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Souhrn

Cirok halepsky (Sorghum halepense (L.) Pers.) je plana rostlina blizce piibuzna
zemédélsky vyznamné obiloving ¢iroku dvoubarevnému (Sorghum bicolor (L.) Moench).
Zatim neni k dispozici karyotyp ¢iroku halepského zalozeny na molekularnich markerech,
ackoliv by to mohlo do budoucna uleh¢it dalsi vyzkum genomu tohoto druhu. Cilem této
prace bylo ziskat cytogenetické markery pro identifikaci chromozoémt pomoci metody

fluorescen¢ni in situ hybridizace.

Pro identifikaci chromozémi bylo navrzeno 8 repetitivnich sond, znichz jedna byla
chromozomové specificka a dal$i 3 repetice tvorily patern na dvou chromozomovych
parech. Chromozomové specifické byly také sondy pro 5S a 45S ribozomalni DNA. Dale
bylo navrzeno 20 jednokopiovych sond kolinearnich k distalnim oblastem chromozému
¢iroku dvoubarevného. 10 z nich na chromozémech c¢iroku halepského vytvofilo patern
na dvou chromozémech a 10 hybridizovalo nespecificky. V ramci prace byla ziskana také
centromericka sonda, ktera hybridizovala do vSech centromer chromozoémi ciroku
halepského ovsem s dosti specifickym hybridiza¢nim paternem. Béhem analyzy byla dale

pozorovana piitomnost fragilnich satelitd, které u tohoto druhu nebyly dosud popsany.
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Summary

Sorghum halepense (L.) Pers. is a wild relative of Sorghum bicolor (L.) Moench which is
agronomically significant cereal. The molecular karyotype of Sorghum halepense has not
been available so far, although it could considerably facilitate genomic studies of this
species. The aim of this study was to develop chromosome specific cytogenetic markers
and identify the individual chromosomes in karyotype using fluorescence in situ

hybridization.

8 repetitive probes were designed for chromosome identification. Out of them, only one
turned up to be chromosome specific and three other repeats revealed specific pattern on
two chromosome pairs. In addition, 45S and 5S ribosomal DNA hybridized on single
chromosome pair. Further, 20 single-copy probes collinear with distal regions on
chromosome of Sorghum bicolor were designed. The signals of 10 single-copy probes
were detected on two chromosome pairs while remaining single-copy probes hybridized
non-specifically. Additionally, centromeric probe was developed. Interestingly, it showed
highly diverse pattern on individual chromosomes. During the analysis, the phenomena of
fragile satellites was observed. This is the first time that fragile sites have been

demonstrated in Sorghum genera.
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1 UVOD

Rod Sorghum patii do ¢eledi lipnicovité (Poaceae) a zahrnuje celkem 25 druhd. Zemédé€lsky
nejvyznamngjs$im zastupcem tohoto rodu je ¢irok dvoubarevny (Sorghum bicolor (L.) Moench),
ktery ma Siroké uplatnéni ve vyzivé lidi i zvifat a také je vyznamnou Surovinou pro vyrobu
biopaliv. Jedna se o jednu z nejpéstovanéjsich obilovin na svété, na niz je potravinové zavisla
velka &ast populace v suchych oblastech rozvojovych zemi (ICRISAT, www.icrisat.net). Cirok
halepsky (Sorghum halepense (L.) Pers.) je plany druh blizce ptibuzny ¢iroku dvoubarevnému
(Price et al., 2005), ktery vSak zatim neni pfili§ prostudovan. Jedna se o Siroce rozsifeny plevel,
ktery se jevi jako mozny zdroj vyhodnych vlastnosti pro §lechténi Sorghum bicolor. Témi
mohou byt naptiklad vétsi odolnost viici Skiidctim a klimatickym zménam nebo tvorba oddenkd,

Které rostliné umoziuji pfezimovat.

Cilem této prace bylo identifikovat chromozémy cCiroku halepského pomoci metody
fluorescencni in situ hybridizace. Identifikace chromozomu a sestaveni karyotypu tohoto druhu,
ktery nebyl zatim detailnéji prostudovan, muze do budoucha zjednodusit dal§i vyzkum této
rostliny. Pro identifikaci chromozémi bylo nutné ziskat sondy hybridizujici jen do nékolika
malo mist v genomu, nejlépe na jeden chromozomovy par. Pii kombinaci takovych sond je pak
mozné ziskat karyotyp studované rostliny. Pro cytogenetickou analyzu byly v pfedkladané praci
navrzeny sondy repetitivni, jednokopiové a sondy pro ribozomalni DNA. Jejich lokalizace byla

ovéiena na metafaznich chromozémech kotenovych meristémii.


http://www.icrisat.net/

2 CILE PRACE

Cilem prace bylo ziskat chromozomové specifické sondy pro sestaveni karyotypu c&iroku
halepského (Sorghum halepense (L.) Pers.)) pomoci metody fluorescenéni in situ
hybridizace (FISH).

Cilem teoretické ¢asti prace bylo vypracovat reSerSi zaméienou na rod Sorghum
S detailnéj$im popisem jeho dvou blizce piibuznych druhtt Sorghum bicolor a Sorghum
halepense a dale na metody studia rostlinnych genomu s dirazem na FISH a jeji vyuziti

V této oblasti.

V ramci experimentalni casti prace byly testovany navrzené sondy za ucCelem ziskat
jednolokusové markery vhodné pro identifikaci chromozému. Pro dosaZeni vysledkt bylo

tteba zvladnuti t€chto molekularnich a cytogenetickych metod:
e lzolace DNA z listi.
e Piiprava nakapavanych preparati suspenze protoplasti z kofenového meristému.
e Piiprava sond pomoci PCR a nick-translace.
e FISH s pfipravenymi sondami.

e Analyza preparatii pomoci fluorescencniho mikroskopu.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Rod Sorghum (¢irok)

Rod ¢irok zahrnuje 25 rostlinnych druhti, z nichz nékteré jsou zemédélsky vyznamné plodiny.
Radi se do &eledi lipnicovité (Poaceae), podéeledi Panicoideae, kmene Andropogoneae. Pro
zastupce tohoto rodu je typické, ze to jsou teplomilné rostliny pomérné nenaro¢né na kvalitu
pudy. Jsou odolné viici suchu, a proto se vyskytuji zejména v tropickych a subtropickych

oblastech (Morden et al., 1990).

