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Souhrn

Vi s

hraly v Evrog vyznamnou roli i vyvoji zemgdélstvi. V sokastnosti je vyuZiti
travnich porost viceltelové. Rozloha tohoto ekosystému je odhadovana
na 52,5 x 10km? zemského povrchu, coZ odpovida 40,5 % celkové pgvnin

Vyznamnou slozku travnich poréstvori rody Lolium L. (jilek) a Festucal.
(kostava). Oba rody maji specifické vlastnosti, kter@ijedukuji jako zdroj gef pri
Slechéni. Kostavy jsou velmi odolnédki biotickému a abiotickému stresu a pro jilky
je zase charakteristickd vysoka nérifi hodnota, vysoky vynos, lehka stravitelnost a
uniformita drnu.

Rizné techniky mapovani umiiji studovat genetickou informaci a dovoluji tak
porozungt genomu jako celku. Jednim é&hto @istupi je cytogenetické mapovani.
Jednou z nejuzivajsich cytogenetickych technik je v s@snosti fluorescemi in situ
hybridizace, ktera umagje vizualizaci sekvenci DNA na chromozémech. Roalise
a citlivost metody je zavisla na typu objektu poéid k mapovani.

Cytogenetické mapovéani je mozné také preévédmh specialnich liniich. Tyto linie
umo#iuji zamapovani witého markeru na konkrétni chromozém, rameno nebitour
¢ast chromozomu podle typu pouZzitych linii. Pro mapdwse nejasgji vyuZivaji linie
aneuploidni, adni, del€ni, substitdni a introgresni.

Cilem této prace byla identifikace kiprvhodnych pran situ hybridizaci v DNA
knihovrg dlouhych inzeii klonovanych ve vektoru BA@ jejich nasledna lokalizace
na metafaznich chromozémech pomoci BAC-FISH. Celkem ayhlyzovano 61 BAC
kloni a 10 z nich bylo identifikovano jako specifickéalBim cilem byla analyza
frekvence rekombinaci u introgresnich libhih/Fp pro vSech 7 chromozdmAnalyzou
bylo zjiS&no, Ze crossing-over probih& po celé délce jedryati chromozon. Existuji
vSak mista s vyraznvyssSim vyskytem rekombinaci (,hotspots”) a naopdktay kde

k rekombinacim tégf nedochazi (,cold spots").
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Summary

Grasses belong to the most important widely cultivateps. Historically grasses
played major role in agricultural development in EpgoNowadays, use of grasses is
multifunctional. Total area of grassland is estimatedb2,5 x 18 knm? of the Earth
surface. It corresponds to 40,5 % of total areeootinents.

Ryegrasses and fescues are one of the most impartdnwidely distributed grass
species. They have agronomically important charatiesi which can be used in plant
breeding. Fescues are tolerant to biotic and abistiiesses and ryegrasses provide
forage of high quality, yield and digestibility atdf with good uniformity and color.

Different mapping techniques enable study of genetormation and
understanding genome complexity. Cytogenetic mappngne of these approaches.
Fluorescentin situ hybridization is the most useful cytogenetic teglei which
provides visualization of DNA sequences directlychmomosomes. Mapping resolution
and sensitivity depend on the type of cytologicddjsct.

Cytogenetic mapping can be done on special linessdhines are available for
mapping markers on specific chromosome, chromosome afparorof chromosome
according to lines used. Aneuploid, addition, defet substitution and introgression
lines are most frequently used for mapping of plamogne.

The main aim of the diploma study was identificatarclones suitable foin situ
hybridization in DNA library of large inserts closhén BAC vector and subsequent
localization on metaphase chromosomes using BAC-FIB#al of 61 BAC clones
were analysed and 10 BAC clones were identifiedloasis-specific. Analysis of
frequency of recombinantion in introgression lings/Fp for all 7 chromosomes was
other aim of this work. It was found out that @ing-over can proceed along whole
each chromosome. However, regions with high frequehcecombination (,hotspots*)
and regions with extremely low frequency of recomalions (,cold spots®) were

detected.

7
’
/

’
/

Naformatovano: Vpravo:
0,63 cm




OBSAH

Naformatovano: Vpravo:
0,63 cm

1Yo o TSP TTRRSS 10
2 Mapovani jaderN@ho gENOMU..........uiiiiie e e e e e e e e e e 11
2.1 Genetick@ MAaPOVANI.........ccoeiiiieiee e e 11
2.2 FYZICKE MaPOVANI.....ciii i e 13
2.2.1 Cytogenetické MapOVANI.............ccovvuiiiiiiiiii it eeee e 14
3 Cytogenetické teChNIKY..........ooovviiiiii e 15
700 I = - 1 o 1T U 15
3.2 Primedin situ DNA synthesis (PRINS).........ccooiviiiiiiii e, 16
3.3Instu hybridizace (ISH) .....ooovniiiii e 16
3.4 Fluorescerini in situ hybridization (FISH) .........cooiiis 18
3.4.1 Sondy pro fluoresceeni in situ hybridizaci ..., 20
4.2 ZNAENT SON. ...ttt e e e e e e e e e 22
3.4.3 Varianty a aplikace FISH.........cccooiiiiiiiiiiii e 23
3.4.4 Mapovani rostlinnych genomt pomoci FISH..............ccooiiiiiiiiiieeenn, 25
3.5 Cytogenetické mapovani za pomoci specialnicmili................ccccoeeeeeieeennnn. 29
3.6 INtrogresni MaPOVANI..........iiiii i e e e e e e e e e e eeeananes 31
4 Materi@l @ MELOTIKA ........oeieiiiii ittt 33
A1 MALEIIAL ... e 33
4.1.1 ROStiNNY Material:........uvueiiiiiii e e 33
A = T\ 1 (0] [P 33
4.1.3 ChemiKAli© @ FOZEOKY. ... .iiiieeeeeieiee e e e e e e e e e aaaans 34
4.2 METOAIKA. ... e e eeee 37
4.2.1 1zolace genomoVe DNA........coooiiiiiece e 37
4.2.2 Izolace klorit z BAC KNINOVNY .......iiiiiiiiiccci e 37
4.2.3 Riprava blokovaci DNA pro GISH ... 38
4.2.4 Riprava sond proin situ hybridizaci...........cccccoooiiiii, 39
4. 2. 5 Kontrolni detekce intenzity signalu zn&enych sond............................ 39
4.2.6 Fiprava roztlakovych preparatia pro FISH .........cccccviiiiii, 40
4.2.7 BAC-FISH. .. e e e e 41
4.2.8 Kolokalizace vybranych BAC klori se sondou 45S rDNA.................... 42
A.2.9 GISH....ceeei e 43
4.2.10 Méfeni distribuce homeolognich rekombinaci..............cccccviviiiiiieeenen. 43
]



LI A £ 1= To | Y/ 45

5.1 Lokalizace vybranych BAC kloni na metafaznich chromozémech pomoci

BAC-FISH e 45

5.2 Charakterizace introgresnich linif..........ccccooeeiiiii e 52
B DISKUSE ...ttt ettt ettt e e e e et e 57
FA4 Y ST 60
8 Seznam POUZILE lItEIatUIY.......ccciviieieeiiiecee e e e e 61
9 Seznam pouzitych zkratek a symbdil..............cccoooeveiiiiiiis 71

/

7
’
/

Naformatovano: Vpravo:
0,63 cm




CILE PRACE

1. Vypracovani literarni reSerSe na téma cytogenetickpovani genotnrostlin
2. Lokalizace vybranych BAC kldnna metafaznich chromozémech pomoci
BAC-FISH

3. Charakterizace introgresnich linii

, Naformatovano: Vpravo:
10,63 cm
7/




1 Uvod

Vi s

tohoto ekosystému je odhadovéana na 52,5%khtf zemského povrchu (Reheet al.,
2010). VCeské Republice pokryvaji travitiblizné 40 % povrchu a jejich vyuZiti je
velmi pestré. Hoj# se vyuZzivaji v picnirétvi a travnikéstvi. Maji rovréz estetickou
a rekred&ni funkci. Travy jsou takétdeZitou slozkou ekosystému a jejich biomas&en
byt vyuzita jako zdroj energie (Rehentlal., 2010).

Mezi nejvyznam@jsi travy pati zastupci rod kostava Eestucal.) a jilek
(LoliumL.), které tvéi dominantni sloZku &Siny travnich porodt Oba rody jsou
systematickytazeny mezi jednatbzné rostliny,éeled’ lipnicovité (Poaceae)Do rodu
Lolium pati osm drulfi, jeho zastupci jsou diploidni (2n = 2x = 14). Kagpmicky
nejvyznamgjSim drulim pati jilek mnohokety (Lolium multiflorumLam.) a jilek
vytrvaly (Lolium perenneL.) (Jauhar, 1993). Jilky se vyzugi vysokou nutgni
hodnotou, vysokym vynosem, lehkou stravitelnosti,farniitou drnu a vhodnym
zbarvenim. Jejich velkym handicapem je nizk& schoppiegtivat abiotické stresové
podminky (zejména nizké teploty v zina sucho v letnim obdobi). Keaty, které
naopak vykazuji vysokou odolnostegivat abiotické stresy, tiovelmi paietnou a
rozmanitou skupinu trav. Mezi néj@zit¢jSi zastupce tohoto rodu patkostava
¢ervena Festuca rubral.), kterd se hojn vyuzivd v travnikéstvi a dale pak dva
picnindské druhy - kosava I&ni (Festuca pratensidHuds.) a kosava rakosovita
(Festuca arundinace&chreb.).

Diky genetické fibuznosti obou rod je mozné vytvéet kiZence zvané
Festulolium.Hybridi mohou nést kombinace agronomicky vyznamnylelstaosti obou
rodi¢t. Tito kiizenci vznikaji i vold v prirodk, ale jejich potomstvo je sterilni. V dnesni
dok® existuje mnoho registrovanych a kowreér usgsnych odiid Festulolium které
nesou #zné kombinace rodovskych znak. Jsou vhodné jak pro vysoce kvalitni pici,

tak pro travnikové systémy a jsou povaZzovany zaretyu sngsnych osiv.
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2 Mapovani jaderného genomu

Mapovéani genomu jéasow zdlouhavy a metodicky n&toy proces, jehoz cilem je
co nejgesrEji urcit polohu jednotlivych markér a znazornit tak jejich rozlozeni
na chromozému. Velmitasto nas zajima, v jakém ipdi se na chromozdémech
nachézeji a jaka je jejich vzdalenost. V zavislosi postupu, jakym je mapovani
genomu ziskdme kombinaci vice map. Mapovani genomu \gkleb rozctlovano

do dvou hlavnich skupin: genetické mapovani a g&imapovani.

2.1 Genetické mapovani

Proces genetického mapovani je zaloZzen na &vonbpy pomoci genetickych
technik, které jsou postaveny na zakladnich gektit principech jako jsou zakony
dédicnosti, existence genetické vazby a moZznost rekonihiha procesu. Na zéklad
téchto zékonitosti jsou na chromozému lokalizovany mark@ostupy genetického
mapovani vychézeji u rostlin ¥keni jedind s poZzadovanymi vlastnostmi
a sledovanim jejich potomstev. Pokud jsou markeryésné vazbh, pak spoléng
kosegreguji v potomstvu. Pokud meziéoha markery vazba neexistuje, pak se tyto
markery spoléné nedédi. V rekterych gipadech je mozZzné, Ze dva markergasti
potomstva kosegreguji a v jiné nikoliv. V tomtéigads jsou markery jen ¢ast&éné
vazl¥ a tento fenomén je mozné vydit diky crossing overu. Frekvence rekombinace
je zde mirou vzdalenosti mezi @aa markery (Brown, 1999). Jednotkou genetické
vzdalenosti je 1 cM, coZz znamend, Ze pipadiobnost rekombinace mezi danymi
markery v dalSi generaci je 1 %.

Existuje rgkolik typu markefi, které se pro mapovani vyuzivaji. NejstarSim typem
jsou markery fenotypové (vyska, barva, tvar listuDalSi skupinou jsou biochemické
markery (nap isozymy). Tyto markery jsou vSak ovlivnitelné&igimi podminkami
ajen pomdrné malé procento protein (resp. enzym) tvori izoformy. Diky #mto
vlastnostem jsou biochemické markery dnes spiSe iminakupinou. NejuzivafSim
typem markel jsou DNA markery. Tato poétmné mladéd skupina markerje zaloZzena
na ffedpokladu, Ze @ité Useky DNA se uiiznych genotyp liSi. i mapovani genoin
trav se vyuzivaji nap RFLP (Hulbertetal., 1990), AFLP (Sahetal., 2005, de Nova
et al.,, 2006), SSR (Alnet al., 2003, Aspet al., 2007) a RAPD markery (Cai al.,

2007). | Naformatovano: Vpravo:
10,63 cm
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Pro sestaveni prvnich genetickych map trav bylyzpig hlavre RFLP markery.

Pomoci RFLP markérvytvorili Xu et al. (1995) genetickou mapu kiesty rédkosovité

(Festuca arundinace&chreb.). Sestaveni genetické mapy fleast luini se potykalo

s nedostatkem genetickych matke€henet al. (1998) proto vyuzili &které z RFLP

markei z mapy kogstvy rakosovité a sestavil komparativni mdpestuca pratensis

Huds. aFestuca arundinace&chreb. Tato mapa obsahovala 66 RFLP maykeeré

byly v sedmi vazebnych skupinich. Celkova délka niapg jen 280,1 cM. Alnetal.

(2003) sestavili vazebnou majiestuca pratensisiuds., ve které bylo zamapovano

466 RFLP, AFLP, SSR markera isoenzym (Obr.1). Celkova délka mapy byla

658,8 cM.

Haywardet al. (1998) sestavili genetickou mapu jilkuoljum sp) o délce 692 cM.

Obsahovala celkem 106 markefisoenzyni, RFLP a RAPD).

Jonest al. (2002)

sestavili genetickou mapulolium perennel., kterd byla zaloZzena igdevsim

na mikrosatelitech. Z celkového ¢io 165 marker bylo 93 SSR. DalSi mapy jilku

vytvorili napt. Inoueetal. (2003) a Warnket al. (2004).
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2.2 Fyzické mapovani

DalSim gistupem studia genadimje fyzické mapovéani. Pétba dalSiho ffistupu
mapovani genoth je dadna mimo jiné i nedostatky genetického mapovBnnim
problémem genetickych map je limitovany stup@zliSeni a to hlawh u vysSich
organisnf; druhym pak omezenatrgsnost &chto map. Hstup fyzického mapovani
pomaha pekonat obB tato omezeni (Brown, 1999). Vzdalenost jednotlivych
nukleotidovych sekvenci je na fyzické ndagyjadrena v parech bazi (bp), coZ odpovida
skutené vzdalenosti danych marker

Fyzické mapovéani dovoluje srovnat vzdjemnou polghri, coZz mize mit velky
vyznam pro pochopeni genové regulace. Dale unjezsrovnani jednotlivych gendm
a vyslednych podobnosti odliSnosti Ize vyuZit pro objasni evolnich udalosti.
Diky fyzickému mapovani je mozné tak&itizmény genomu jakymi jsou translokace
¢i inzerce, studovat genom jako cel&kporovnavat jednotlivé genomy mezi sebou.
U rostlin s velkymi genomy usnadije fyzicka mapa jejich sekvenovani.

