sekvence pdeniéného genomu prosté chyb proto piedstavuje tvrdy ofiSek na samych
hranicich sougasného v&deckého pozndni. Piitom se rovnéZ jedna o velmi prakticky kol
protofe pienice je doslova nadim dennim chiebem. Dosud pracovali 3lechtitelé s na’ho&n\?mi
mutacemi a znaky, které vybirali a kombinovali, aviak nedokdzali je cilené indukovat.
Kompletni genomicka sekvence umoini pfedem navrhnout genetické slozenf nové odridy,
projektovat genom ,na miru”,

Extrémni velikost pEeniéného genomu vyzaduje vypracovani novych kombinovanych metod
sekvenovani, které mohou byt nasledné pouZity pro genomickou analyzu ostatnich velkych
polyploidnich rostlinnych genomd. Laboratot molekularni cytogenetiky a cytometrie Ustavu
experimentalni botaniky AV CR a Centra regionu Hand pro biotechnologicky a zemé&dé&lsky
vyzkum, kde byla disertace vypracovana, ma diouholeté zkudenosti s tfidénim chromozoma.
Tento postup byl poufit pro ziskanf suspenze kratkého ramene chromozomu 7D

z ditelosomické linie pSenice kuitivaru ,Chinese Spring". Telocentrické chromozomy
odpovidajici dvéma ramentm 7D chromozomu jsou krat3i nez zbyvajici chromozomy a
mohou byt tFidény na zakladé odliéné velikostl. Rozdéleni celkového genomu na jednotlivé
chromozomy & jejich ramena umoziuje sekvenovat genom po ¢astech, &imi se podstatne
redukuje komplexita,

Chromozom 7DS je douhy asi 381 Mb, DNA k sekvenovani je tedy zhruba 50x krat3i. Ale i 381
Mb je pilid mnoho pro pfimé shotgun (brokovnicové) sekvenovani pomoci napf. llumina
metody, ktera pradukuje reads o délce nékolika set bp. Vidy't délka tohoto ramene je
srovnatelna s celym genomem modelové rostliny Arabidopsis thaliana. Proto i v pfipadé
jednotlivych chromozomil postupuje sekvenovani po mengich &astech, jsou konstruovany
BAC knihovny s inzerty o velikosti desitek aZ stovek bp, které jsou sekvenovany napf. pomoci
IHumina. K sestaveni celkové sekvence chromozomového ramene je pak nutné spravné




sefadit jednotlivé BAC sekvence i jejich kontigy, ukotvit je k mapé chromozomu, Toto
pfifazeni je provadéno na zakladé zndmych genetickych markerd tvoficich genetickou mapu.
Pozice markeru v mapé chromozomu je srovnana s jeho vyskytem v daném BAC inzertu ci
kontigu. , :

Sestaveni genetické mapy je zdlouhave a obtféné, navic zavisi na rekombinaci, jejiz frekvence
je nizkd v nékterych oblastech genomu. Alternativou se proto stdvé optické mapovani, které
produkuje fyzické mapy genomu s body odpovidajicimi mist&im rozpozndvanym ,nickasami”.
Tyto endonukledzami provadéji mistné specifické jednofetézcové zlomy vzdélené od sebe
desitky af stovky kb,a proto vhodné k analyze velmi diouhych vidken DNA. PouZiti
nanokanalk pro rovnomérné nataZeni vlaken DNA bfedstavuje soufasné zdokonaleni
metody optického mapovani. :