V ramci rodu Sorghum je na zakladé cytologicko-taxonomickych vlastnosti rozliSovano
pét subrodd: Stiposorghum, Parasorghum, Eusorghum, Heterosorghum a Chaetosorghum
(obr.1) (Garber, 1950). Zemé&délsky nejvyznamngjsi je sekce Eusorghum, ktera zahrnuje
celosvétové péstovany Cirok dvoubarevny (Sorghum bicolor (L.) Moench) a jeho poddruhy
a také plané rostouci druhy Sorghum propinquum (Kunth.) Hitchc. a Sorghum halepense (L.)
Pers. (de Wet, 1978). Pfirozenym mistem vyskytu tohoto subrodu je Afrika a jizni Asie. Ostatni
Ctyfi subrody zahrnuji druhy, které jsou plivodni zejména v Australii a Stfedni Americe

(Lazarides et al., 1991).

Sorghum
| | |
EuSorghum Chaelosorghum Heterosorghum Parasorghum Stiposorghum
(2n = 20, 40) (2n = 40) (2n = 40) {2n = 10, 20) (2n = 20, 40, 60)
S. macrospermum s |a£ﬂ0mm S. imorense S. angustum
S. purpureosericeum S. ecarinatum
S. versicolor S. extans
S. nitidum S. intrans
S. matarankense S. interjectum
S. grande S. slipoideum
S. leiocladum S. amplum
S. brachypodum
S. bulbosum
S. plumosum
v
S. bicolor S. propinguum S. halepense
(2n = 20) (2n = 20) (2n = 40)

Obrazek 1: Clenéni druhti v ramci rodu Sorghum. Pievzato z: Venkateswaran et al. (2019).

Subrod Eusorghum muze byt dale rozdélen do dvou skupin: komplex Halepensia a komplex
Arundinacea. Snowden (1955) mezi Halepensia ftadi druhy soddenky, konkrétné
S. controversum, S. halepense, S. miliaceum a S. propinquum. Komplex Arundinacea pak

zahrnuje plané i kulturni druhy zrnového ciroku (Snowden, 1955). Tyto druhy jsou navzajem



ktizitelné, aproto se dnes predpoklada, ze se jedna o jeden polymorfni druh s velkym

mnozstvim variant (de Wet et al., 1970).

Sekvenéni analyzy a na nich zaloZena fylogeneze ale naznacuji, Ze rozd€leni rodu ¢irok na
5 subrodi nekoresponduje s evoluénimi vztahy jednotlivych druhii (Spangler et al., 1999;
Dillon et al., 2001). Na zaklad¢ sekvenénich dat rozdélil Spangler (2003) rod Sorghum do tii
podrodt: Sorghum, Sarga aVacoparis (Spangler, 2003). Ani tato klasifikace vSak

pravdépodobné neni definitivni a s novymi poznatky bude dale upravovana.

3.1.1 Cirok dvoubarevny (Sorghum bicolor (L.) Moench)

Cirok dvoubarevny je hospodaisky nejvyznamnéj$im druhem rodu Sorghum. Jednd se
0 jednoletou plodinu vysokého vzristu se silnym stéblem a velkym pocétem listi (obr. 2a).
Kvétenstvim je lata slozena zklaskd (obr. 2b), obilky jsou kulovité, velké kolem 4 mm
zbarvené do ruznych odstinli hnédé (obr. 2c). Rostlina je samosprasnd, ale n¢kdy mutze byt

pozorovana i cizosprasnost zejména vlivem vétru (Hermuth et al., 2012).

Obrazek 2: Cirok dvoubarevny (Sorghum bicolor (L.) Moench). a — cela rostlina, b — kvétenstvi, ¢ — zrna.
Pievzato z: www.botany.cz

Podle organizace FAO (Organizace pro vyzivu a zemédélstvi) je Cirok dvoubarevny pata
nejpestovancijsi obilovina dle vynosu na hektar i oseté plochy po ryzi, pSenici, kukufici a zitu

(FAO, www.fao.org/faostat). Mezinarodni institut pro vyzkum plodin v polovyprahlych

oblastech (ICRISAT, www.icrisat.org) udava, ze je zékladem stravy pro 500 miliont lidi

ey

zijicich v suchych oblastech Afriky, jizni Asie a Stfedni Ameriky, kde jsou pro ostatni obiloviny
nepiiznivé podminky. Za rok 2018 bylo vyprodukovano 59 miliont tun ¢iroku dvoubarevného

(FAO, 2019), coz piiblizné odpovida praméru za poslednich 20 let. Mezi nejvétsi producenty
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patii USA, Nigérie a Sudan (obr. 3). Naopak v Evropé se péstuji jen necelé 2 % svétové
produkce. V Ceské republice je produkce &iroku velmi nizk4, ale v poslednich letech se zvysuje

import a v roce 2018 bylo dovezeno celkem 230 tun této plodiny (FAO, www.fao.org/faostat).

Ta je u nds vyuzivana zejména jako soucéast krmnych smési pro hospodaiska zvifata a na vyrobu
bioplynu (Podrabsky, 2008). Ve svété se v soucasnosti prumérné za rok zkonzumuje 3,8 kg
¢iroku na osobu. Toto cCislo se vSak velmi li§i mezi jednotlivymi staty, pficemz v Severni
Americe a Evropé se za rok zkonzumuje jen 0,1-0,2 kg na osobu, ale v africkych statech je to az
90 kg (FAO, 2019).
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Produkce ciroku (milion tun)

Obrazek 3: Staty s nejvyznamnéjsi produkei ¢iroku dvoubarevného (Sorghum bicolor (L.) Moench) za
rok 2018 podle FAO. Ptevzato z: www.fao.org/faostat.