Existuje rekolik technik fyzického mapovani. Mezi klasické haky pati nag.
mapovani pomoci delaich, substittnich ¢ aneuploidnich linii, mapovani na
pachytennich chromozémech nebo prouzkovani chromizdwhezi molekularni
techniky pak mapovani pomoci rathiéch hybridi, optické mapovani, FISH
a mapovéani pomoci knihoven kipis dlouhymi inzerty, které patv soasnosti mezi
nejvyznamgjsSi (Sambrook et al., 2001). Jednim Zistupi vyuZivajicich DNA
knihovny je DNA fingerprinting, jehoz zakladni pcip byl popsan jiz vroce 1985
(Jeffreyset al., 1985). Kazdy klon ma specificky restnik profil, ktery ziskame po
nasépeni klonu restrignim enzymem a naslednym reélehim fragment DNA
elektroforézou. Pomoci pitacovych programd se vyhodnoti fekryv tchto profil
a klony se s@adi do vysSich celk- kontigi. Sé¢azenim konti§ vznikne kontigovéa
mapa. Integraci s mapou genetickou je pak moZnéit upolohu kontigu
na chromozému.

Fingerprintovou analyzou byla u rostlin vytena fyzickh mapa nap
u Arabidopsis (Marra et al., 1999) nebo soji (Wt al., 2004). U zéastugcceledi
lipnicovitych existuje fyzickd mapa nappro chromozém 3B pSenice (Paskal.,

2008). U zadného ze zastupeav vSak doposud Zadna fyzickd mapa vigma nebyla.
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2.2.1 Cytogenetické mapovani

Cytogenetické mapovani ferstavuje techniku vizualizace sekvenci DNA
na chromozémech. DNA sekvence Ize lokalizovat naomlozémech vzhledem
k centromée a telom#e, a na zakladvzajemné polohy signéljednotlivych sekvenci
lze vytv&et cytogenetické mapy. Tyigudstavuje relativni rozmisti studovanych
lokusi a jejich vzdalenost se udava v mikrometregim) nebo v procentech daného
ramene¢i chromozomu. Cytogenetickou mapu lze déle integrevaiapou fyzickou a
genetickou, coZz umakbije ziskat komplex$Si informace o studovaném genomu.
Vzhledem k zaréreni diplomové prace bude cytogenetické mapovamha metody

rozvinuto v dalSich kapitolach.

0,63 cm

{ Naformatovano: Vpravo:
7/

’
/

14+



3 Cytogenetické techniky

3.1 Banding

Prouzkovéani (banding) je jednou z prvnich cytogekgth technik, ktera se zala
pouZivat jiz v 70. letech minulého stoleti (Caspemsst al. 1968, 1970). Metoda je
zaloZena na odliSné barvitelnosti heterochromatisucaromatinutznymi latkami. Po
obarveni jsou na chromozdémech patrné pruhy a teaterrp je unikétni pro kazdy
chromozém. Proto je hlavni aplikaciéchto metod identifikace jednotlivych
chromozéni pii sestavovani karyotyp Pomoci bandingu je mozné identifikovat na
chromozdmech gkteré estavby, které mohou indikovaiznd geneticky podméné
onemocgni.

V souiasnosti existuje dkolik druhi prouzkovani. KlasickyC-bandingse vyuzZiva
pro identifikaci konstitutivhiho heterochromatinu (). S¥tlé pruhy po obarveni
odpovidaji euchromatinu a tmavé heterochromatinu.d®gupatern na chromozémech
vytvéii i G- banding ale zde tmavé pruhy odpovidaji pozae replikujicim oblastem
s vysokym obsahem AT béa2-bandingje urten pro identifikaci organizatoru jadérka
(NOR). K barveni se vyuziva ddean stibrny. Q-banding je variantou bandingu
s fluorescednimi barvivy a u rostlin se shoduje s C- bandingem.

Tyto techniky maji izny stupé rozliSeni a jejich vysledkem jéiany paiet pruhi
pro dany chromozém. StuperozliSeni zavisi hlawh na kondenzmim stavu
chromatinu a na Uspnosti barveni. Prometafazni chromozémy m&givrozliSeni, ale
interpretace baridie u nich mnohem slo§i nez u metafaznich chromozd® nizSim
rozliSenim (Trask, 1999). Jednotlivé pruhy jsou ¢eng vzdy pisluSnym pismenem,
které oznauje kratké (p)c¢i dlouhé (q) rameno a odpovidajicigislem. Mapy

chromozému ziskané technikami bandingu se nazydegigramy.

A B D
Eo3afd a2 sas
-8-54-4-8 ’j'_f ¥#.§ woa o

Obr.2: C-banding na chromozémech 5 génanB a D pSenice seté (Friebeal., 1994)
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3.2 Primedin situ DNA synthesis (PRINS)

Jednou z metod, kterou Ize lokalizovat sekvencennancozémy je PRINSTato
technika je povaZzovana za alternativni metodu FI8Hck et al., 1989). Zakladem
metody je PCR se ztanymi nukleotidy. Templatem v této reakci ale nepidzana
DNA, ale cely chromozom. Reakcecirgd nasednutim nezgenych oligonukleotitl na
hranici cilové sekvence. Poté dochazi k syntézeélmwvvidkna ze zranych
nukleotich. Fi klasické PRINS probiha pouze jedno kolo PCR. &bphu reakce tedy
dochézi ke znigeni chromozému, ktery se potorfirpo pozoruje pomoci mikroskopu.
Detekce niZe byt fima nebo naffma v z4vislosti na pouZitém &gobu znaeni.

Nespornymi vyhodami PRINS je, Ze nedochazi k po3kiozehromozém
v prabéhu manipulace i hybridizaci, je méa caso¥ nara@&nd a diky pouZiti
nezng&enych oligonukleotidl se nezvySuje signdl pozadi (Kubalakeetial., 2001).
Diky témto vyhodam a citlivosti ma PRINS a jeji varianty E&oryuziti. Lze ji vyuzit
nag. pii fyzickém mapovani repetic, mapovani fyjema polytenni chromozémy nebo
pii studiu a diagnostice lidskych chromozitmU rostlin tuto metodu vyuZili
Kubaldkovéet al. (1997, 2000) k detekci tandemovych repetid-nagecmene, hrachu,
fazole a pSenice.

Repetice s nizSim ptem kopii lze lokalizovat citlgjSi variantou PRINS tzv.
C—-PRINS(cycling-PRINS) pii které probihd syntéza vetgim pa@tu reaknich cykii
podobrg jako u PCR (Gosdemt al. 1991). Technikou C-PRINS Ize vkterych
piipadech lokalizovat i unikatni jednokopiové sekwencoZ prokéazali Gosdeet al.
(1994) a Vegaletet al. (1997) na chromozémectovéka. K dalSim variantdm PRINS
pati MULTIPRINS (multicolour PRINS; Volpet Baldini, 1993), PRINSES (primed
situ labelling en suspension) pro analyzuitpkovou cytometrii (Macast al., 1995)
nebo SPRINS (self-PRINS) pro detekci CpG oblastidgyseret al., 1993).

3.3In situ hybridizace (ISH)

Techniky ISH znamenaly velky krok k pochopeni organe a funkce genomu.
Poprvé byla tato metoda vyuZita v roce 1969 (@afardue, 1969; Johet al., 1969),
ale wtSiho vyznamu v biologickém vyzkumu nabyla a7z v degatych letech minulého
stoleti. Jeji objev posunul klasickou cytogenetikgzi moderni molekularni édy.
Pfiin situ hybridizaci dochazi knasednuti denaturované DNAondg

na komplementérni Useky denaturovanych chromdézidavanych na podloznim skle.
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Sondou je zde mysSlen zZtemy Usek DNA komlementarni k cilové sekvenci.
Metodu znaeni je vZdy nutno volit s ochledem na dostupna detiekaizeni, citlivost
a chemickou strukturu zoky. Pivodns byly sondy zn&eny pomoci radioaktivnich
izotopl (Gall et Pardue, 1969; Jotet al., 1969). Toto zrigni je sice velmi citlivé, ale
pro nizké prostorové rozliSeni, ndnou manipulaci a zdlouhavost postupu byly
radioaktivie znaené sondy nahrazeny sondami neizotopickymi (enzyhkyatic
¢i fluoresceiné znaenymi). Sodasné techniky neradioaktivnino zeai jsou
zaloZeny na navézani takové chemické latky na sdktérd je za ufitych podminek
schopna vyvolat detekovatelnou reakci. Takovymidétk jsou nap fluorochromy,
hapteny¢i chemické skupiny, jejichz fftomnost nfize byt detekovana. Jako jedno
z prvnich neradioaktivnich zéeni sond bylo zri@ni pomoci biotinu (Langer-Safet
al., 1982). Fluoresceéni znaeni umoznilo dikyasové nenatmosti Siroké vyuziti ISH
a fluorescetni in situ hybridizace (FISH) zaujala nezastupitelnou pozici
v molekulari-biologickém vyzkumu. Prvni fluoresaéni latkou vyuZitou pro FISH byl
FITC (fluoresceinisothiokyanat) (Langer-Safet al., 1982; Pinkelet al., 1986;
Schwarzachertal., 1989). Kromi haptefi a fluorochroni Ize sondy také zia
chemickymi latkami, jejichZ ifitomnost se d& detekovat kolorimetricky. Takovy &lgn
je sice silgjsi nez fluorescemi, ale prostorové rozliSeni je horSi a je tedy
problematické signal ipsrEji lokalizovat na chromozému. Toto zteni se dnes
vyuziva spiSe pro RNA situ hybridizaci (Schwarzachet Heslop-Harrison, 2000).

Techniky DNA in situ hybridizace mohou byt vyuzity k fyzickému mapovani,
charakterizaci a identifikaci chromozéna s tim spojenému sledovani &mv paitu
¢i ve stavly chromozoni, dale se také vyuzivaji pro evohi studieci pro prostorové
zobrazeni sekvenci viiéhu buréného cyklu. Techniky ISH se neomezuji jen
na studium DNA, ale existuje obdabn RNA in situ hybridizace, ktera se z&iuje
predevsim na studium genové exprese (Schwarzacherestop-Harrison, 2000).

BéZng se ISH provadi na metafaznich chromozémech (kaay, 1995). Déle lze
vyuzit meiotické pachytenni chromozémy (Chatal., 2001), natazené chromozémy
(Valarik et al., 2004) nebo jednotliva vlakna DNA, tzv. ,fibEBISH* (Franczet al.,
1996, Jacksomtal., 1998).
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3.4 Fluorescer¥ni in situ hybridization (FISH)

Jak jiz bylo uvedeno vySe, ISH sfluoresi®im zn&enim pati k prednim
metodam v biologickém vyzkumu. ©iPFISH dochazi k hybridizaci denaturované
fluorescetiné znaiené DNA (sondy) ke komplementarni sekvenci na templat
(chromozémové DNA) a néasledirse pomoci fluorescéni mikroskopie lokalizuje
signal (Obr.3). Specifnost hybridizaceifitom zavisi zejména na koncentraci ibatna
teplog.

Predpokladem pro spravnou hybridizaci sondy a cilovéligta na molekule DNA
je predevsim jejich sekveéni homologie. Aby bylo dosaZzeno co n#fi presnosti
hybridizace, je feba dodrzet velmi striktni re&ki podminky. Bisnost podminek
vyjadiuje tzv. stringence, kterargrstavuje procento spravisparovanych nukleotid
sondy a cilové DNA. Stringence pro danou dvouvl&mo molekulu se u@uje
na zaklad jeji teploty tani (Tm). Celkova stringence je awSedvisla i na dalSich
faktorech jako nukleotidové slozeni sondy a jejikaé koncentrace formamidu,
koncentrace monovalentnich katibnt hybridiza&nim roztoku a reati teplota
(Schwarzacheet Heslop-Harrison, 2000).

Specifiénost hybridizace sondy k cilovému mistu Ize také Sitepridavkem
blokovaci DNA. Jedna se o nezZepaou genomovou DNA, kterAd se vyuziva
v ptipadech, kdy sonda obsahuje repetitivni sekvendekoBaci DNA hybridizuje
s tmito repeticemi a blokuje tak ¥dhto mistech hybridizaci ztené sondy, coz
zabrauje nespecifickému signalu. VyuZiva se hkaw pripadech, kdy je sonda
vytvorena z geneticky blizkého druhu cilové DNA. Krbrkasické blokovaci DNA
existuje také tzv. kompetitivni DNA @€1), ktera je obohacena o repetitivni DNA
amize tedy efektivsji potlacit nespecifickou hybridizaci (Zwicket al., 1997).
Kompetitivni DNA se vyuZziva ip hybridizaci u mnoha rostlinnych drith nag.

u baviniku (Harsortal., 1995) nebo tiroku (Kim etal., 2002).

Metoda FISH se skldda zkolika po sobs jdoucich krok a sila vysledného signéalu
muze byt tedy ovlivéina v rRkolika bodech. Intenzita signalu zavisi nainfosti
zn&eni sondy, na hybridizaci sondy k cilovému mistuintenzit vznikajiciho signélu
a v neposlednfadt také na deteinim zd&izeni (Trask, 1999). Intenzita signalu je ale
také dana velikosti cilového mista. U menSich sorld k&) mize byt signal velmi
slaby. Pokud je vysledny signdkils slaby, je mozné jej zesilit (amplifikovat)

kombinaci ¥tSiho mnoZstvi protilatek. Na jednom preparatu k& taozné vyuzit &Si

poset mizné znatenych sond a vizualizovat tak najednou vice neZrjetbkus. {gg?;:ém"é“m Vpravo:
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Jednotlivé sondy vSak musi byt Zeay flourochromy, které maji dostate rozdilnou
emisni vinovou délku, aby bylo mozné signaly z jetimpch sond odliSit.