Mapovéni v nanokanéicich, tzv. BioNano mapovani, pouZila Helena Starikova k sestaveni
naértu sekvence kratkého ramene pienitného chromozomu 7D. Kombinace tfidéni
chromozomé pomoc! prittokové cytometrie a BioNano genomického mapovani je novym
metodickym pfistupem vypracovanym v Laboratofi molekularni cytogenetiky a cytometrie.
Ukazal se byt velmi vhodnym k de novo sekvenovani velkych polyploidnich genomd, Jeho
aplikaci se zabyvé publikace — Stafikova et al.: BioNano-genome mapping of individual
chromosomes supports physical mapping and sequence assembly in complex plant genomes
- pfijata v Plant Biotechnology Journal. Autorka spoleéné s 12 spoluautory sestavila 371
genomickych map pokryvajicich souhrnné 350 Mb a pfedstavujicich tedy 92% déiky 7DS.
Priimérna délka genomické mapy byla 0.9 Mb, N50 rovno 1.3 Mb. V pribé&hu mapovani byla
nalezena tandemova repetice s délkou jednotky asi 9.25 kb, ktera zahrnovala celkem 1 Mb.
Takovéto repetice nelze pFesné sestavit pomoci sekvenovani, protoie se obtiZné klonuji a
kratké reads neumoZiuji stanovit presny poget jednotek. BioNano mapovani ji velmi dobte
popsalo, jak nazorné ukazuje Obr. 1. Toto mapovani rovnéz pomohlo odhalit nespravné
slozeni nékterych kontigll sestavenych z BAC inzertd.

V dali &sti prace se kandidétka zabyvala podrobnym genetickym mapovanim £asti 7DS
chromozomu, kterd je zodpovédna za rezistenci k msici zhoubngé (Dn2401). VyuZila syntenie
se znamymi genomy Aegilops tauschii a Brachypodium a také d¥ive sestavenych
genomickych map 7DS. Nalezla 11 novych genomové specifickych marker( pro oblast
Dn2401. Vyraznou tlohu hralo i zde tfidéni chromozomtl, které byly napf. pouZity k ov&feni
genomické specifity novych markerd. Tuto praci publikovala kandidatka jako prvai autorka
spolu s dal§imi 11 spoluautory v asopise Theoretical and Applied Genetics.

Celkova jsou predklddané teze vynikajici praci, ktera prokazuje jak schopnosti kandidatky,
tak vysokou tiroverl domovské laboratofe. Ulohu oponenta usnadfiuje také skutecnost, Ze
obé prvoautorské publikace jiZ isp&3né proly naro€nym recenznim fizenim.

Mam jen nékolik otdzek a komentarh.

1. Pomérné rozsahly Uvod podava zdafily a plasticky obraz historie, tskali a novych
mo¥nosti sekvenovani velkych rostlinnych genomd. Postrddam jen drobny doplnék
tykajici se mo¥né kombinace PacBio a obdobnych metodik generujicich diouhé reads
s vysokou chybovosti a lllumina metod produkuyjicich kratké, aviak pfesné reads.
Existuje Fada snah, jak tyto dva postupy spoiit, nékteré vyjadFené i specidlnim
software. Jisté by stalo za Gvahu publikovat Uvod jako samostatné review
v anglickém, ale | geském jazyce.




2. Vysoce repetitivni sekvence z genomické mapy €. 350 byla odhalena BioNano
mapovanim. Existuje néjaky kli¢, napf. hodnota pokrytf {coverage} malymi reads,
ktery by tuto repetici zachytil jen na zakladé& sekvenovéani (NGS) ?

3. Vprubéhu prace jisté vznikly i dosud nepublikované vysiedky a zajimavé metodické
modifikace. Publikace jsou struéné, zejména v metodické oblasti. MizZe kandidatka
dopinit n&jaky zajimavy postup, drobné vylepieni, které objevila a které usnadnilo
analyzy ¢ pokusy?

4. S predchozim bodem souvisi | tento posledni komentaf. Obé publikace jsou
prvoautorské, neni tedy pochyb o podstatném pFinosu kandidatky. Nicména obé
price maji vice neZ deset spoluautord. V jaké oblasti kandidatka nejvice plsobi? Je
jeji doménou néktery laboratorni postup €i spiSe bioinformatika? V em ona sama
spatfuje svlij nejvéisi vklad pro mapovani 7DS chromozomu?

V Praze dne 28. Listopadu 2015

RNDr. Helena Storchova CSc