Cirok se vyuzivd zejména jako zakladni potravina v rozvojovych zemich (FAO, 1999).
Pripravuji se z n&j hlavné kaSe a mouka a v Africe je to také vyznamna surovina pro vyrobu
piva. Cirokovda mouka je bezlepkova, coz pii soutasnych stravovacich trendech
a dietologickych omezenich celosvétové zna¢né zvysuje jeji atraktivitu. Jedna z odrad Ciroku
dvoubarevného, tzv. ,sladky ¢irok® (Sorghum bicolor var. saccharatum), obsahuje velké
mnozstvi cukru ve svych stéblech. Z nich se pak pfipravuje sladky sirup, ktery se dale pouziva
ke kvaseni (Hermuth et al., 2012). Cirok také tvoii vyznamnou slozku krmnych smési pro

hospodaiska zvifata a zna¢na ¢ast produkce se zpracovava pii vyrobé biopaliv (FAO, 1999).

Protoze je cirok dvoubarevny hospodaisky vyznamna plodina, brzy se stal pfedmétem
intenzivniho vyzkumu i V oblasti molekularni biologie. Woo et al. (1994) sestavili BAC

knihovnu (knihovna bakteridlnich umélych chromozomil), ktera byla pozdéji dale vyuzita pro
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zamapovani nékterych sekvenci ¢iroku a pro komparativni studie s pfibuznymi druhy, naptiklad
s ryzi (Zwick et al., 1998). BAC knihovna byla dale vyuzita v kombinaci s AFLP markery pro
vytvoreni fyzické mapy s vysokym rozlisenim (Klein et al., 2000). Na vzniklou mapu pak byl
zamapovan napiiklad gen PHYA pro fytochrom A (Childs et al., 2001). Dale existuji
cytogenetické studie zalozené na fluorescenéni in situ hybridizaci. Gomez et al. (1997) pouzili
jako jednokopiovou sondu BAC klon komplementarni ke genu sh2 zamapovaného na fyzickou
mapu kukufice. Diky tomu byly nalezeny ¢asti genomu kukufice a ¢iroku dvoubarevného, které
jsou k sobé homologni (Gomez et al., 1997). Pomoci metody BAC-FISH byl také sestaven
karyotyp tohoto druhu (obr. 9) (Kim et al., 2002). S rozvojem sekvenacnich technologii doslo
k osekvenovani také genomu ¢iroku a sestaveni referenéni sekvence (Paterson et al., 2009).
V souCasné dob&é se pracuje jiz sdruhou verzi referenéni sekvence, kterou publikovali

McCormick et al. (2018) spolu s atlasem transkriptomu.

3.1.2 Cirok halepsky (Sorghum halepense (L.) Pers.)

Cirok halepsky je trvala trava, v anglické literatufe nazyvana také , Johnsongrass®. Dosahuje
velikosti 2-2,5 m a mezi typické znaky patii dlouhé oddenky s vyhonky, 1-2 cm Siroké hladké
zaspicat€lé listy a vztyCeny stonek (obr. 4a), ktery u zemé vytvaii drny. Kvéty jsou malé
a vytvaii rozvétvené laty zbarvené do fialova, dlouhé az 30 cm (obr. 4b). Tmavé hnédé obilky
maji ovalny tvar a méti kolem 3 mm (obr. 4c). Rostlina kvete zejména v ¢ervnu a Cervenci.
Ptirozené se &irok vyskytuje ve Stfedomoti (Meredith, 1955), odkud se rozsitil do dalsich
oblasti. Vyskytuje se zejména v teplych oblastech, je svétlomilny S nizkymi naroky na vodu

a ptidu. Mtze se mnozit semeny nebo oddenky.



Obrazek 4: Cirok halepsky (Sorghum halepense (L.) Pers.). a — cela rostlina, b — kvétenstvi, ¢ — obilka
s pluchou a bez ni. Pfevzato z: a - Ljevnai¢-Masi¢ et al. (2013), b — Parsons et al. (2001), ¢ — FAO
(2017).

s

Tento druh ¢iroku je jednim z nejskodlivejsich plevelll na svété a ovliviiuje vice nez 30 druht
hospodaisky vyznamnych rostlin (napf. kukufice, bavlnik, cukrova titina) (Holm et al., 1977).
Zaroven ohrozuje biodiverzitu vice nez 50 stati v mirnych i tropickych oblastech po celém
svété¢ (Holm et al., 1977). To, ze je ¢irok halepsky $kodlivym plevelem, ovliviiuje nékolik
faktord. Jednim z hlavnich je tvorba do Siroka rozrostlych oddenkt, které mohou i po odfiznuti
snadno regenerovat a rostlina se diky tomu miZe rozSifovat i orbou. Dal§im faktorem je
produkce velkého mnozstvi semen, ktera jsou odolna, dlouho pfezivaji a mohou byt dormantni
(Warwick et Black, 1983). Jedna rostlina muze béhem celé sezony vyprodukovat az 28 000
semen (FAO, 2017). Uspé&nost tohoto plevele zvysuje také jeho kompeti¢ni schopnost, ktera
zpusobuje zna¢né snizeni vynosu plodin péstovanych ve stejném misté (Follak et Essl, 2012).
Cirok halepsky patii mezi samosprainé rostliny, ale snadno se kiizi také s piibuznymi druhy,
coz zvySuje variabilitu tohoto druhu, a tim i pfizpGsobivost k rznym ekologickym
i klimatickym podminkam (Warwick et Black, 1983). U &iroku halepského byl pozorovan
alelopaticky efekt, kdy pfitomnost tohoto plevele ma negativni u€inek na kliceni zrn kukufice
(Hessami, 2011).

Existuji dvé varianty ¢iroku halepského, které se od sebe lisi poctem chromozémi a ploidii
(2n= 2x = 20 nebo 2n = 4x = 40). Diploidni rostliny byly pozorovany v eurasijské populaci
¢iroku, zatimco v populacich piivodem ze Stiedozemi, které se postupné rozsitily zejména do
Severni Ameriky, se vyskytuji pouze tetraploidni rostliny (de Wet, 1978; Warwick et Black,
1983). Velikost genomu tetraploidni varianty je 1,561 Gbp/1C (Smarda et al., 2014). Pavod

tohoto druhu zatim nebyl zcela objasnén, ale uvadi se, ze tetraploidni varianta (2n = 4x = 40)



vznikla hybridizaci druht Sorghum arundinaceum (2n = 2x = 20) a Sorghum propinguum
(2n = 2x = 20), jedna se tedy o alopolyploida (Ng’uni et al., 2010). Velikost chromozémi je
v rozmezi mezi 1,5 a2,8 um (Sharma et Bhattacharjee, 1957). Gu et al. (1984) poukazali na
podobnost chromozému ¢iroku halepského s chromozémy ¢iroku dvoubarevného (Sorghum
bicolor) hlavné s ohledem na pomér ramen a relativni délky chromozomi. Meioticka analyza
hybrida téchto dvou druhd, pii které bylo pozorovano vicendsobné parovani chromozému
a tvorba az hexavalenttl, uk4zala, Ze jeden z genomd tetraploidniho Ciroku halepského je velmi
podobny genomu ¢iroku dvoubarevného (Hoang-Tang et Liang, 1988). Jejich vysokou
ptibuznost také ukazala fylogeneticka analyza rodu Sorghum (Price et al., 2005).