Velkym problémem § FISH je tzv. photobleachingneboli vys¥covani,
ke kterému dochazitpprohlizeni preparatu. Blednuti je @mé dok, po kterou je
vzorek vystavenifisluSnému zi&ni, jez vyvolava fluorescenci. Vy&ovani Ize zmirnit
rychlou a pesnou praci nebo o$enim vzorku chemickymi latkami s vysokou afinitou

ke kysliku jako nap p-phenylenediamine (JohnsetiNogueira-Ajaujo, 1981).

roztlak korfenovych Spic¢ek
: afixace metafaznich chromozému

; denaturace DNA

denaturace DNA v
"'A R

hybridizace DNA:DNA

ATCCTCGGTAATAC
TAGGAGC

GTAATAC
TAGGAGCCATTATG

£ vizualizace sondy
v podbarveni chromozéma

Obr.3: Schémaipehu fluorescedni in situ hybridizace (FISH)
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3.4.1 Sondy pro fluoresce#ni in situ hybridizaci

Sondu pro FISH riweme vytveit prakticky zjakékoliv DNA s ohledem
na planovany experimenttiRybéru zdroje DNA pro sondu bychoméinzvazit nag.
specifiénost, délku, prostorovou organizaci atd. Délka liakgané sekvence je
variabilni v zavislosti na zvoleném zdroji DNA. Rmk se jednd o dlouhy DNA
fragment, pak je nutné jej rodd na mensi fragmenty o velikosti 200 — 600 bimz se
zvySi efektivita hybridizace (Trask, 1999).

Sondy niZzeme rozdlit podle dvou zakladnich kritérii: podle zdroje BN
(Schwarzacheet Heslop-Harrison, 2000) nebo podle velikosti a #p&wosti (Trask,
1999). Nefastji se jako sondy vyuZivaji klonované sekvence DNPACR produkty,
syntetické oligonukleotidy nebo genomova DNASekvence DNA klonované
ve vektorechse pro svou vSestrannost v &asnosti uZivaji nejvice. Velikost inzertu
DNA zavisi na typu zvoleného vektoru. U plazinidélka inzertu negsahuje 10 kb.
VétSi inzerty DNA musi byt klonovany v BAC, YAC, kosmaidi bakteriofagu. 1zolaci
genomové DNAze ziskat dalSi typ sond. Sondy z genomové DNA relky vyznam
hlavre pii evoluwinich studiichti pti studiu allopolyploid a hybridi (Humphreyset al.,
1995; Zwierzykowskiet al., 1998). Posledni dobou také d&d vyznamsyntetickych
oligonukleotidi jako sondpro in situ hybridizaci. Jde hlavh o takové sekvemmi
motivy, které se v genomuasto opakuji. Z hlediska spec¢ifiosti mize byt sondou
unikatni nebo nizkokopiova sekvence, repetitivikveace nebo také chromozontov
specificka DNA.

Single-copy sekvence

Pro jednokopiovou sekvenci je typické, Ze se v ganwyskytuje pouze jednou.
Pokud tuto sekvenci naztime a pouZijeme jako sondu, pak na zékladhoto
specifického motivu nukleotidbude sonda hybridizovat pouze v daném dnicbz
mohou byt nafiklad geny nebo reguiai sekvence. Jednokopiové sekvence se daji
u rostlin detekovat pomoci specialni varianty FISHTyr-FISH (viz.str 22). Tuto
metodu pouZili Péreet al. (2009) pi lokalizaci genurRad50na chromozomy 5 pSenice
a Khrusthalevaet al. (2001) pro detekci T-DNA u transgennich raostlibule @Alium
cepa. Jednokopiové BAC klony lze lokalizovat pomoci BACSH. Touto technikou
zamapovali Jiangt al. (1995) 10 BAC klot na chromozomy ryZe. Lamdt al. (2007)

se pokusili najit sekvence, kterymi by bylo moznéniifikovat jednotlivé chromozomy {Naformétovéno: Vpravo:
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kukurice. Jednozrimy identifikatni systém se jim podiéo vytvorit lokalizaci cDNA,
BAC kloni, geni ¢i genovych skupin na jednotlivé chromozomygkieré z ¢chto sond
byly dlouhé pouze 3 kb a byly tedyipravovany cestou PCR amplifikace. Unikatni
genové sekvence byly vyhledavany také v databazitento zpisob ziskani
jednokopiovych sond je vhodny pro v3echny organijsmykterych jsou dostupna
sekvertni data.

Wang et al. (2006) vyvinuli speciélni roztlakovou FISH rméu pro detekci
jednokopiovych sekvenci na pachytennich chromozoénkekhiice. Touto technikou
dosahly citlivosti 3,1 kb.

Repetitivni sekvence

Repetitivni sekvence maji obvykle celkovou velikesbzmezi od &kolika stovek
béazi po gkolik kb. Vyskytuji se ve #Sim pa@tu kopii a mohou byt roztrouSeny
po celém genomu. Prévdiky vysokému pé&tu kopii a tendenci vyskytovat se
ve skupinach jsou repetice vhodnymi sondami pro FISi#dy vysokému pé&tu kopii je
hybridizace velmi rychla a vysledny signal je velmtienzivni zejména u tandemovych
repetic. Pro lokalizaciéthto sekvenci se vyuZivaji hlavrmetafdzni chromozomy
a interfazni jadra (Trask, 1999).

Vhodnymi sondami pran situ hybridizaci jsou tzv. satelity, které jsou teay
tandemovymi repeticemiTyto repetice lze izolovat Ziznych rostlinnych drul
a obvykle se vyskytuji v heterochromatinovych otdel. Jejich distribuce a mnozstvi
byva specifické pro dany chromozém. Diky tomu jsoadrym néstrojem pro studium
evoluce nebo pro identifikaci chromozar{Schwarzacher, 2003). Tandemové repetice
byly vyuZity nag. pii evolwnich studiich pSenice setérificum aestivurm_.), kde se
sledoval polymorfismus 45S a 5S rDNA lokus sedmi pibuznych linii pSenice
(Bardsleyet al., 1999).

Dalsi skupinou repetitivnich sekvenci jsmikrosatelity Jejich zakladni repetitivni
jednotka mé obvykle velikost kolem 5 bp a mohou ggt/celé bloky repetic. Podobn
jako satelity koresponduji s heterochromatinem. bbktelity se vyskytuji u rostlin asi
Bx mér nez u ziveiSnych druli (Wanget al., 1994) a nebyl u nich nalezen zadny
dominantni motiv. Sekveéni motivy a jejichéetnost se liSi utznych rostlinnych
druhi. Pederseret al. (1996) nap studovali sekvaimi motiv GAA u pSenice a Zita.

Na z4klad vysledki FISH analyz bylo takto odhadnuto, Ze organizace
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mikrosatelitovych lokus se ustdlila jest pred evolénim oddlenim Zita a pSenice
(Cuadradeetal., 1998).

Chromozémovw specifické fragmenty DNA

Jako sondu Ize také pouZzit DNA odvozenou z jedriadikrétniho chromozému.
Téchto sond se vyuziva namri evolwinich studiich, analyze hybfichebo pi studiu
chromozémovych festaveb. Typické je wyuZitiéthto sond f tzv. barveni
chromozénid (chromosome painting). Chromosome painting se walZspiSe
u zZivatiSnych druli. Aplikace této techniky u rostlin nebylafils GsgsSna
pravdEpodobr v disledku velkého obsahu repetitivnich sekvenci v gerah rostlin.
Presto se v poslednich letech pbilda za pouZziti Sirokého spektra sond aplikovat
barveni jednotlivych chromozaimu huseniku a jemu pibuznych drub (Lysaket al.,
2003).

3.4.2 Zn&eni sond

Fragmenty DNA, které chceme vyuzit jako sondy prtsH; je fteba
odpovidajicim zfisobem nazridgt. Metodu znaeni je vzdy nutno volit s ohledem
nadostupna detéki zdizeni, citlivost a chemickou strukturu zkg Prvotni
izotopické zna&eni (viz vySe) bylo nahrazeno technikami mémsos¥ nara@nymi.
Sowasné techniky FISH jsou zaloZzeny na navazani takbeénické latky na sondu,
ktera je za ufitych podminek schopna vyvolat detekovatelnou flaoeaci. Takovymi
latkami mohou byt nap fluorochromy ¢i hapteny, jejichz fitomnost niize byt
detekovana.Velmic¢asto se vyuziva zttany uridin a ostatni nukleotidytgtavaji
nezngené.

Znaieni sond maze byt pFimé nebo nepimé. U primého zn&eni jsou latky
poskytujici fluorescemi signél (fluorochromy) vazanytimo na nukleotidy (Wiegant
etal., 1991). Toto zrmni v sodasnosti nabyva na vyznamu, protoZe je rychlejSi nez
zn&eni nepimé, ale jeho citlivost je nizsi (Schwarzacher,200Ri nepimémznaeni
je na sondu navazana reportérova molekulai(nbhgpten), ktera reaguje s dalSimi
molekulami nesoucimi fluorochromy, jez vyvolavaji deteatelny signal. Haptenem je
velmi ¢asto biotin (vitamin Hgi digoxigenin (steroid Digitalis purpureg. Nukleotidy,
které maji navazan hapten, jsou pouzity pro tvadndy. Po hybridizaci je nutnéigat

protilatky proti gisluSnému haptenu (streptavidin, anti-digoxigenikjeré nesou

fluorochrom. Fluorochromy jsou latky se specialni chemickou skupinou, kteza | {Naformétovéno: Vpravo:
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schopna za ditych podminek poskytovat fluoresagn signal. OzEeni fluorochromu
swtlem s kratSi vinovou délkou #pobi emisi sitla o delSi vinové délce. Jako
fluorochromy se dnes rigjstji uzivaji Cyanine 3 (Cy3), Cyanine 5 (Cy5), Ale488,

Texas Red a fluorescein isothiokyanat (FITC).

Metodicky je zn&eni sond moZné hnedkolika zpisoby:

* Nick translace- touto technikou je mozné ztiavelké Useky DNA jako jsou
sekvence DNA klonované ve vektorech BACYAC, nebo genomova DNA.
VdsDNA jsouc¢innosti enzymu DNAsy | vyti@ny zdezy (tzv. nicky). Druhy
enzym, DNA polymerasa | vtomto misbdStpuje dalSi nukleotidy a zarowe
misto nich inkorporuje nukleotidy zéené.

* Random primer labeling je vhodny pro zr@ni mensiho mnozstvi a kratSich
Useki DNA. Reakce z&na na ssDNA, ke které seigojuji rizné varianty
hexanukleotidovych primér Od nich pak z&na pomoci Klenow fragmentu
syntéza nového vldkna ze 2eaych i nezng&énych nukleotid.

* End labeling —slouZi pro zn&ni extrémrié kratkych fragmerit (méré nez
100 bp). Sonda vznikd za s@unosti enzyni termindlni deoxynucleotidyl
transferdzy a DNA polymerézy. Pro syntézu 3" konékna je mozné pouZzit
smes zn&enych a nezri@nych nukleotid nebo jen nukleotidy ziané.

* PCR labeling- zn&eni probiha fimo v pffibéchu PCR. Do reakce vstupuje &n
zna&enych a nezrignych nukleotid. Jinak je cely ptbéh zn&eni shodny
s klasickou PCR (Schwarzachest Heslop-Harrison, 2000). Velmi malé
mnozstvi DNA patebné na zsitku reakce je nespornou vyhodou tohoto

zpasobu znéeni.

3.4.3 Varianty a aplikace FISH

Se sodasnou citlivosti je mozné metodu vyuZzit k lokalizgednotlivych ¢asti
chromozéni, jednokopiovych geln sekvenci odvozenych odipuznych drub atd.
Velmi casto se jako sondy pouZivaji i repetitivni sekverm2®A, které slouZzi
ke karyotypovani a fylogenetickym analyzdm. DikySHI mizeme studovat butiny
cyklus ¢i sledovat chovani chromatinu jak v interfazi, talednotlivych fazich
burééného @leni. FISH také umatlje detekovat chromozomalnfgstavbyci zmeény

v ploidii, coz se vyuziva v klinické praxi k idefikiaci riznych genetickych chorob

(Trask, 1999). { Naformatovano: Vpravo:
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V souwasné dob existuje gkolik variant FISH, nap:

« GISH - genomovain situ hybridizace, i které se jako sonda pouziva
fluoresceking znaena genomova DNA

* Tyr-FISH — nepim& detekce sondy pomoci protilatky konjugovanéesdvou
peroxiddzou a naslednd vazba fluoregnénznaeného tyramidinu jako
substratu pro peroxidazu. Tento amplifiké postup zvySuje detéki citlivost
az 100x a umauije detekovat sondy mensSi nez 1 kb (Khrustaé., 2001).

» ZOO-FISH - tato varianta se pouziva u Zi€aych druli pro evolgni studie.
Tiidéné a zn&né chromozémy jednoho druhu jsou hybridizovany
na chromozémy jiného druhu (Dixkeasal., 1998).

» 3D-FISH - je zaloZena na zaliti btkndo polyakrylamidového gelu, ve kterém
jsou buiky nasledd barveny a analyzovany. Vyhodou je velmtegna
lokalizace sond v j&@, ale detedni zaizeni(konfok&lni mikroskop) je po#mné
drahé (Basstal., 1997).

Z uvedenych variant je nejrogsigjSi modifikaci FISH genomovain situ
hybridizace. GISH je velmi cennym nastrojem pro ekterizaci genorfn zejména
u allopolyploidnich drud, hybridi a rekombinantnich linii, kde tato metoda utg#
identifikaci strukturnich zém v pribéhu evoluce, odliSeni jednotlivych gendm
detekci introgresi, studium homeologniho péarovani @#SH byla nap vyuzita
k detekci donorovych genatu allopolyploidi rodu Brassica(Showdonet al., 1997).
Déale byly pomoci GISH v kombinaci s prouzkovanim choadmi objasgny
strukturni zrény v ranych stadiich evoluce pSenice (Hespol-Hamrist al., 1996).
Kopecky et al. (2006) provedli pomoci GISH analyzu genomu Hiiich odfid
Festulolium Pro studium parovani chromozénayuZili GISH Caoet al. (2000), kt&
studovali parovani chromozdnmezi druhylLolium perenne Festuca mairei

DuleZitou aplikaci je také tzv. komparativni FISH ma@oly kdy dochazi
k lokalizaci zamapovanych sekvenci jednoho druhuewnogu pibuzného druhu.
Pro tento Gel se velmicasto pouZivaji BAC klony. Technika byl&kolikrat vyuZita
pro zamapovéani kladnz Arabidopsis thalianana chromozémy tiznych drufi rodu
Brassica(Howell et al., 2005) a umoznila vizualizaci genetické kadinty mezi €mito
druhy (Jacksonet al, 2000). Podohin lovene et al. (2008) pouzili BAC klony

z chromozomu 6 brambor(Solanum tuberosunpro lokalizaci na r&gti (Solanum {Naformétovéno: Vpravo:
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lycopersicum)Z vysledki vyplynula jasna kolinearita mezinhito dwma chromozdmy
a déle bylo zji&no, Ze u chromozému 6 doSlo vipéhu evoluce v euchromatinové
oblasti k inverzi. Komparativni mapovani nizkokogbo genuGlu-1 kontrolujiciho
molekulovou hmotnost gluteinu provedli Cabretaal. (2002) u pSenice a hybrida

pSenice a jgmene. V obou fipadech byl gen lokalizovan na homeologni sk&ijin

3.4.4 Mapovani rostlinnych genonmt pomoci FISH

Jak jiz bylo uvedeno vySe, jednou z riggZitéjSich aplikaci fluoresceémi in situ
hybridizace je jeji vyuziti pro fyzické mapovani. porovnani s ostatnimi technikami
fyzického mapovani je FISH pamé levna metoda. Z gétku byla vyuzivana hlaen
pii cytogenetickych studiichlovéka a ziva@icha, ale v posledni dabvzrista vyznam
této metody také u fyzického mapovani rostlinnychage: (Kaczmareket al., 2009;
Koo et Jiang, 2009). FISH mapovani hralézsjni roli @i tvorbeé integrované fyzické
a cytogenetické mapy genondlovéka (Cheunget al., 2001). U rostlinnych drdhse
mapovani provadi na mitotickych i meiotickych chrodmech, na natazenych
chromozdmech, na interfaznich jadrech a na viakibdA.