Mezi 7adané vlastnosti ¢iroku halepského patii rezistence ke msSici obilné (Schizaphis
graminum), pfizptsobivost nizkym teplotam a schopnost pfezimovat. Tyto vlastnosti by mohly
byt pieneseny do hybridnich potomkt po kiizeni s péstovanym cirokem dvoubarevnym
(Sorghum bicolor). Kfizeni téchto druht je pfedmétem vyzkumu, nicméné tvorba fertilnich
hybridt je zatim spiSe obtiznd. Vyzkumy hybridl jsou dosud sméfovany zejména k vytvoreni
¢iroku dvoubarevného, ktery by byl diky tvorbé oddenku trvalou rostlinou (Piper et Kulakow,
1994; Dweikat, 2005).

3.1.3 Cytologie rodu Sorghum

Rod Sorghum zahrnuje druhy s 10, 20, 30 nebo 40 chromozémy v diploidnim stavu (Garber,
1950; Lazarides et al. 1991). Chromozoémy ¢iroku maji délku mezi 1,1 a 7,6 um (Sharma et
Bhattacharjee, 1957). Nazory na zékladni chromozomové ¢islo u rostlin tohoto rodu nejsou
jednotné. Pievladaji druhy, které maji v diploidnim stavu 20 chromozomu (2n = 2x = 20). Na
druhou stranu vyskyt druhii s n = 5 naznacuje, ze zakladnim chromozémovym c¢islem ciroku je
X = 5. Brown (1943) v meidze nékterych haploidnich rostlin (n = 10) pozoroval kromé
univalentd také tvorbu 1 az 3 bivalenti, coz mlze naznacovat, Ze je Cirok tetraploidniho
ptvodu. U diploidnich rostlin vSak nebyl podobny dikaz pozorovéan (Brown, 1943). V meidze
tvofi chromozomy diploidnich druht (2n = 2x = 20) 10 bivalenti, zatimco u tetraploidni
varianty druhu Sorghum halepense (2n = 4x = 40) bylo pozorovano 10-14 bivalentu a zbytek

chromozomu tvoii tetravalenty ¢i dokonce multivalenty (Huskins et Smith, 1934).

Sharma et Bhattacharjee (1957) detailnéji studovali 18 druhti rodu Sorghum. Pozorovali, ze
mezi jednotlivymi druhy se li§i pocet chromozomu se sekundarni konstrikei. Zaroven vytvofrili
ideogramy (obr. 5) zaloZené na poloze primarni a sekundarni konstrikce a relativni velikosti
chromozémi v ramci celého rodu. Na zakladé studia jejich morfologie navic rozdélili

chromozémy na 10 typd, které oznadili pismeny A-J. Satelitni chromozémy typu B jsou dale



déleny jesté na chromozomy se satelitem, u kterého neni pfipojeni k chromozomu viditelné

(B1), a satelitem s viditelnym zGZenim (B2) (Sharma et Bhattacharjee, 1957).
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Obrazek 5: Idiogram ¢iroku halepského (Sorghum halepense (L.) Pers.) (a) a ¢iroku dvoubarevného
(Sorghum bicolor (L.) Moench) (b). Pfevzato z: Sharma et Bhattacharjee (1957).

U péti druhd v ramci rodu Sorghum byl popsan vyskyt B chromozémt. Poprvé byly pozorovany
u druhu Sorghum purporeosericeum (Janaki-Ammal, 1939). B chromozomy jsou nadpocetné
chromozémy, které nejsou nezbytné pro rust a vyvoj rostliny. Vyskytuji se jen u nékterych
druhti v ramci rodu Sorghum a v ramci druhu jen u nékterych jedinct. Dale je pro né typické, ze
se se dédi nepravideln¢ (nemendelisticky) a neparuji se s zddnym z A chromozomii (Jones et
Houben, 2003). U ¢iroku jsou B chromozémy heterochromatické, mohou mit riznou velikost
alisi se svym chovanim v jednotlivych tkanich (Bosemark, 1957). U druhu Sorghum
purpureosericeum bylo pozorovano, ze vyskyt B chromozému v genomu ma negativni vliv na
sam¢i fertilitu, pfiCemz ¢im vice téchto chromozémid rostliny maji, tim mensi je

Zivotaschopnost produkovaného pylu (Janaki-Ammal, 1940).

Krom¢ druhu Sorghum purpureosericeum se B chromozémy vyskytuji taky u dalsi druht
¢iroku, kterymi jsou Sorghum halepense (Raman et al., 1964), Sorghum nitidum (Wu, 1980),
Sorghum stipoideum (Wu, 1992) a Sorghum verticiliflorum (Huskins and Smith, 1934).
U rostlin diploidnich populaci ¢iroku halepského (Sorghum halepense) bylo pozorovano 4-6
B chromozomu (2n = 20 + 4-6B), které se vSak nevyskytuji v tetraploidnich (2n = 2x = 40)
populacich (Raman et al., 1976). Stejné je to u Sorghum nitidum, ktery se rovnéz Vv pfirodnich
populacich vyskytuje v diploidnim (2n = 2x = 20) i tetraploidnim (2n =2x = 40) stavu
(Krishnaswamy et al., 1956). B chromozomy vSak byly pozorovany jen u diploidnich rostlin
(2n =10 + 2B) (Raman et al., 1976).



3.2 Analyza rostlinnych genomi

V soucasné dobé€ se vyzkumem rostlinnych genomti zabyva mnoho vyzkumnych tymu po celém
svéteé. Vyzkum v této oblasti se zamétuje zejména na hospodaisky vyznamné rostliny predevsim
kvali zvySujicim se narokim na dostatek potravin v disledku neustalého nartistu svétové
populace (FAO, 2012). Analyza genomi téchto rostlin je kromé klasickych metod §lechténi
jednou z moznosti, jak zvysit vynos téchto plodin a jejich odolnost viéi Skiidctim a klimatickym
zménam. Dilezitd je také analyza genomu planych rostlin, které mtzou slouzit jako zdroj
variability pro druhy domestikované (Henderson et Salt, 2017) a jsou dilezité také pro
zachovani genetické diverzity (Saeed et Barozai, 2012). V neposledni fad¢ je vyzkum genomi

dualezity pro pochopeni organizace genetické informace a d€ji odehravajicich se v burice.

Dnesni metody molekularni biologie umoziiuji zjistit velké mnozstvi informaci o rostlinnych
genomech. Pomoci mikroskopickych technik mzeme zjistit pocet chromozému, jejich tvar
a velikost (Sinoto, 1929). Dale je dulezité znat ploidii a velikost genomu, k ¢emuz se zpravidla
vyuzivaji cytometrické techniky (Dolezel et al., 2007). S rozvojem genomiky se stalo kliGovym
nastrojem pro analyzu genomu sekvenovani (Sanger et al., 1975). Prvni osekvenovanou
rostlinou byl husenicek rolni (Arabidopsis thaliana L.), ktery je modelovym organismem pro
rostlinny vyzkum (Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Nasledné¢ byly osekvenovany dalsi,
zejména zemédelsky vyznamné rostliny jako napiiklad ryze (Goff et al., 2002) nebo psenice
(IWGSC, 2018). V ziskané sekvenci se pak hledaji kodujici a nekddujici oblasti, lokusy
vyznamnych gent, piipadné se odkryvaji dalsi funkce nékterych sekvenci (Van de Velde et al.,
2016). Jinou oblasti analyzy genomu je pak vyzkum genové exprese v jednotlivych ¢astech
rostlin ¢i pletivech, na jehoz zakladé se sestavuji dale naptiklad atlasy transkriptomu (Stelpflug
et al., 2016).

Genomy rostlin miizeme zkoumat také pomoci cytologickych a cytogenetickych metod. Diive
slouzily zejména k pozorovani chromozomi beéhem déleni bunky pomoci svételnych
mikroskopt (Darlington, 1937). Zcela zasadni byl pro cytogenetiku objev metody in situ
hybridizace, ktera se stala na cela desetileti hlavnim nastrojem pro zkoumani chromozému (Gall
et Pardue, 1969). Rozvoj cytogenetiky jde pak paralelné s pokrokem v genomice, sekvena¢nich

technologiich a mikroskopii.

3.2.1 Cytogeneticka analyza rostlinnych genomii

Mezi prvni cytogenetické metody patfilo tzv. pruhovani (banding) chromozéma. Jednou z nich
je G-banding, ktery vyuZiva barveni Giemsovym barvivem (Giemsa, 1904). Tento roztok barvi
useky chromozomu s vétsi hustotou A-T mist. G-banding se stal ¢astou metodou pro vyzkum

chromozomi zivocichti, hlavné pro sestavovani karyotypu a sledovani chromozémovych
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piestaveb. Nicméné u rostlin se tato metoda téméf nevyuziva zejména proto, Ze mitotické
chromozomy rostlin jsou vice kondenzované nez chromozomy zivoéicht a G-pruhy tak na nich
nejsou rozeznatelné (Greilhuber, 1977). Jen na nékolika malo rostlinnych druzich s velkymi
chromozomy byl G-banding pouzit pro ziskani karyotypu (Chen et al., 1994). Stejné vyuziti ma
také metoda Q-banding pouzivajici jako barvivo fluorescencni chinakrin (quinakrin), ktery barvi
stejné oblasti na chromozomech jako G-banding (Cassperson et al., 1970). Mezi méné
vyuzivané metody pruhovani patii C-banding (Pardue et Gall, 1970), ktery barvi
heterochromatin v oblasti centromer chromozomu. Pfili§ se nepouziva také metoda R-banding
(reverzni pruhovani), ktera barvi opacné oblasti, nez které jsou obarveny pii G-bandingu,

a slouzi spise jako dopliikova metoda (Dutrillaux et Lejeune, 1971).

Klicovou metodou cytogenetiky je in situ hybridizace. Principem je vizualizace vybrané DNA
sekvence (sondy) na oblasti chromozému nebo jadra, kde se nachéazi. Poprvé ji pouzili Gall et
Pardue vroce 1969 na drapatce vodni (Xenopus laevis), kdyz hybridizovali radioaktivné
znaCenou sekvenci rDNA na DNA oocytt. V dne$ni dobé& je in situ hybridizace vyznamnou
metodou s Sirokym spektrem pouziti, nicméné radioaktivni znac¢eni se dnes pouziva jen ziidka
zejména kvili bezpe¢nostnim rizikim spojenych s praci s radioaktivnim materialem a dlouhou
expozici signdlu. Naopak ptevladd fluorescencni znaceni sond a Snim spojend metoda
fluorescencni in situ hybridizace (FISH). Jeji nevyhodou oproti radioaktivnimu znaceni je nizsi
citlivost, naopak ma ale vyS$i rozliSeni. Dal§imi vyhodami jsou rychlost metody a moznost

vicenasobného znaceni (Schwarzacher et Heslop-Harrison, 2000).

3.2.1.1 Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH)

Fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH) je nejvyznamné&jsi z cytogenetickych technik. Byla
vyvinuta na zacatku 80. let minulého stoleti (Langer-Safer et al. 1982), vice se ale rozsitila az
Vv letech devadesatych diky nastupu CCD (charged coupled device) kamer a zobrazovacich

systému pro zpracovani FISH signala (Vroljik et al., 1994).

Metoda je =zalozena na detekci specifickych sekvenci na chromozomech nebo
Vv interfaznich jadrech pomoci fluorescencné znacenych sond (fragmenti DNA). Cilova
dvousroubovice DNA je nejdiive teplem denaturovana a na vzniklou jednovlaknovou DNA se
hybridizuje komplementarni sonda (obr. 6). Sekvenci s navazanou sondou pak mizeme pomoci

fluorescen¢niho mikroskopu detekovat jako barevny signal (Langer-Safer et al., 1982).
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Obrazek 6: Schéma FISH experimentu s pouzitim pfimo a nepfimo znacené sondy.