Citlivost (nejmensi velikost sondy, jakou jsme safiopaznamenat) a rozliSeni
(nejmensi vzdalenost mezi @aa sondami, které jsme schopni egzlisit jako dva

samostatné body) se liSi v zavislosti na stupniafipace studovaného chromatinu.

U rostlin se BZn¢ mapovani provadi na nakapavanyshroztlakovych preparatech
mitotickych metafaznich chromozdm(Jiang et al., 1995). Chromatin metafaznich
chromozéni je vSak vysoce kondenzovan. Aby bylo moznéd&eatb chromozémech
odlisit dw sekvence, musi byt teoreticky vzdaleny alésp®d — 1 Mb (Trask, 1999).
Pedersen a Linde-Laursen (1995) pouZili metafazndrabhzomy pi lokalizaci dvou
DNA klonu u jeimene a zjistili, Ze v praxi je tato vzdalenost minimd — 10 Mb.
Toto rozliSeni je vyrazhmensi, nez bylo dosazeno u genatiovéka, kde se rozliSeni
pohybuje v rozmezi 1 — 3 Mb (Lawreneeal., 1990). | citlivost FISH na metafaznich
chromozdmech je po¥mé nizka. Jednozriaé Ize detekovat sondy, které jsoétsi nez
10 kb (Svitashewet Sommers, 2002). Tato citlivost se &#st&né zvysit amplifikaci
signdlu na 1 — 3 kb (de Jorg al., 1999) | pesto, Ze je u metafdznich chromozdm

k nejuzivarjSim (Obr.4).
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Obr.4: Lokalizace  B-hordeinu  na
metafdznich  chromozémech c¢ijeene
technikou FISH (Pederseret Linde-
Laursen, 1995)

VEtSi rozliSeni poskytujiprometafazni chromozomfCheng et al., 2001). Tyto
chromozémy jsou meénkondenzované, ale prace s nimi je mnohem dm&j®si nez
s metafaznimi chromozémy. Velkym problémem jena kondenzace chromatinu
v ramci jednoho prometafazniho chromozému. RozliSenitgdy zavislé na tom,
v jakém stavu kondenzace je zrovna cilova sekvélieaget al., 2006). Chengt al.
(2002) studovali rozliSeni fluoresaen in situ hybridizace na chromozémech ryze.
Pri svych pokusech ziskal u prometafdznich chromdedoliSeni 2 Mb.

Pri mapovéani napachytennich chromozémede dosahuje &Siho rozliSeni nez
u prometafaznich chromozém Délka €chto chromozén miZze byt az
nékolikandsobrs VvétSi nez je délka chromozdmv metafazi. Nap u ryZe jsou
pachytenni chromozémy dvacetkrdt delSi nez metafa@fier(g et al., 2002).
Kondenzace chromatinu se v3ak liSi uérarpozdg pachytennich chromozdmuU rarg
pachytennich chromozdnze dosahnout vyssiho rozliSeni, coZ umge jejich vyuziti
pro odliSeni¢asté&né se gekryvajicich sekvenci (Obr.5, Chergal., 2002). U tohoto
stadia jsme schopni rozliSit &wvsekvence vzdalené 40 kb. U pogdpmachytennich
chromozéni, kde Ize dosdahnout mensiho rozliSeni, to jiz mozedi KChenget al.,
2001). Chromozomy v tomto stadiu jsou vhodné peenir orientace sousednich kion
vzhledem k centronte a telom#e. U rag pachytennich chromozd@mje ovSem
kondenzace chromatinu tak nizka, Ze je obtiznéojiild chromozomy vzajenin
identifikovat a odliSit. V obou stadiich se liSugt kondenzace chromatinu v rdmci
chromozému. V obou ifpadech se #taji rozvol®ngjSi oblasti euchromatinu
s kondenzova#Sim heterochromatinem. Celkové rozliSeni je tedy imazavislé
i natom, v jaké oblasti se nachazi cilova sekvedDbA. de Jonget al. (1999) pi
mapovani na pachytennich chromozémechietaj dosahli rozliSeni 1,2 Mb v oblasti

heterochromatinu a 120 kb u euchromatinu. Tyto htdnse ovSem hlavn
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u heterochromatinu vyrazdisi od vysledk, které ziskal tArabidopsis thalianaZde
bylo v heterochromatinu rozliSeni 140 kb a v euchtomas0 kb.

Obr.5: FISH dvou fekryvajicich se BAC
kloni na pachytennich chromozémech ryze
(Chengetal., 2002)

Mapovani nanataZzenych chromozomedisuper-stretched chromosomebylo
poprvé provedeno naidénych chromozémech Zita,d@mene, pSenice a cizrny (Obr.6,
Valérik et al., 2004). Auté pti svych pokusech natahli chromozomy az na stonasobek
jejich délky v metafazi a dosahli rozliSeni 70 kbcilivosti 1 kb. Chromozémy
na jednom skle majiteny stupé& dekondenzace. Diky jejichiznému roztazZeni je
mozné na jednom skle srovnat signal sondgzném rozliSeni. Natazené chromozomy
si na rozdil od vldken DNA zachovavaji svou integrMetoda je vhodna zejména pro
druhy s komplexnim chromatinem a velkymi chromozémy. Gmir vSak éstava
fakt, Ze metodu je mozné pouzit jencatt rostlinnych druf, u nichZ je mozné&ifidéni

chromozéni pomoci péitokové cytometrie.

Obr.6: Detekce GAA sekvence v oblasti chromatindvi@stki (Sipky) na natazenych chromozémech
1H je¢mene (Valariketal., 2004)

NejvétSiho rozliSeni Ize dosahnout metodotiber-FISH', kdy se in situ
hybridizace provadiifmo na vlaknech DNA lyzovanych interfaznich jaderafi€zet
al., 1996; Jacksoat al., 1998). V této forthje DNA velmi dolie pfistupna pro sondu
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u rostlinnych genoin (Obr.7). Techniku poprvé uvedli Hengt al. (1992), kt&
lokalizovali na natazend DNA vlékna sekvence vealebsti 21 kb az 350 kbiiP
fiber-FISH se dosahuje rozliSeni 1-5 kb (Framszal., 1996; lkeuchi, 1997) a lIze
detekovat sondu mensi nez 1 kb (Weier, 2001). NatdablA viaken je vSak velmi
variabilni a liSi se preparat od preparatu. Tatoodeetdovoluje tzv. fine-mapping
riznych sekvenci a je vhodna pro #figani velikosti mezer ve fyzickych mapéch
(Jacksoretal., 1998). Pomoci fiber-FISH je obtizné lokalizovea DNA vldknech
signdl z velkych sond, které obsahuji velké mndzgpetitivnich sekvenci (napBAC

klony). Nespecificka hybridizacedhto sekvenci sith zt¢Zuje orientaci na vldknech

a lze jicaste&né potlatit ptidanim blokovaci DNA (Jiangt al, 2006).

Obr.7: Fiber-FISH na DNA vlaknecl.thaliana Lokalizace #i kosmici. Zluty signal pedstavuje
kolokalizaci¢erveného a zeleného signalu (Hextgl., 1992).

K FISH technikdm s vysokym rozliSenim flataké mapovani na interfaznich
jadrech. V silg dekondenzovaném chromatinu interfaznich jader jdmeoncozémy
organizovany do tzv. domén (Obr.8). FISH nsehto jadrech nam umaije studovat
organizaci chromatinu v interfazi (Saeh al., 1995; Yokotaet al., 1995). Mapovani
sekvenci v interfazi pouzili Jiargg al., (1996) u kukiice. Z jejich vysledk vyplynulo,

Ze touto technikou Ize rozlisit §wondy, které jsou vzdalené ngémez 100 kb.

Obr.8: FISH ervert znatenym chromozémem X na
interfaznim jade lidské Zenské Miky. Lokalizace
signalu doklada doménové usadani chromozom
v interfaznim jaée (Cremeetal., 1993).
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3.5 Cytogenetické mapovani za pomoci specialnicinili

Cytogenetické mapovani je mozné praostada specialnich liniich studovaného
organismu. Tyto linie umdillji zamapovani witého znaku (markeru) na konkrétni
chromozém, rameno nebo ¢ilbu ¢ast chromozému podle typu pouzitych linii.
Pro v3echny linie jsou charakteristické rozsahlémmma Grovni chromoz6tn Proto je
mozné deléni ¢i substit@gni linie vytv&et pouze u polyploidnich drih které jsou
schopné ztraty ditych geri kompenzovat. Pro diploidni druhy byvaji tyto ztraty
letalni.

Pro mapovani se nggstji vyuzivaji linie aneuploidni, adni, del&ni, substitdni
a introgresni. ¥tSina z &chto linii se pouZiva spiSe pro mapovani fyzické,pab jejich
tvorbu a nasledné ékeni jsou nezbytné cytogenetické techniky.

Aneuploidni linie

Pro tyto linie je charakteristickd absence ramehemozomu, jednoho celého
chromozému nebo celého chromozémového péaru. Podbe jakacast genomu chybi,
jsou dané linie pojmenovany. Existuji linie iiap jednim chy&icim chromozdémem
(monosomické), s absenci celého homologniho parus¢mické) nebo rive chylkst
jedno rameno u jednoho chromozému (telosomické) nedmoj rameno u obou
homolognich chromozéin (ditelosomické). Podle toho, jaké linie vyuZijenjsme
schopni zamapovat Usek DNA na jednotlivy chromozdéfipaareé jeho rameno. Diky
sérii aneuploidnich linii se pofi zamapovat &které geny pSenice na jednotlivé

chromozdmy, respektive chromozomalni ramena (Nastiala, 1993).

Deleini linie

V delenich liniich chybi vZzdyast daného chromozému. Pomachto linii Ize
provadt tzv. del€ni mapovani. Jako jeden z prvnich pouzili delenapovani Benzer
et al (1961) pi analyze faga T4. Detai linie pro utity chromozém jsou
reprezentovany souborem jedincu nichz je deletovana vzdy odl&rvelka ¢ast
chromozému. Tyto delece rasddji chromozém na jehdasti tzv. biny (Obr.9)Cim
VEtSi je p@et bini, tim pgresrEji je mozné zamapovat &ity marker. Deléni linie tedy
umo#iuji presrgjSi mapovani nez linie aneuploidni. Pomoci deleh a aneuploidnich
linii zamapovali Qiet al. (2004) okolo 16 000 unikatnich EST v genomuyplalidni
pSenicgT. aestivum)

0,63 cm

{ Naformatovano: Vpravo:
7/

’
/

29¢



Obr.9 : Deléni linie chromozému 7H fgnene

m -— | (Nasudeatal., 2005)

EEEEN| i O

Adi¢ni linie

U adinich linii je k pivodni sad chromozéni pridan jeden nebo vice
chromozéni ze stejného nebo jiného druhu. Tyto linie jsouemwXasto nestabilni
a vykazuji tendenci k eliminaci nadbytgich chromozérin Adiéni linie umouji
zamapovat sekvence DNA na jednotlivé chromozomy. Krgimych existuji nap
adieni linie pSenice s chromozomy Zit8gcale sereale2n = 2x = 14). Jedinci 2¢hto
linii se od m@vodniho druhu mimo morfologické odchylky liSi i ret@nci k aznym
Skadcim a chorobam (Rogalskat al., 1999). Simkovaet al. (2008) vyuzili
ditelosomické adéni linie pSenice-zito protidéni kratkého ramene chromozému 1R
Zita. Na tomto rameni leZi mnoho gemyznamnych pro odolnost Zitaidi biotickym
stresim a proto je dleZitym objektem pro mapovani. Z vidéného ramene byla

zkonstruovana BAC knihovna, kter&ize byt vyuzita fi nag. pozinim klonovani.

Substiténi linie

Substiténi linie se vyuZivaji imo pro cytogenetické mapovani. &hto liniich je
vzdy cely chromozdm nebo jehtdst nahrazengasti chromozému z jiného druhu.
Sekvenci DNA zde Ize zamapovat do jednotlivych 8tmsvanych segmeft
chromozéni (bind) podobr jako u delénich linii. V giipac, Ze jsou k mapovani
pouZity linie, u nichz je nahrazena pouzeitdréast chromozému, nazyvame takové

mapovani jako introgresni.
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3.6 Introgresni mapovani

Introgresni mapovéani se @§pe pouzivd u druh Festuca pratensi§-p) a Lolium
perenne (Lp).U téchto dvou pibuznych druf Ize pomoci GISH diskriminovat
rodi¢ovsky chromatin. Maji také vysokou miru mezidruhogkombinace, coz velmi
ushadiuje gripravu introgresnich linii (Thomaet al., 1994; Kopeckgtal., 2008).

Introgresni linie Ize ziskat postupnyntizenim diploidni kosavy lwni FF (J;
2n=2x=14) se syntetickym tetraploidnim jilkarhLL (Q; 2n=4x=28). Vznika triploid
LLF (2n=3x=21), ktery je podroben &pému KkiZeni s diploidnim nebo tetraploidnim
jilkem. Potomci tohoto i#zeni mohou nést jednotlivé chromozémy kaey.
Opétovnym  zgtnym  kiZzenim &chto potomk sjilkem vznikaji linie
s rekombinovanymi chromozémy.

Unikatni charakteristika hybnidtéchto drulii je predukuje jako vhodny model pro
studium meiotického parovani a rekombinace. Rekombimachou probihat po celé
délce chromozéiy ale existuji i mista s vyS3festnosti crossing owvier(hotspots)
v telomerickych oblastech a naopak mista s nizkownircekombinaci (cold spots)
zejména v okoli centromery. Uraveekombinace mezi chromozérfp alp je zn&ns
vysoka, coZz umailje prenést jakykoliv segment genomu Kasty do genomu jilku.
Nasledna analyza introgresi GISH umgiz odhadnout jejich fyzickou velikost
(Obr.10, Kingetal., 2007a; Kopeckgt al., 2010). Introgresni linie jsou vhodné pro
ukotveni marker na jednotlivé substituované segmenty (Ketal., 2002). Mapovani
v substituovaném segmentu je usnamn vysokou mirou polymorfismu marker
mezi genomy kogavy a jilku.

Introgresni mapovani se vyuziva tiifad pro charakterizaci otld jilku, které
ziskaly z genomu kastv rezistenci k biotickym a abiotickym stées. Poprvé vyuZili
introgresni kizeni Thomagtal. (1994), ktéi mapovali segment nesouci mutaci v genu
pro senescenci indukovanou degradadil) ( kterd byla vnesena z késty luéni do
jilku mnohoktého. Dalebyla vytvdena i introgresni linieffbuznych drubi Festuca
arundinacea (Fa)j Lolium multiflorum (Lm) na které bylo provedeno mapovani igen
odolnosti Wi¢i suchu a teplu fgnesenych z kastvy do jilku. Pro analyzu mist
rekombinace byla a@p vyuzita GISH (Humphreyset al., 2005). Fenosem geh
odpovdnych za rezistencii¢i suchu se zabyvali také rmap.esniewskeet al. (2001)
a Kosmalaet al. (2006). Linie ze stejnych radi byly pouZity i pro vneseni gén
tolerance k chladu a mrazu do genomu jilku mnobigho (m). Jedinci populaci

vzniklych zgtnym kiizenim byly analyzovany metodou GISH a v kombina€lSH {Naformétovéno: Vpravo:
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sDNA sondami z odolnych rostlin byla introgreséchto geri lokalizovana
na chromozém 2m (Kosmalaetal., 2007).

Kromg¢ geri pro rezistenci k suchu se do geniojilki z kostavy mouhou vnaset
také geny pro odolnostiwi riznym patogeéim. Roderick et al. (2003) penesl
z kostavy I&ni gen rezistance proti rzi ovesrieu€cinia coronata do genomu jilku
mnohokwtého.

Genetic Distance  Physical distance
cM %
0

93 71

o5 18
25.7
27.5

=
334
34 4

816

819
§3.9
, 66.9

71.8

Obr.10: Introgresni mapa chromozému 3 hybtid&/Fp s BAC/PAC klony odvozenymi z ryZze lokalizova-

nymi v binech. Horizontélni rozteni chromozémuiedstavuje mista rekombinaci (Kiegal., 2007b).
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4 Material a metodika

4.1 Material

4.1.1 Rostlinny material:

Jako vychozi rostlinny material bylo pouzito sedrastitunich linii L. multiflorum
(2n = 4x = 28) s jednim substituovanym chromozonfepmatensis(linie byly ziskany
z University of California, Riverside, USA). Proafzu byli vyuziti jedinci ziskani
ze vzdjemného ikZeni tchto substittnich linii. Genomova DNA pro GISH byla
izolovana z rostlin kogavy lwni (F. pratenss) a jilku mnohokstého(L. multiflorum).

Pro lokalizaci BAC klofi na metafdzni chromozémy byly vyuZity klony z BAC
knihovny F. pratenss, odfida ,Laura“. Knihovna byla vyti@na na Ustavu
experimentalni botaniky AVCR v Olomouci pomoci restrékich enzymi BarrHI
aHindlll a obsahuje 21 888 kldn Primeérna délka inzertu je 95 kb a knihovna pokryva
genom F. pratensis1x. Lokalizace byla prov&da na metafaznich chromozdémech

ziskanych z kienovych Sgiek kostavy luni oditidy ,Fure”.

4.1.2 Fistroje:

Biologicky termostat, BT 120, Laboratornigtroje PrahaCR

Biologicky termostat TH 100, Laboratorniigtroje PrahaCR

Centrifuga Jouan GR — 20 22, Trigon PR&any u PrahyCR

Centrifuga Jouan CR4i, Trigon Plu&igany u PrahyCR

Digestd Merci M, Merci s.r.0., BrnoCR

Elektroforéza, OWL Separation Systems, Porthsmdu@A

Fluoresceiini mikroskop AX70, Olympus, Tokio, Japonsko

Fluorometr, Twener Biosystems, Sunnyvale, CalifqroigA

PCR Termocycler PTC 208, Mj Research Inc., Waltham, Massachusettes, USA
Snimaci z#zeni SensiCam 12 Bit Cooled Imaging, PCO CCD Imadi¥mecko
Stolni mikrocentrifuga Stratagene, Tomy Tech USA,IG&, USA

Swtelny mikroskop CX31, Olympus, Tokio, Japonsko

Termocycler PTC 10", MJ Research Inc., Waltham, Massachusettes, USA

Trepaka Forma Orbital Shaker, Trigon Pligany u PrahyCR {Naformétovéno: Vpravo:
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Trepaka Reax TOP, Heidolph, Germany

VIhka komirka SM30, Boekel Scientific Inc., Feasterville, Rgylvania, USA

UV Stratalinker 2400, Stratagene

UV Transluminator Chemi Genius Bio Imaging, Syngerem@ridge, GB

Vodni lazés GRANT SUBG6, Grant Instruments, Cambridge, GB

Vodni lazex Jouan, Trigon PluRi¢any u PrahyCR

Vodni lazé s tepakou Memmert WNE17 Excellent, Schwabackniecko

Zdroj naggti pro eletroforézu OSP-300V, OWL separation Systeorthsmouth, USA

4.1.3 Chemikalie a roztoky

20x SSC (11)
175,3 g NaCl a 88,2 g citratu sodnéh rozpustirtésti destilované vody, upravime pH

na 7 a doplnime destilovanou vodou na 1 I.

2x SSC (11)
100 ml 20x SSC a 900 ml destilované vody

1% blokovaci reagent (50ml)

0,5 g blokovaciho reagent rozpoustime v 50 ml 4x S$¢&en hodinu za stalého

michéani pi 70°C. Po rozpushi autoklavovat a skladovatip- 20°C.

10% blokovaci reagent (100 ml)

10 g blokovaciho reagent rozpustit za staleho miglfapH 7 ve 100 ml destilované
vody.

5x TBE (11
54 g Tris, 27,5 g kyselina borité {BOs) a 20 ml 0,5 M EDTA. Doplnit destilovanou

vodou do objemu 1 1.

05x TBE (11
100 ml 5x TBE a 900 ml destilované vody

. { Odstranéno: 1 ]
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TE pufr (11, pH 8)
10 ml 1 mol. T Tris-HCI (pH 8) a 2 ml 0,5 mol:IEDTA (pH 8) doplnit destilovanou

vodou do objemu 1 1.

IXxPBS (1))
8 g NaCl, 0,2 g KCl, 3,62 g NAPQ, . 12 H0 a 0,24 g KHPO, rozpustit v destilované

vock, pH upravit na 7,4 a doplnit vodou do 1 litru.

GET pufr ( 100 ml)
0,99 g glukézy, 2 ml 0,5 mol*IEDTA (pH 8) a 2,5 ml 1 mol.™| Tris-HCI (pH 8)
doplnit destilovanou vodou do objemu 100 ml

50% dextran sulfat

2,5 g dextranu rozpustit za mirného iZahv 5ml destilované vody

6x STOP C (10 ml)
2ml 0,5 M EDTA (pH 8), 1 ml 1% SDS, 5 mg bromfenolowédi, 5 mg
xylenecyanolu, 5 ml 42,5% glycerolu. Dopdenéredsni: 5:1

2 YT médium (1 1)

16 g kasein enzymu, 10 g kvasinkového autolyzatg &&CI rozpustit za staleho

michani v 1 litru destilované vody.

5x pufr 1 (100 ml)
5,8 g kyseliny maleinové a 4,4 g NaCl postuppepustit ve 100 ml destilované vody

a pH upravit na 7,5 pomoci NaOH.

1x pufr 1 + 0,3% Tween (200 ml)

40 ml 5x pufr 1 a 600 pl Tween 20 doplnit destilamawodou do 200 ml.

Blokovaci pufr Il (50 ml)

10 ml 5x pufru 1 a 5 ml 10% blokovaciho reagentu gldbdestilovanou vodou do
50 ml.
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Vymyvaci roztok (100 ml)
5 ml 4M NaOH a 1 ml 10% SDS a doplnit destilovanodow do 100 ml.

Ethidium bromid (1 1)
100 pl ethidium bromidu smichat s 1 | destilovanéw

Chloramfenikol (1 ml)

12,5 mg chloramfenikolu rozpustit v 1 ml 96% ethanolu.

Fixacni snis (12 ml)

Ethanol: kyselina octova (3:1), 9 ml ethanolu a 3adbvé kyseliny octové

Alkalické SDS (100 ml)
5 ml 4M NaOH a 10 ml 10% SDS doplnit destilovanouawdo 100 ml.

Neutraliz&ni pufr (100 ml)

60 ml 5M octanu draselného, 11,5 ml koncentrovanélkysoctové a 28,5 ml vody.

Hybridizatni roztok | pro stringenci 77 % (1 ml)

100 pl 20x SSC, 200 ul 50% dextranu, 500 ul formarnaidoplnit destilovanou vodou
do 1 ml.— vysledna koncentrace SSC je 2x SSC

Hybridizaini roztok Il pro stringenci 87 % (1 ml)
25 pl 20x SSC, 200 pl 50% dextranu, 500 pl formanaidwplnit destilovanou vodou

do 1 ml— vysledna koncentrace SSC je 0,5 SSC

Hybridizaini roztok Il pro stringenci 98 % (1 ml)
5 ul 20x SSC, 200 pl 50% dextranu, 500 pl formanaidioplnit destilovanou vodou do

1 ml— vysledna koncentrace SSC je 0,1x SSC

Dale byly pouzity :

Invisorb Spin Plant Mini Kit , Invitek GmbH, Berljicermany

Biotin- Nick Translation Mix , Roche Diagnostics GhhbMannheim, Germany

Naformatovano: Vpravo:
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4.2 Metodika

4.2.1 I1zolace genomové DNA

Izolace genomové DNA byla provedena pomoci Invisspin Plant Mini Kitu
(Invitek). DNA byla izolovana ze zelenych fisttrav kostavy lwni a jilku
mnohok¥tého. 60 mg materialu z kazdé rostliny byliempesneno dotfpdchlazenych
ttecich misek, felito kapalnym dusikem a homogenizovdno dkam.
Homogenizovany material bykgnesem do 1,5ml mikrozkumavek.

Do kazdé mikrozkumavky bylofiddno 400 pl lyzéniho pufru P a 20 pl
proteinazy K. Po opatrném promichani se vzorky iokaly 30 minut pi 65°C
vevodni lazni za mirného piepavani. Lyzovany materidl byl fgnesen
do mikrozkumavek s filtrem a centrifugovan 1 minutul2 000 rpm.

Po centrifugaci bylo k filtratuiiddno 200 pl binding pufru P a vzorky byly&p
opatrré promichany. Poté byly vzorkyreneseny do mikrozkumavek se Spin filterm,
inkubovany 1 minutu a centrifugovany 1 minutti 2 000 rpm. Spin filtr byl fenesen
do novych 2ml mikrozkumavek a n&jrbylo naneseno 550 pl promyvaciho pufru I.
Vzorky byly centrifugovdny 1 minutu ip 12 000 rpm. Dale byl stejny postup
zopakovan 2x s550 pul promyvaciho pufru Il. Promytgorky byly znovu
centrifugovany 2 minuty #{p12 000 rpm k odstrami zbytkového ethanolu.

Spin filtr byl premisén do 1,5ml mikrozkumavek a DNA byla z filtru eluozén
ptidanim 100 pl pedeltatého eldniho pufru D. Poifminutové inkubaci  pokojové
teplog (RT) byly vzorky centrifugovany 1 minutaiplO 000 rpm.

Vysledek izolace byl afén pomoci elektroforézy ve 2% agar6zovém gelu
v 0,5x TBE pufru pi napsti 6 V.cmi’. Koncentrace vyizolovanych klarbyla zméena

flourometrem s pouZzitim flouoresagriho barviva Picogreen (Invitrogen).

4.2.2 1zolace kloni z BAC knihovny

Do ozn&enych 100ml Erlenmayerovych kigns 25 ml 2YT média bylofmano
po 2 ul bakterii daného klonu z BAC knihovny a 25cploramfenikolu (12,5 mg/ml).
Erlenmayerovy bigky uzawené gazovou zatkou byly viozeny nagaku, kde byly
bakterie kultivovany p 37°C a 230 rpmi@s noc. Usgsnou kultivaci Ize na druhy den
zhodnotit i pouhym okem; z&kal v médiu signalizufgzgnou kultivaci bakterii.

Z kazdé bakterialni kultury bylo odebrano 10 ml centrifug&nich kyvet.

Odebrané vzorky byly centrifugovany 10 miniit p 700 g (4°C). Po sliti supernatantu {Naformétovéno: Vpravo:
10,63 cm
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byl sediment resuspendovan ve 100 pl GET pufru szBWNE100 ng/ul) aignesen
do 1,5ml mikrozkumavek. K resuspendovanému sedimento p§idano 400 pl
alkalického SDS. Obsah byl promichan ¢etdim zkumavky a inkubovan 5 minut
na ledu. Po inkubaci bylo do mikrozkumaveidano 300 pl neutralizaiho roztoku,
obsah byl opt jemre promichan a inkubovan 10 minut na ledu. Po inkultsty
vzorky centrifugovany 10 minutfpl5 000 g (4°C). Supernatant bylepesen daisté
1,5ml mikrozkumavky a centrifugovan 5 minuat p5 000 g (4 °C). Po centrifugaci byl
supernatant afp prenesen do nové mikrozkumavky a bylo & pridano 750 pl
izopropanolu. Precipitace DNA izopropanolem protd@h& minut pi laboratorni
teplo€. Po inkubaci byly vzorky centrifugovany 10 mindt p5 000 g (4°C). Sediment
byl postupg omyt ledovym (-20°C) 70% a 96% ethanolem a vysu3&rsuseny
sediment byl rozpudh ve 100 pl HO s RNazou (100 ng/ul) a ponechan 30 minut
pti 37°C. Po inkubaci bylo ke vzolikn pridano 100 pl 7,5M octanu amonného
(NH4Ac). Vzorky byly opatrg promichany a inkubovany 10 minut na ledu.
Nasledovala centrifugace 10 minuf 5 000 g (4°C). Supernatant byl&pienesen
do ¢isté mikrozkumavky a bylo kému gridano 400 pl ledového 96% ethanolu. Obsah
mikrozkumavek byl opatépromichan a inkubovan 1 hodinti p20°C. Po skoeni
inkubace byly vzorky centrifugovany 10 minuti @5 000 g (4°C). Ziskany sediment
byl postup® omyt ledovym 70% a 96% ethanolem a nasiedysusSen. VysuSeny
sediment byl na z&v rozpusén ve 20 pl HO a vyizolovand DNA byla skladovana
pti -20°C.