3.2.1.1.1 Znaceni sond

Sondou se rozumi fragment DNA, ktery je ptimo znaceny fluorochromem (Wiegant et al.,
1991), nebo znaceny nepiimo pomoci molekul biotinu/digoxigeninu, které se nasledné detekuji
vazbou protilatky oznacené fluorescencni barvou (Langer-Safer et al., 1982). Vyhodou
nepiimého znaCeni je vyssi citlivost, naopak nevyhodou je vétSi ¢asova naroCnost a vysSsi
uroven nespecifického pozadi (Schwarzacher, 2003). Dlouhodobé jsou velmi ¢asto pouzivanymi
fluorochromy Cyanin 3 (Cy3), Cyanin 5 (Cy5) nebo fluorescein isothiokyanat (FITC). Mezi
novéjsi fluorescenéni barviva patii Texas Red i série barviv Alexa Fluor a Atto (Kato et al.,
2006; Lukumbuzya et al., 2019). Diky Siroké nabidce fluorochromt v riznych spektrech je

mozné v jednom experimentu pouzit i nékolik fluorochromu najednou.

Sondy lze pripravit n€kolika metodami podle délky a puvodu znacen¢ho fragmentu. Jednou
z Castych metod je nick-translace (Yu et al., 1994), kterou se znaci dlouhé fragmenty DNA nebo
velké inzerty klonované do plazmidu. Pro znaceni repetitivnich sekvenci se nejcastéji pouziva
metoda PCR (polymerazova tetézova reakce), pfi které jsou do reakéni smési navic pridany
znacené nukleotidy (Fuchs et al., 1994). Mén¢ Casto se pak pouziva metoda nahodného znaceni
(random-primed labelling) (Yu et al., 1994) nebo koncové znaceni pomoci enzymu terminalni

transferaza (Schmitz et al., 1991).
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S postupem technologii je dnes mozné nechat si sondu komeréné nasyntetizovat piimo podle
cilové sekvence (tzv. syntetické oligonukletidové sondy). Tato syntéza je vhodna zejména pro
kratké fragmenty v ramci repetic (Tang et al., 2014). Pies nespornou uzivatelskou pohodlnost je

tato moznost vyrazné drazsi oproti standardnim, vyse uvedenym ptistuptim.

Variantou oligonukleotidovych sond jsou i dnes stale rozsifenéjs$i oligopaintingové sondy.
Muzou byt navrzené na cely chromozém nebo jen jedno jeho rameno. Alternativou je tzv. bar-
coding, pfi kterém jsou sondy navrhovany jen pro maly specificky usek chromozému. Pro
navrzeni oligopaintingovych sond je nutnym piedpokladem anotovana sekvence zkoumaného
organismu, ve které se in silico hledaji kratké a jedine¢né oligonukleotidy specifické pro dany
chromozom/usek. Metodou paralelni syntézy se nasyntetizuje tzv. knihovna, ktera muze mit az
ptes 20 000 oligonukleotidii a ktera po oznaceni slouzi jako jedna sonda pro FISH (Han et al.,
2015). Oligopaintigové sondy se pouzivaji naptiklad pro ziskani karyotypu (Braz et al., 2018)

nebo sledovani chromozémovych piestaveb (Simonikova et al., 2019).

3.2.1.1.2 Typy sond

Sondy mutzeme rozde€lit na ne€kolik typt podle oblasti v genomu, na kterou nasedaji. Podle
druhu pouzité sondy se pak lisi jeji ptiprava i podminky hybridizace. Pii vybéru sondy je také

dilezité zvazit, pro jaky typ cytogenetické studie budou vyuzity.

Jednokopiové sondy jsou komplementarni k sekvenci, kterd se ve sledovaném genomu
vyskytuje jen jednou na jednom misté. Takové sondy mohou slouzit k ureni pozice dané
sekvence v genomu (Sadder et al., 2000), pro komparativni studie ptibuznych druhti (obr. 7)

(Said et al., 2018) nebo pro zamapovani cDNA sekvenci (Karafiatova et al., 2013).
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Obrazek 7: Hybridizace jednokopiové sondy pSenice (Cerveny signal) na metafizni chromozémy druhu
Agropyron cristatum. Métitko = 10 um. Pievzato z: Said et al. (2018).

Jako jednolokusové se oznacuji sondy, které hybridizuji do jednoho mista v genomu, ale
sekvence sondy nemusi byt unikatni. Casto je to nékolik kopii repetic umistnénych za sebou
V jednom misté. Jako jednolokusové sondy je mozné pouzit n€které BAC klony je¢mene
(Lapitan et al., 1997) nebo brukve zelné (Brassica oleracea L.) (Howell et al., 2005). Mezi
jednolokusové sondy se mohou u nékterych druhti fadit také rDNA sondy, které jsou pro
cytogenetickou analyzu Casto vyuzivany. Hou et al. (2018) pouzili sondu pro 45S rDNA

k identifikaci chromozomu 9 v genomu ryze (Oryza sativa L.).

Repetitivni sondy vizualizuji sekvence, které jsou v genomu ve velkém poctu kopii. Mohou byt
roztrouSeny v celém genomu, nebo naopak nahromadény v urCitych oblastech, jako jsou
centromery nebo telomery. Pouzivaji se k identifikaci chromozému (Tsujimoto et al., 1997),
K uréeni orientace chromozomu v jadfe (Pernickova et al., 2019) nebo v evoluénich

a komparativnich studiich (Murad et al., 2002).