Vysledek izolace byl asften pomoci elektroforézy ve 2% agar6zovém gelu
ve 0,5x TBE pufru b napiti 6 V.cmi*. Koncentrace vyizolovanych klérbyla znéiena
fluorometrem s pouzitim flouoresagriho barviva Picogreen (Invitrogen).

4.2.3 Riprava blokovaci DNA pro GISH

Blokovaci DNA byla pipravena z genomové DNA jilku mnohakeho
v celkovémrealkénim objemu 40Qul. Sowéasti reakniho mixu byla DNA (konéna
koncentrace dg/ul), NaOH (kong&néa koncentrace 0,4M) a8. Promichany vzorek byl
vloZzen do vrouci vody na 35 minut. Vrouci voda i DNA na fragmenty o délce
kolem 200-500 bp. Mikrozkumavka s fragmentovanou DN#abumiséna na led.
Po zchladnuti bylo ke vzorkuigano 400u 3M octanu sodného (pH=5,2) a obsah byl
peilivé promichan. Pro dosaZeni precipitace DNA bylo kerkzopiiddno 800l

absolutniho ethanolu. DNA Ize nechat precipitovi@spnoc fi -20°C. Po precipitaci {Naformétovéno: Vpravo:
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byl vzorek centrifugovdn 30 minuttip14 000 g(4°C). Supernatant byl odstran
a sediment byl promyt 2x v 1ml 70% ethanolu. DNA byauSena a rozpusta v 50
u TE pufru. Délka DNA fragmefit byla owiena pomoci elektroforézy ve 2%

agar6zovém gelu v 0,5x TBE pufrii papsti 6 V.cm®.

4.2.4 Riprava sond proin situ hybridizaci

Pro GISH byla jako sonda pouZita genomova DNA iast luini (zn&eni
digoxigeninem). Pro BAC-FISH byly sondy vytemy z vybranych kloh BAC
knihovny (viz tabulka 2 v kapitole Vysledky, zZfmi biotinem).

V obou pipadech byla DNA zrgna Nick-translaci s vyuzitim biotin Nick-
transl&niho mixu nebo digoxigenin Nick-trangldho mixu (Roche). Minimalni
koncentrace DNA pro ziani sond pomoci Nick-trangl@iho mixu byla 63 ngd.
Reakni objem pro Nick-translaci byl 1(l. Sowasti reakni smesi byli digoxigenin
Nick-transl&ni mix nebo biotin Nick-transémi mix, DNA a voda. Nick-transtaiho
mixu bylo do kazdé reakcerigano po 2ul. Objem DNA byl variabilni v zavislosti
na koncentraci vychozi DNA (p@&bné mnoZstvi DNA v regkim mixu bylo 500 ng).
Voda tvdila zbyly objem do 10ul. VSechny komponenty byly smichany v 0,5ml
mikrozkumavkach na ledu, centrifugovany na mikroctutd a inkubovany
v termocykleru 110 minutip 15°C. Po inkubaci byla reakce zastavetiggnim 1yl
0,5M EDTA (pH 8) a inkubaci 10 minutig5°C.

Vysledek zna&eni byl oien elektroforézou ve 2% agar6zovém gelu v 0,5x TBE
pufru @i napsti 6 V. cmi'. P Gspsdném zn&eni bylo ziskano spektrum fragmént

o velikosti v rozmezi 200 - 500 bp.

4. 2. 5 Kontrolni detekce intenzity signalu zn&enych sond

V ptipact slabého vysledného signalu na preparatu je mozi#t dwalitu
fluorescekiné znatené sondy a intenzitu signalu. K testované sdndo @idano tolik
vody, aby vysledny objem byl alesp@0pl (v pripac, Ze je vychozi objem sondgtéi
nez 20ul, neni feba sonduwredit). K ndedné sond bylo pidano stejné mnoZzstvi
(20 ) fenolu. Obsah zkumavky byl jerarpromichan. Naslednbylo pridano 20yl
chloroformu (chloroform &Stuje vzorek od zbytkového fenolu). Po opatrném
promichani byl vzorek centrifugovan 3 minuty p0 000 g. Po centrifugaci se suspenze
rozélila na dw faze: horni organickou a spodni vodni fazi, verétgistala DNA.
Vodni faze byla odebrdna do nové 0,5ml mikrozkumaakigylo k ni opt piidano

, Naformatovano: Vpravo:
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20 ul chloroformu. Promichany vzorek byl centrifugovamiuty @i 10 000 g a toto
preciSteni chloroformem bylo zopakovano celkem 3x. Z kazé&igtené sondy byla
vytvorena koncentkmi fada o Sesti koncentracich (objemil)) kde prvni vzorek byl
fedsn vodou 10x a kazdy dalSi byl vzdy 10xedngjSi nez pedchozi. Vzorky
koncentréni tady byly v dostatenych odstupech naneseny na kkadnabitou
membranu, vysuSeny a vioZzeny do crosslinkeru, kdelodé&richyceni DNA
na membranu. Membréana byla naske@gondena do kyvety s 5x pufrem 1, kde byla za
mirného fepani promyvénaip laboratorni teplat Po gti minutach byl pufr 1
vyménén za block pufr Il a membrana byla s pufrem inkulmav&80 minut za mirného
tiepani pi laboratorni teplat Do blok pufru Il v kyvet byla gidana protilatka anti -
digoxigenin-AP (1: 10000) a membrana s protilatkogabinkubovana dalSich
30 minut. Po skafeni inkubace byla membrana promyta pufrem 1 s Tweenem
a néasleda destilovanou vodou.

Vizualizace byla provedena pomoci chromogennihostsatn. Membréana
v kyvet byla zalita ®kolika kapkami BP pyrole substratu (Roche), kyvetdab
zabalena do alobalu a membrana byla ponechana a@okuhinimélé 30 minut.
Po skowreni inkubace byla vyhodnocena intenzita signaluzzeki koncentrani fady.
Za pouzitelnou byla povaZovana takova sonda, jg@hal byl viditelny pi redni
1000x.

4.2.6 Fiprava roztlakovych preparéati pro FISH

Metafazni chromozémy pro fluoreséen in situ hybridizaci byly ziskany
z katfenovych Spiek rostlin introgresnich linii a kdstvy luni, které byly tyden ied
odbrem umistny do hydroponického roztoku Hydroponex (Hu-be@ercany).
Kotinky byly odebirany v dabmezi 11 a 13 hodinou, kdy maiji iy téchto rostlin
nejvyssi mitoticky index. Byly odebirany pouze mildaénky a ty byly umisovany do
sklerenych zkumavek s ledovou destilovanou vodou. Odebrkainky umisténé
na ledu byly na 24 hodin uloZzeny do 4°C, kde phid synchronizace bétného cyklu.
Po synchronizaci byly Kinky pieneseny do fixdze 3:1 (ethanol:ledova kyselina
octova). Fixace probihala 7 dni v termostatiu3g@°C. Fixované kiinky byly 2 hodiny
barveny v 1% acetokarminu. Nabarvenéiy byly skladovany ve fixani sn&si [
-20°C.

Roztlakové preparaty kenovych Spiek byly provadny na dkladns

0,63 cm

vyleSg€nych podlozZnich sklech, které byly¢kolik dni umistény v 96% ethanolu. {Naformétovéno: Vpravo:
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Kotinky byly pred odstragnim kdenové 3Spiky pieneseny na 10 minut

do 1% acetokarminu. Odéna kdenova Spika byla zakapnuta 45% kyselinou

octovou, pekryta krycim sklem a byl proveden roztlak. Prepasdtzafixovan gkolik

sekund nad plamenem a po zchladnuti dédateoztlaien. Takto fipravené preparaty

byly umistny na suchy led minimatma 1 hodinu.

Po inkubaci na suchém ledu byly roztlakové pregapiomyty v kyselig

octové. Po opatrném odstegi kryciho skla Ziletkou byly preparaty nejprve manutu

vlozeny do 45% kyseliny octovéftiplaboratorni teplat a nasledé preneseny

na 3 minuty do 45% kyseliny octovéjepelfaté na 50°C. Po oschnuti byla kvalita

roztlakovych prepart vyhodnocena na optickém mikroskopu

s dostaténym mnoZstvim metafézi byly vybrany pro FISH.

4.2.7 BAC-FISH

a preparaty

Na roztlakovych preparatech kisty luéni byla provedena fluoresasni in situ

hybridizace s oddenou denaturaci se sondami z BAC Kiopti stringencich 87 %

a 98 %. B oddlené denaturaci dochézi zwWdsdenaturaci sondy a zviak denaturaci

chromozéni a vysledny signdl je spediféjSi. Kvili délce sond byla také provedena

amplifikace signalu.

Na preparat bylo naneseno 100smgsi obsahujici formamid, 20x SSC aM

Pontr slozek byl zavisly na zvolené stringenci (vizukda 1).

Tabulka 1: Objemové slozeni roztoku pro &ethou denaturaci chromozdimv zavislosti na stupni

stringence.
Stringence 87 % Stringence 98 %
formamid (ul) 70 70
20x SSC (ul) 25 0,5
H,O (ul) 27,5 29,5

Chromozémy byly denaturovany na Termocykleru 1,5 nyinpti 80°C

a nasleda byly promyvany 5 minut v 70% ledovém ethanotu-g0°C, 5 minut v 90%
ethanolu pi -20°C a 5 minut ve 100% ethanoldi gaboratorni teplat V prabéhu

promyvani preparétethanolem byl fipraven hybridizéni mix. Pro kaZzdou sondu bylo

ptipraveno 20ul mixu do 0,5 ml zkumavky. Hybridizai mix obsahoval 1l sondy
znaené biotinem, Iul Cgt 100 DNA (100 ngdl) z kostavy Iuwni, 1 ul DNA z Calf
thymus (10 mg/ml), 14,5l hybridizatniho roztoku Il a 2,5 H,O (nebo 14,1yl

hybridizatniho roztoku Il a 2,9l H,O pro stringenci 98 %). Sondy v hybridiréch {
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mixech byly denaturovany v PCR Termocykleru 10 mptuB0°C. Po denaturaci byly
hybridizaini mixy naneseny na osuSena skla a vlozeny do teviiié komirky
predeltfaté na 37°C, kdefps noc probihala hybridizace.

Po hybridizaci byla destilovanou vodou odmyta krgkla a preparaty byly
promyvany 10 minut v 2x SSC pufru ve vodni lazigdettaté na 42°C, 2x 5 minut
v 2xSSC pufru §i laboratorni teplat a 5 minut v 1x PBS pufruiplaboratorni teplat
Na osu3end skla bylo naneseno [d01% blokovaciho reagent sl protilatky
Streptavidin Cy3 (lug/ml, fedéni 1:1000). Preparaty byly inkubovany 2 hodiny p
37°C vtemné vihké kofiice. Po inkubaci prvni protilatky byla odmyta krysila
a preparéaty byly promyvany 3x po 5 minutach v 1x RpB8u ve tngé. Na osusSena skla
bylo naneseno 3@l 1% blokovaciho reagent syl druhé protilatky - biotinylovany
anti-streptavidin fedéni 1:100). Né&sledovala dvouhodinova inkubace v tewlh&é
komarce fF 37°C. Po inkubaci druhé protilatky bylag@pmpdmyta kryci skla, preparaty
byly promyty 3x 5 minut v 1x PBS pufru ve &mosuseny a bylo na&&maneseno 3{l
1% blokovaciho reagent syl tieti protilatky - Streptavidin Cy3. Skla byla inkuzmy
2 hodiny v temné vihké koiimce @i 37°C. Po skoteni inkubace byla odmyta kryci
skla a preparaty byly promyty 3x 5 minut v 1x PBSrp ve tn€. Po osuSeni byla skla
zaképnuta 7l Vectashield uzaviraciho média s DAPI a uloZzend ¥

Preparaty byly hodnoceny pomoci fluoresggho mikroskopu s pouzitim dvou
filtr & pro DAPI a Cy3. Signaly byly snimany CCD kamerorpaacovany programem
Microlmage (Olympus, Japonsko). Finalni Upravy bgtpvedeny v programu Adobe
Photoshop v. 8.0.

4.2.8 Kolokalizace vybranych BAC klori se sondou 45S rDNA

Vybrané specifické BAC klony byly kolokalizovang sondou 45S rDNA, ktera
hybridizuje na chromozoému 3 v mistsekundarni konstrikce. Kolokalizace byla
provedena pomoci FISH s afdiehou denaturaci. Re&ki mix vtomto pipack
obsahoval d¥ sondy — lokalizovany klon (biotin) a 45S rDNA (diggenin). Kvali
raiznému zn&eni bylo poteba vyuZiti dvou protilatek. Postup hybridizace totbzny
s BAC-FISH, jen byla navic v prvnim kole hybridizapeotilatek gidana protilatka
proti digoxigeninu anti dig-FITC (g/ml, fecéni 1: 200) a ve druhém kole anti sheep-
FITC (1 mg/mlfecni 1: 50).

Preparéaty byly hodnoceny pomoci fluoresteho mikroskopu s pouZzitinfitfiltr
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pro DAPI, FITC a Cy3. Signaly byly snimany CCD kames zpracovany programem {Naformétovéno: Vpravo:
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Microlmage (Olympus, Japonsko). Finalni Upravy bgtpvedeny v programu Adobe
Photoshop v. 8.0.

4.2.9 GISH

Na vybranych roztlakovych preparatech rekomémieh linii byla provedena
genomovdn situ hybridizace se stringenci 77%. Na kazdy prepariat fianeseno 20l
hybridizatniho mixu, ktery obsahoval 16l hybridizainiho roztoku, 1ul blokovaci
DNA L. multiflorum 1 pl genomové sondy-. pratensisznaené digoxigeninena
2 ul H,O. Hybridizani mix byl prekryt krycim sklem a byla provedena &asna
denaturace sondy a chromozbma termocykleru 2:30 minutyip80°C. Denaturované
preparaty byly okami#itumistény do temné vihké kotmky predettaté na 37°C, kde
pies noc probihala hybridizace sondy na cilové salevema metafdznich
chromozémech.

Po hybridizaci byla gi¢kou s destilovanou vodou odmyta kryci skla a prdgara
byly vlozeny do 2x SSC pufru na 10 minut. Poté byyeparaty oplachnuty
destilovanou vodou a vysuSeny. Na preparaty bylmeseno 30pl roztoku
1% blokovaciho reagent (Roche, Vector Laboratorggyotilatkou anti-digoxigenin
FITC (1ug/ml, tedkni 1 : 200). Preparat byl inkubovan s protilatk@uhké kontirce
2 hodiny i 37°C.