Pro nékteré studie se jako sonda pouziva znaCena genomicka DNA studovaného organismu
nebo piibuzného druhu. Tato metoda je oznacovana jako GISH (genomicka in situ hybridizace)
a vyuziva se zejména pro studium hybridi (Kopecky et al., 2006). King et al. (2002) vyuzili
GISH jako dodate¢nou metodu pro fyzické mapovani k vizualizaci rekombinantnich mist mezi

chromozoémy dvou pfibuznych druht trav.
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3.2.1.1.3 Aplikace FISH u rostlin
Fyzické mapovani

Jedna z Castych aplikaci metody FISH je mapovani DNA sond na chromozémy, coz umoziuje
vytvaret fyzické chromozomalni mapy (Howell et al., 2005). Tento pfistup se oznacuje také
jako cytogenetické mapovani. Nespornou vyhodou je pfima vizualizace mapované sekvence
v ramci chromozomu a ¢asova a finan¢ni nenaro¢nost. Na druhou stranu nevyhodou je, ze
metoda neni robustni a univerzalni. Vytvofené cytogenetické mapy je mozné integrovat
s mapami genetickymi, které jsou sestaveny na zaklad¢ frekvence rekombinaci. Takto byla
vytvofena fyzicka cytogeneticka mapa pro chromozém 1 Eiroku dvoubarevného (Sorghum

bicolor (L.) Moench) (Islam-Fairidi et al., 2002) (obr. 8).

Obrazek 8: Cytogeneticka mapa chromozému 1 ¢iroku dvoubarevného (Sorghum bicolor (L.) Moench) za
pouziti kombinace 14 BAC sond lokalizovanych na pachytennich chromozomech. Pievzato z: Islam-
Fairidi et al. (2002).

Cytogenetické mapovéni je také vyznamnou doplikovou metodou pro ukotvovani kontigi
a kurceni jejich orientace. Pfi pouziti DNA s adekvatnim rozliSenim je navic mozné urc€it
vzdalenost dvou kontigli, mezi kterymi je mezera. Van der Knaap et al. (2004) takto za pouziti
fiber-FISH stanovili vzdalenost mezi dvéma kontigy ohraniujicimi lokus genu zodpovédného

za morfologii plodu rajcete (van der Knaap et al., 2004).
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Mapovani pomoci FISH miize byt vyuzito také pro porovnavani genomi ptibuznych druht.
Tomuto piistupu se také rika komparativni mapovani. DNA sekvence urcitého druhu se pfi ném
pouzivaji jako sondy pro mapovani druhti piibuznych. Sang et Liang (2000) pomoci FISH
zamapovali 185-5,85-26S rDNA sekvenci na tii druhy rodu Sorghum. Na zaklad¢ ziskanych

dat Ize odvodit fylogenezi a evoluci porovnavanych druhti (Sang et Liang, 2000).
Identifikace chromozomii

Fluorescencni in situ hybridizace je také vyznamnym nastrojem pro identifikaci chromozomu
(Pinkel et al., 1986). K tomu se ¢asto vyuZzivaji repetitivni sondy, a to bud’ jedna, nebo smés
vice repetic, které po hybridizaci vytvoti specificky vzor, na jehoz zakladé miZeme od sebe
jednotlivé chromozoémy rozeznat. Napiiklad S pouzitim dvou rizné znacenych sond je mozné

identifikovat v8ech 21 chromozomu hexaploidni pSenice (Pedersen et Langridge, 1977).

U vSech druhti vS§ak neni mozné chromozomy identifikovat pomoci repetic. Alternativou jsou
jednolokusové sondy specifické pro urcity chromozoém ¢i vice lokusové sondy s omezenym
poctem signalt. Robustnimi sondami mohou byt BAC klony s velkymi inzerty a sada takovych
sond vytvaii na chromozémech vzor signalii umoziujici jednotlivé chromozémy rozpoznat. Na
zaklade sady 17 BAC kloni bylo identifikovano vSech 10 chromozémi ¢iroku dvoubarevného

(obr. 9) (Kim et al., 2002; 2005).

Obrazek 9: Karyotyp ¢&iroku dvoubarevného (Sorghum bicolor (L.) Moench) zalozeny na hybridizaci
17 BAC klond. Pismena oznacuji jednotlivé chromozémové pary. Sondy jsou naznaceny fluorochromy
FITC (zelené signaly) a Cy3 (Cervené signaly). Pievzato z: Kim et al. (2005).
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Chromozomovy painting

Chromozomovy painting vyuziva sondy navrzené pro cely chromozom, pfipadné pro vSechny
chromozémy daného genomu (Albert et al., 2019). Takové sondy se bézné pouzivaji pro
analyzu genomu zivocichl vcetné Clovéka, u kterého se metoda vyuZziva pro vyzkum i pro
diagnostiku nékterych genetickych onemocnéni (Pinkel et al., 1988; Cremer et al., 1988).
Pouziti klasickych paintingovych sond pro vizualizaci chromozému u rostlin je vsak v podstaté
nemozné kvuli velkému zastoupeni roztrouSenych repetic, coz zpusobuje vysokou uroven
nespecifické hybridizace (Schubert et al., 2001). U rostlin s nizkym obsahem repetic je mozné
pouzit jako sondy chromozomové specifické BAC klony, jejichz koktejl mize vizualizovat cely
chromozém. ,,Painting” chromozémi pomoci BAC kloni je dobfe vypracovan naptiklad
u modelové rostliny huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana L.) (Mandakova et Lysak, 2016)
au piibuznych druhi v ¢eledi Brasicaceae (Lysak et al.,, 2010). Cestou pro klasicky
chromozomovy painting u rostlin se ukazaly byt oligopaintingové sondy. Tzv. oligo-painting
vyvinuli Han et al. (2015), ktefi jej pouzili pro sledovani parovani homeolognich chromozému

okurky seté (Cucumis sativus L.) v meioze.