Po inkubaci byla off destilovanou vodou odstram kryci skla, preparaty byly
oplachnuty destilovanou vodou, vysuSeny a zakapiufty Vectashield uzaviraciho
média s DAPI (4,6-diamidino-2-fenylindol) (Vector Ladatories, USA). Skla bylared
prohlizenim uchovavana ve &mii 4°C.

Preparaty byly hodnoceny pomoci fluoresgeého mikroskopu Olympus AX70
s pouzitim filth pro DAPI a FITC. Signaly byly snimany CCD kamerompaacovany
programem Microlmage (Olympus, Japonsko). Finalniawpr byly provedeny

v programu Adobe Photoshop v. 8.0.

4.2.10 Méfeni distribuce homeolognich rekombinaci

U chromozému nesouciho homeologni rekombinaci bylarogramu
Microlmage ngiena délka obou ramen a velikost rekombinovaného sggmero
kaZzdou rostlinu bylo vzdy #ieno @t metafazi a z naéenych hodnot byl sgdtan

aritmeticky pfimér. Pro kazdy chromozém bylo zieno iblizné 100 mist

rekombinace Kazdy chromozom byl rozten do 20 stejg velkych Usek, pricemz {Naformétovéno: Vpravo:
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jeden Usek fedstavoval fiblizn¢ 20 Mbp v zavislosti na délce chromozémuarRérné
hodnoty mista rekombinace pro jednotlivé linie ¢4 pméteni byly girazeny do
odpovidajicich intervdl Na z&klad kone&ného pdtu crossing-over v danych
intervalech byly pro jednotlivé chromozémy vyteay grafy zobrazujici rozlozeni
rekombing&nich udalosti podél chromozdm

Kvili odlisné velikosti chromozéinkostavy a jilku vSak nebylo mozné jednoduse
porovnat mista rekombinaci. Na zaklasbsahu DNA a relativni délky chromozém
obou druli byla vypa@tena kalibrani konstanta pro jednotlivé chromozémy, diky niz
bylo mozné pepaiitat velikost substituovanych segmiekbstavy.

Vypocet kalibra&ni konstanty pro dany chromozom:
Konstanta = 1CxL * RLF/1CxF*RLL

1CxL — velikost genomu monoploidan

1CxF — velikost genomu monoploié@

RLL - relativni délka daného chromozému v gendummu

RLF — relativni délka daného chromozému v gendipu

, Naformatovano: Vpravo:
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5 Vysledky

5.1 Lokalizace vybranych BAC kloni na metafaznich chromozomech

pomoci BAC- FISH

K lokalizaci BAC klormi metodou BAC-FISH bylo na zakladptedchozich
experimeni vybrdno celkem 61 BAC kldnz misky 3 BAC knihovny, u nichZ byl
ocekavan specificky signal. 2dhto 61 BAC klo byla vyizolovdna DNA a byla
zmeéfena jeji koncentrace. U klonu O19 byla r#&ema koncentrace pouhych 35 pdgd
z takto nizké koncentrace DNA nelze pomoci Nickgtainiho mixu gipravit
znaenou sondu. Z tohaigtodu byl klon O19 viazen z dalSich analyz.

Déle byly ztestovani wazeny klony G1, H5 a N24, u kterych nebyl
po fluorescedni in situ hybridizaci na chromozémech opako¥araznamenan zadny
signdl (Obr.11a). Viiazeny byly i klony G13, 111, J1 a L7, u kterych sprab¢hu
zna&eni sond opakov&n vyskytly problémy s fragmentaci DNA.fiPkontrolni
elektroforéze bylo ugthto kloru zjisténo, Ze v piibéhu zn&eni nedoslo k fragmentaci
a tedy ani ke zri@ni DNA.

U zbyvajicich 52 BAC kloln byla testovana specifita pomoci BAC-FISH
s oddtlelnou denaturaci.ihled specifinosti jednotlivych klof je uveden v tabulce 2.
U 36 analyzovanych BAC kldn byl zjiSttn nespecificky disperzni signal na vSech
chromozémech, ktery se ani #mami stringence nepoti® vice specifikovat
(Obr.11b). U dalSich 7 BAC kidmebyl signdél Uplé disperzni, ale ani zcela specificky.
U téchto kloni bylo mozné na ditych chromozdémech vysledovat jisty hybridina
patern (Obr.11c). U zbyvajicich 10 BAC kiobyla zaznamenéna nejvysi specifita, ale
ani tyto klony nebyly jednoziaé jednokopiové (Obr.11d). Lokalizace jednotlivych
specifickych BAC kloii je znazoraéna na obrazcich. 12,,13, 14 a 15.

Mikroskopick& analyza lokalizovanych specificky8AC kloni nazngovala, Ze
4 z gchto klora (N14, J5, O16 a 12) by mohly leZzet na chromozému @mdéti
kolokalizace se sondou 45S bylo zjig, ze pouze dva #dhto kloni jsou opravdu
lokalizovany na chromozému 3 a to klony 016 a 12 (Ob8). Oba klony lezi
v centralni oblasti dlouhého ramene chromozému 3.
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Tabulka 3: Vysledky testovani specifity vybranyBAC klond metodou BAC-FISH.

0= klony,

u kterych se nepotito vytvorit sondu . D/S= signaly na vice chromozémec¢hg€nou specifitou.

Klon Miska |Koncentrace (ng/ ul) | Znaceni Specifita
Al2 3 119 Biotin Disperzni
Al6 3 93 Biotin Disperzni
Al8 3 102 Biotin Disperzni
Bl 3 116 Biotin Disperzni
B11l 3 116 Biotin Disperzni
B17 3 81 Biotin Disperzni
B23 3 113 Biotin Disperzni
C3 3 116 Biotin Disperzni
C9 3 114 Biotin Disperzni
C10 3 100 Biotin Disperzni
Cc23 3 114 Biotin Disperzni
D2 3 107 Biotin Disperzni
D10 3 109 Biotin Disperzni
D13 3 117 Biotin Disperzni
D18 3 122 Biotin Disperzni
E5 3 122 Biotin Disperzni
E21 3 113 Biotin Disperzni
E18 1 101 Biotin Specificky
E24 3 112 Biotin Specificky
F11 3 82 Biotin Disperzni
F16 3 102 Biotin Disperzni
F19 3 117 Biotin D/S
Gl 3 110 Biotin bez signalu
G13 3 105 Biotin 0
G15 3 118 Biotin D/S
G23 3 920 Biotin Disperzni
H2 3 114 Biotin Disperzni
H5 3 99 Biotin bez signalu
H11 3 65 Biotin Disperzni
H12 3 90 Biotin Disperzni
H22 3 94 Biotin Specificky
12 3 99 Biotin Specificky
19 3 67 Biotin Disperzni
111 3 80 Biotin 0
117 3 85 Biotin Disperzni
120 3 110 Biotin Specificky
J1 3 111 Biotin 0
J5 3 102 Biotin Specificky
J9 3 106 Biotin Disperzni
Ji7 3 64 Biotin Disperzni
J22 3 98 Biotin Specificky
K11 3 77 Biotin Disperzni
K11 1 98 Biotin Specificky
K15 3 122 Biotin Disperzni
L5 3 68 Biotin Disperzni
L7 3 115 Biotin 0
L14 3 92 Biotin Disperzni
M8 3 115 Biotin D/S
M23 3 105 Biotin D/S
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Klon Miska |Koncentrace (ng/ ml) | Znaéeni Specifita
N5 3 92 Biotin Disperzni
N14 3 78 Biotin Specificky
N18 3 79 Biotin 0
N24 3 131 Biotin bez signalu
o7 3 96 Biotin D/S
016 3 90 Biotin Specificky
017 3 72 Biotin Disperzni
019 3 35 0
P6 3 72 Biotin D/S
P21 3 122 Biotin D/S
P23 3 106 Biotin Disperzni

-

Obr.11: Cytogenetickéa lokalizace BAC klonna metafazni chromozomy kissty luni metodou BAC-
FISH. Modry signal: chromozémy barvené DARlerveny signal: BAC klony zriané biotinem.
a: lokalizace BAC klonu H5 , b: disperzni signal ®Alonu 117, c¢asténé disperzni signal BAC klonu
G15, d: lokalizace specifického BAC klonu 12.
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Obr.12: Cytogenetickd lokalizace BAC kions mistg specifickym signalem na metafaznich
chromozémech kogtvy lweni. Modry signal: DAPI¢erveny signél: BAC klony zrégné biotinem.
a: BAC klon E18, b: BAC klon F21, c: BAC klon E24.

0,63 cm
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Obr.13: Cytogenetickd lokalizace BAC kions mistg specifickym signalem na metafaznich
chromozémech kogivy Iweni. Modry signél: DAPIgerveny signal: BAC klony zrgané biotinem. a:
BAC klon 12, b: BAC klon J5, c: BAC klon J22.

0,63 cm
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Obr.14: Cytogeneticka lokalizace BAC kions misté specifickym signdlem na metafaznich
chromozémech kogivy lwni. Modry signél: DAPIgZerveny signal: BAC klony zrg@né biotinem. a:
BAC klon K11, b: BAC klon N14, c: BAC klon O16.

0,63 cm
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Obr.15: Cytogenetickd lokalizace BAC kions mistg specifickym signalem na metafaznich

chromozdémech kostvy ludni. Modry signél: DAPIgerveny signél: BAC klon H22 zgany biotinem.

Obr.16: Kolokalizace BAC klaoih se sondou 45S. Modry signal: DARJerveny signal: BAC klony
znaené biotinem, zeleny signdl: 45S rDNA Zaaa digoxigeninem. a: BAC klon 12, b: BAC klon O16.

0,63 cm

{ Naformatovano: Vpravo:
7/

’
/

51«



5.2 Charakterizace introgresnich linii

Charakterizace introgresnich linii byla provedenaoaeu GISH. Jednotlivé
linie jilku mnohok¥tého nesly ve svém genomizrg velké fragmenty kogavy lueni.
U linii byla analyzovana frekvence homeolognich orekinaci. Celkem bylo
analyzovano 251 rekombi&zich linii nesoucich jeden chromozém s introgregoh
bylo 29 rekombinénich linii pro chromozém 1, 42 linii pro chromozom 45 linii
chromozému 3, 30 linii chromozému 4, 42 linii chromordsn 38 linii chromozomu 6
a 25 linii pro chromozém 7. U kazdé linie byly vzdyémemy parametry
rekombinantniho chromozému u 5 metafazi (Obr. 17) kBEdy ze sedmi chromozdm

bylo zaznamenéanofiplizné 100 rekombinénich zlont.

Obr. 17: GISH na rekombiwiai linii Lm/Fp. Red signalL. multifluorum Green signalF. pratensis

V levém spodnim rohu detaildfenych parameliru chromozému s introgresi.

Z nangfenych hodnot u jednotlivych rekombinantnich chromozdly ziskany
informace o délce chromozdima poloze centromery. Na zakéatéchto hodnot bylo
moZzné popsat morfologii jednotlivych chromozibf pratensis Diploidni F. pratensis

mé sedm pdr chromozoni. Ti¥i chromozémové pary jsou metacentrickétgi jsou

submetacentrické. Nejdelsi je chromozdm 4 (6,9 a naopak nejkratsi je chromozdém

1 (4,67 um). Chromozém 3 nese na kratkém rameni sekundarni rkamstDélka

danych chromoz6ise i méreni v jednotlivych metafazich liSila az o 5 %. Tato

odchylka byla pravtbodobré zpisobena prostorovym rozliSenim deteiho systému
nebo odliSnostmi v kondenzaci chromatinu u jedngtivmetafazi.

Z nantfenych hodnot byly dale ziskany informace o frekvehomeolognich

rekombinaci u jednotlivych chromozdm Primérné hodnoty mista rekombinace/{
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pro jednotlivé linie z pti méreni byly gifazeny do odpovidajicich interval které
v soutu predstavovaly délku chromozému. Na zé&klagpottu homeolognich
rekombinaci v jednotlivych intervalech byla vypena frekvence rekombitaich
udalosti podél jednotlivych chromozém

U chromozému 1 dochézelo ke crossing-Guwerv podstat po celé délce
chromozému. Velmi nizka frekvence rekombinaci byla diiekavani v oblasti
centromery a dale také vtelomerickych oblastech. pilaov subtelomerickych
oblastech bylo mozZno pozorovat nidmvySenou rekombirgai ¢cinnost. U chromozému
2 bylo rozlozeni rekombirtaich udalosti velmi nerovnafmé. Utlum homeolognich
rekombinaci byl zaznamenan v centralni oblasti chrédmoz kde se nachazi
centromery a u jilku také sekundarni konstrikce.dbogl jako u chromozému 1 byla
nizka c¢etnost rekombinaci i vtelomerickych oblastech c¢asgji dochazelo
k rekombinacich v oblastech subtelomerickych. \W@ani ¢asti kratkého ramene byl
vyskyt rekombinace nejvysSi. Chromozom 3 byl rozlérerrekombinaci velmi
podobny chromozému 1.i€kvapiw zde nebyl zaznamenam pokles rekombinaci
v mis¢ sekundarni konstrikce. Podél chromozému nebylaémpstani Zadné oblast
rekombinaci v oblasti centromer a telomer a naopaktieelni ¢asti kratkého ramene
byla oproti ostatnim oblastem chromozému zaznamenarazngyzvysena frekvence
crossing-ovel. U chromozému 5 bylo zji&o pongrné rovnomerné rozlozZeni
rekombinaci po celém chromozému s vyjimkou subtelockérioblasti dlouhého
ramene, kde bylatetnost rekombinaci vyraznzvySena. K rekombinacim tém
nedochézelo pouze v oblastech telomer. V centronrioklasti byla u tohoto
chromozdmu ¢etnost rekombinaci srovnatelna s jinymi oblastmi.ro@fozém 6
vykazoval velmi nevyvazené rozlozeni crossing-dvelKromé centromerické
atelomerické oblasti byl té&h nulovy stupé rekombinaci zaznamenadm také
v proximalni ¢asti kratkého ramene chormozomu. Rekombinace probfialye ve
sttedovych oblastech chromozomalnich ramen, ale jedingnaejvySsSi vyskyt
rekombinaci byl nagfen v subtelomerickéasti dlouhého ramene. U chromozému 7
nedochazelo k té#h zadnym rekombinacim v oblasti centromer. Mismizeny vyskyt
byl zaznamenam i v oblasti sekundarni konstrikeetelomerickych oblastech. ligs
tento Ubytek i ale chromozém 7 v oblasti telomer jednozma nejvyssicetnost

rekombinaci. V Zadné oblasti nebyl ale zaznamendazwyvyssi péet rekombinaci.

0,63 cm
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Graf 1: Frekvence rekombitaich zlonmi podél chromozému 1. Zelend Sipka ukazuje polomiromery

F. pratensis¢ervena Sipka pak polohu centromérymultiflorum
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Graf 2: Frekvence rekombitich zlomi podél chromozému 2. Zelend Sipka ukazuje polomiromery

F. pratensis ¢ervend Sipka pak polohu centromdry multifiorum Zdvojenacervena Sipka naztiaje

polohu NORL. multifiorum
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Graf 3: Frekvence rekombitiaich zlonii podél chromozému 3Cerveno-zelena Srafovana Sipka ukazuje
polohu centromery. pratensisa L. multiflorum Zdvojené zelené Sipky zna#ofi umisgni NORF.

pratensisacervena dvojSipka pak NOR multiflorum
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Graf 4: Frekvence rekombitaich zlont podél chromozému 4. Zelené Sipka ukazuje polointromery

F. pratensis¢ervena Sipka pak polohu centromérymultiflorum
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Graf 5: Frekvence rekombitiaich zlondi podél chromozému 5. Zelené Sipka ukazuje polointromery

F. pratensiscervena Sipka pak polohu centromérymultiflorum
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Graf 6: Frekvence rekombitiaich zlond podél chromozému 6. Zelena Sipka ukazuje polointromery

F. pratensiscervena Sipka pak polohu centromérymultiflorum
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Graf 7: Frekvence rekombi#raich zlon podél chromozému 7. Zelené Sipka ukazuje polointromery
F. pratensisc¢ervena Sipka pak polohu centromérymultiflorum DvojSipka nazn&uje misto NORL.

multifluroum.

Jak je z graf patrné, k rekombiraim zlomim dochéazi tégt po celé délce
jednotlivych chromozérin Vyskyt rekombinaci ovSem nebyl rovndmy. U WtSiny
chromozéni Ize se vazistajici vzdalenosti od centromery pozorovat zvygggcvyskyt
crossing-oval. Na jednotlivych chromozémech Ize také pozorovat ansiastjSim
vyskytem rekombingnich zlont (,hotspots®) a naopak mista, kde ke crossing-tiver
témet nedochazi (,cold spots®). Hotspoty se vyskytujgyazrié v centralnichc¢astech
chromozomalnich ramen. Nizky vyskyt rekombinaci bylle dosekavani
v centromerickych a pericentromerickych oblastecklmi nizka frekvence crossing-
overi byla vSak pekvapiw zaznamenana i v distalniatéstech chromozémovych
ramen, tedy v telomerickych oblastech.

SniZzeny vyskyt rekombinagiasténé koreloval také s existenci organizatoru
jadérka (NOR — nucleolus organizing region) u chrpémou 7 a chromozému 2. Oproti
tomu u chromozému 3 nebyl v oblasti NOR pozorovaneloytkombinaci.

| presto, Ze bylo na chromozémech naleze#kolik mist s nizkym vyskytem
rekombinace, lzefici, Ze je mozZné ienést jakykoliv Usek donorového druhu
(F. pratensi3 do genomu recipientalL( multiflorum). Toho Ize vyuZit najklad
k prenosu vyznamnych znékcestou introgresnihoiieni. Uspch prenosu ovdem

zavisi také na velikostitpnaSeného segmentu.
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6 Diskuse

Jednim z Ukdl predkladané prace byla lokalizace vybranych BAC &lama
metafazni chromozomy kdawy lwni. V tétoéasti bylo demonstrovano, ze BAC klony
mohou poskytovat jasny nizkokopiovy signal a jsadyte@hodnymi cytogenetickymi
markery, které mohou byt pouzity kidentifikaci jetingech chromozéni
a k fyzickému mapovani. Celkem bylo testovano 61 BAghik Ne vSechny testované
klony ovSem poskytovaly signadl na metafdznich chr@mexh. U itech BAC klorii
nebyl opakova#zaznamendn signal na chromozdmech, ale na inté&faAdrech ano.
Absence signdlu na metafdznich chromozémech je teadydipodobré zpisobena
strukturou chromatinu v odpovidajicim ndist ktera neumatije hybridizaci
komplementarni sondy.

V ramci zvySeni specifiosti a sniZzeni signélu na pozadi byla &phu celého
experimentu v hybridizamim mixu obsaZzena kompetitivni genomova DNA kosy
lu¢éni. | presto se ale u vice nez 70 % analyzovanych BACukloepodéilo ziskat
specificky signal. U zbyvajicich BAC kldrse i i vyuziti Cot-100 WtSinou vyskytoval
slaby signal na vice chromozémech, ale specifickgiaipyl vzdy snadno odliSitelny
od pozadi. Procento specifickych kipomylo ve vysledku velmi nizké. Jiargt al.
(1995) provedli BAC-FISH na chromozémech ryZe s déorybranymi BAC klony
a i bez pouziti kompetitivni genomové DNA davalo 7B%C kloni specificky signal.
MozZnym vysétlenim miZze byt obsah repetitivni DNA v jednotlivych genomech
Genom ryZe je asi 5x menSi neZz genom ikast IEni a d& se tedyipdpokladat, Ze
obsahuje také mémepetic, coz vysitluje vyssi specifitu signélu a nizsi Urdveozadi.
Dale je také mozné, ze vysledky analyzy byly zkmesleprotoze auto lokalizovali
pouze 10 BAC klod.

Ve wtSing pripadi davaly BAC klony oddlené signdly na obou chromatidach
homolognich chromozéin V nékterych gipadech byl ovdem signal pouze na jednom
z paru homolognich chromozémTento jev byl pravépodobré zpisoben lokalnimi
individualnimi zménami struktury chromatinu, které mohly ovlivnit damaici £chto
oblasti. Z podobného tdodu nebyly velmi prawpodobr signdly na vSech
metafaznich roztlacich.

Vysledky FISH analyz naztavaly, Zze by az 5 BAC klan mohlo byt
lokalizovano na chromozému 3, ktery nese sekundanstkikci na kratkém rameni.

Dva z tchto kloni byly na kratkém ait na dlouhém rameni chromozému. Detailni

analyza se sondou specifickou pro 45S rDNA vSakalka 7e jednoziaé se na tomto {gg?;:ém"é“m Vpravo:

’
/

57«



chromozému nachazi jen 2 z Sedpokladdanych BAC klana oba tyto klony byly
lokalizovany ve stejné oblasti chromozomu 3. Jedaomhugesreni vzajemné polohy
téchto dvou BAC klof by bylo mozné pomoci technik s vyS$Sim rozliSenim,t.nap
pomoci FISH na pachytennich chromozémech.

Déle byla provedena analyza frekvence rekoniiitd udalosti u rekombigaich
linii L. multiflorum/F. pratensisVe vysledku bylo zjig#no, Ze u ¥tSiny chromoz6n
muze k homeologni rekombinaci dochéazet po celé jejiéiced RozloZeni éthto
rekombinaci ovSem neni rovnémé. Ve étSing pripadi Ize pozorovat zvySujici se
pocet rekombin&nich udalosti se zvySujici se vzdalenosti od cemdrg. Stejny trend
byl zaznamenan i vipdchozich analyzach triploidnich hyhtrid.. multifluorum
aF. pratensisa také u pentaploidnich hybiidF. arundinaceax L. multiflorum
(Zwierzykowski et al.,, 1998, 1999). Toto rozloZzeni rekombinaci neale
charakteristické jen pro travy. Podobny trend bgkqrovan také u mnoha obilovin,
nag. u Zita (Lukaszewski, 1992) nebo u pSenice {@ket al., 1984).

Extrémni Ubytek crossing-over byl u rekombin#nich linii zaznamenan
v telomerickych a subtelomerickych oblastech. Kengtaj zawram dosgli pti studiu
hybridi kostav a jilki i Zwierzykowskiet al. (1998, 1999) a Kingt al. (2002). Tento
fenomén je v3ak typicky jen pro hybridy, protozeéistych linii kostavy lweni a jilku
mnohok¥tého dochazi k rekombinacim feginost® praw v distélnich ¢astech
chromozomalnich ramen (Reeal., 1974; Karget al., 1983). Absenci rekombiaich
zlomi v telomerickych a subtelomerickych oblastech je ndoZasteéne vyswtlit
nedostaténé citlivym deteknim systémem. Na druhou stranu distalédsti
chromozéni téchto dvou drub podiéhaji také rychlejsi evoluci, coZibe vést k mensi
sekverni homologii nez u zbyvajicich oblasti.

Casteény Ubytek rekombinaci byl zaznamenam i v oblastdéate se nachézela
sekundarni konstrikce (NOR). Z naSich vyskedikSem vyplyva, Ze sniZzeni frekvence
crossing-ovet v téchto oblastech pra¥godobré pitimo nesouvisi sfitomnosti NOR.
Zatimco u chromoz6ih 2 a 7 byl voblasti sekundarni konstrikce jedndmda
zazanamenan pokles rekomhkingacinnosti, u chromozému 3 nedoSlo v oblasti NOR
k Zzadnému vyznangsimu Ubytku rekombinaci. Tato nepravidelnostZzen mit givod
v morfologii chromozoén jednotlivych druli. Sekundarni konstrikci na chromozémech
2 a 7 nese pouze jilek. Oproti tomu ale NOR na chedmoi 3 maji oba tyto druhy.

Oblasti sekundarni kosntrikce jsou navic evntovelmi konzervované a vyztaji se

velkou sekvetni homologii, coZz podporuje vyskyt rekombin&h udélosti véchto {
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mistech. Ubytek rekombinaci souvisejici s oblasthoigatoru jadérka byl zaznamenam
i u chromozému 1B p3enice (Ds&k et al., 1984) a chromozdmu 1R Zita (Lawremte
al., 1986). V rozporu s nasimi vysledky byl dbytelkambin&nich zlomi prekvapiw
zaznamendm v NOR oblasti chromozému 3 sulgstith linii F. pratensis x L. perenne
(King et al., 2002), pestoZe oba chromozomy nesou sekundarni konstrikdb Ta

odliSnost by mohla byt Zigobena tim, Zze mezi drulfy pratensisa L. perennge nizsi

sekverni homologie nez u dvojide. pratensisaL. multifluorum
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7 Zaver

Cilem gedkladané prace bylo lokalizovat BAC klony na metaf&hromozémy
F. pratensis a dale charakterizovat rekombinantni liniem/Fp z pohledu
rekombingnich udélosti.

V prvni ¢asti bylo lokalizovano 61 vybranych BAC kibnna metafazni
chromozémy kosavy lwni. Na zéklad vyslediki BAC-FISH analyzy vybranych
kloni bylo 10 BAC klorii nizkokopiovych s misthspecifickym signédlem. 36 BAC
kloni melo disperzni, misth nespecificky signal na vSech chromozémech. U 7 BAC
kloni byl zaznamenarasté&né disperzni signal, kde bylo ale mozné ngktarych
chromozémech vysledovat pravidelny hybridizia patern. Pomoci sondy pro 45S
rDNA bylo zjiS€no, Ze dva ze specifickych klbnO16 a 12, leZi v centralnfasti
dlouhého ramene chromozému 3. Ziskané specifické Wadpu vyuZzity pro vytvieni
molekularniho karyotypu kastvy luéni, jehoz sestaveni bude gésti dalSi prace.

Ve druhécasti bylo analyzovano celkem 251 rekombinantnich technikou
GISH na metafaznich chromozémech. U rekombinantniatnobzdnt byla sledovana
¢etnost homeolognich rekombinaci podél jednotlivyaloetozont. Na zaklad méreni
bylo zjiStno, Ze k rekombinmim zlomim miZe dochézet po celé délce chromoadm
ale jejich vyskyt neni rovno#mny. Cetnost rekombinaci obvykle klesa &em
k centromerické oblasti. Ué¢kterych chromozorin 1ze pozorovat oblasti s extrégn
nizkou (,cold spots“) nebo extrérirvysokou (,hotspots”) frekvenci rekombinaci.
Snizeny vyskyt rekombinaciasténé koreloval také s existenci organizatoru jadérka.
Zvyseny vyskyt rekombirimich zlont byl obvykle zaznamenan v centrélni&hstech
chromozémovych ramen. Na zaktadysledki Ize fici, Ze je mozné fenést jakykoliv

Usek donorového druh&(pratensi¥ do genomu recipientd (multiflorum).
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9 Seznam pouzitych zkratek a symba

AFLP

BAC
bp

cM
Cy3
Cy5
DNA
DNasa |
dsDNA
Fa
FISH
FITC
Fp

GISH
ISH
kb
Lm
Mb

NOR

PCR
PRINS

RAPD
rDNA
RNA

RFLP

rpm

délkovy polymorfismus amplifikovanyclagmend (amplified fragment

lenght polymorfism)
undly bakterialni chromoz6m (bacterial artificial chrosome)
pary bazi (base pair)
centimorgan
cyanin 3 (Cyanine 3)
cyanin 5 (Cyanine 5)
deoxyribonukleova kyselina (deoxynituzleic acid)
DNéza |
dvouvlaknova DNA (double stranded DNA)
koghva rakosovitdRestuca arundinacéa
fluorescemi in situ hybridizace (fluorescenda situ hybridization)
fluoresceinisothiokyanat
kogtava l&ni (Festuca pratensjs
gravitani konstanta
genomovia situ hybridizace (genomim situ hybridization)
in situ hybridizace if situ hybridization)
kilobaze (kilobase)
jilek mnohoksty (Lolium multifluorun)
megabaze (megabase)
haploidni sada chromo#ém
oblast organizatoru jadérka (nuclearganizer region)
kratké chromozomalni rameno (petit)
polymerazovétzova reakce (polymerase chain reaction)
syntéza DN#& situ pomoci primel (primedin situ DNA synthesi)
dlouhé chromozomalni rameno
nadhodhamplifikovana polymorfni DNA (random amplified gohorfic
DNA)
ribozomalni DNA (ribosomal DNA)

ribonukleova kyselina (ribonucleicid)

délkovy polymorfismus resttikich fragment (restriction fragment lenght

polymorfism)

ot&y za minutu (rotate per minute)
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rRNA

RT

SSC

SSR
T-DNA
Tm

YAC

5S rDNA
45S rDNA

ribozomalni RNA (ribosomal RNA)
pokojova teplota (room temperajur
citrat sodny (Saline Podium Ciyrate
jednoduché opakujici se sekvesiog(e sequence repeat)
DNA zTi-plazmiduA. tumefaciengTi-plazmide DNA)
teplota tani (melting temperature)
ungly kvasinkovy chromozom (yeast artificial chromosome)
ribozomalni DNA (ribosomal DNA)
ribozomalni DNA v oblasti sekundarni kipnkce (ribosomal DNA

in NOR)
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