3D-FISH

Metoda tfidimenzionalni FISH (3D-FISH) umoziuje studovat prostorové usporadani
chromatinu. Kombinuje klasickou hybridizaci DNA sond na chromatin se zachovanou
prostorovou strukturou s vyhodnocovanim pomoci konfokalniho mikroskopu a specialniho
softwaru. Metoda se li$i od bézné hybridizace uz Vv postupu piipravy preparatd, protoze je nutné
bunky osettit tak, aby ziistala zachovana 3D struktura chromozému a zaroven aby byl chromatin
pfistupny pro navazani sondy. 3D-FISH byla poprvé pouzita na chromozémech kukufice
pii pozorovani prostorového uspofadani telomer béhem meidzy (Bass et al., 1997). Postupné
se metoda zacala pouzivat také na interfaznich jadrech, pfiCemz se pouzivaji bud’ jadra
izolovana metodou extrakce jader (Lysak et al., 2003) nebo ultratenké fezy pletiv (Tirichine et
al., 2009). Trendem v oblasti této aplikace je napiiklad studium uloZeni chromozdémovych
teritorii/domén v ramci interfazniho jadra (Pecinka et al., 2004), zmén v organizaci jadra
S ,,cizorodymi“ chromozémy u hybridi (Pernickova et al., 2019) nebo replikaci chromozémi

béhem S faze bunécného cyklu (Bass et al., 2014).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Puvodnim materidlem v projektu byla semena ¢iroku halepského (Sorghum halepense (L.)
Pers.) linie 777b/1 (genova banka IPK, Gatersleben, Némecko); diploidni kultivar 2n = 2x = 20.
Jedna z rostlin byla osekvenovana. Vzhledem k trvalému charakteru rostliny byly v§echny dalsi
analyzy provadény na této rostliné nebo na jejich semenech. Rostlina byla péstovana ve

skleniku za kontrolovanych podminek v rezimu 16 °C/10 hodin noc a 24 °C/14 hodin den.

4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

Pouzité chemikalie

e Agarodza (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A9539)

o Aminoallyl-dUTP-5-FAM (Jena Biosciences, kat. ¢. NU-803-5FM)

¢ Anti-digoxigenin-fluorescein isothiokyanat (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 11207741910)
e Biotin-16-dUTP (Roche, kat. ¢. 11093070910)

e Biotin nick-transla¢ni mix (Roche, kat. ¢. 11745824910)

e Blocking reagent (Amersham Biosciences, kat. ¢. RPN418)

e Bovinni sérovy albumin (BSA) frakce V (Roche, kat. ¢. BSAV-RO)

e Bromfenolova modrf (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: B0126)

o Celulaza Onozuka R-10 (Yakult Honsa, kat. ¢. 201069)

e Citrat sodny dihydrat (Sigma-Aldrich, kat. ¢. S1804)

e Dextran sulfat, sodna stl (SERVA, kat. ¢. 9011-18-1)

e Digoxigenin nick-translaéni mix (Roche, kat. ¢. 11745816910)

e Digoxigenin-11-dUTP, alkali stable (Roche, kat. ¢. 11093088910)

e DNA polymeraza I (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. EP0042)

e DNaza I (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. EN0525)

e Dodecylsiran sodny 20% (SERVA Electrophoresis Gmbh, kat. ¢. 20767.01)
e Ethanol 96% (Lach-Ner, kat. ¢.20025-A96)

e Ethanol 99,8% (Lach-Ner, kat. ¢. 20025-U99)
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e Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E8751)

e Formamid 99,5% (Sigma-Aldrich, kat. ¢. F9037)

e Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas, kat. ¢.: SM0321)
o Glycerol (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: G5516)

e Chlorid draselny (KCl) (Lach-Ner, kat. ¢. 7447-40-7)

e Chlorid hofe¢naty (MgCly) (Finnzymes, kat. ¢. AB0359)

e Chlorid sodny (NaCl) (Lach-Ner, kat. ¢. 30423)

e Imerzni olej Immersol 518F (Carl Zeiss, kat. ¢. 12-624-66A)

e Kyselina borita (Lach-Ner, kat. ¢. 10017-AP0)

e Kyselina ethylendiamintetraoctové (EDTA) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E5134)
e Kyselina octova 99,8 % (Lach-Ner, kat. ¢. 10047-A99)

e Methanol 99,5 % (Lach-Ner, kat. ¢. 20038-ATO)

e Nukleotidy: dATP, dCTP, dGTP, dTTP, kazdy 100mM (VWR International, kat. ¢. 733-
1364)

e Pektolyaza Y-23 (Ducheva, kat. ¢. P8004.0001)

e Primestar GXL DNA polymeraza (Takara Biosciences, kat. ¢. RO50A)
e Pufr pro Taq polymerazu (New England Biolabs, kat.¢. B7002S)

e Salmon sperm DNA (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D7656)

e Streptavidin Cy3 (Invitrogen, kat. ¢. 434315)

e Taq DNA polymeraza (New England Biolabs, kat. ¢. M0209L)

e Texas Red-12-dUTP (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. C7631)

e Tris base (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 77-86-1)

e Tween 20 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P2287)

e Vectashield s DAPI (Vector Laboratories, kat. ¢. H-1200)

e Xylencyanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: X4126)

Pouzité Kity
NucleoSpin Plant IT kit (Macherey Nagel, kat. ¢.: 740770)
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Pouzité roztoky a jejich piiprava

0,1x SSC (1 1): 0,406 g hexahydratu chloridu hofe¢natého rozpustit v 50 ml 20x SSC, pridat
1 ml Tweenu 20, doplnit destilovanou vodou do 1 |

0,5M EDTA (100 ml): 18,61 g dihydratu disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové

rozpustit ve 100 ml destilované vody a upravit pH na 8

1% blokovaci pufr (50 ml): 0,5 g blocking reagentu rozpustit v 50 ml 4x SSC a nechat jednu
hodinu michat pii 70 °C

10x pufr pro nick-translaci (100 ml): 50 ml 1M Tris-HCI (pH 7,5) smichat s 5 ml 1M MgCl.
a 50 mg BSA, doplnit vodou na 100 ml

1M Tris-HCI (1 1): rozpustit 121,1 g Tris v 800 ml destilované vody a upravit pH na 8

pomoci koncentrované HCI

Ix KCI pufr (250 ml): ve vodé rozpustit 2,796 g KCI a 0,396 g EDTA, doplnit vodou do
250 ml a upravit pH na 4

20x SSC (1 1): 175,3 g NaCl a 88,2 g citratu sodného rozpustit v ¢asti objemu destilované
vody, upravit pH na 7 a doplnit destilovanou vodou na 1 |

2x SSC (1 I): 100 ml 20x SSC a 900 ml destilované vody

4x hybridiza¢ni pufr (200 ul): 80 pl 20x SSC, 8 ul Tris-HCI (pH 8) o koncentraci 1 M,
1,6 ul EDTA o koncentraci 0,5 M, 11,2 ul salmon sperm DNA o koncentraci 10 pg/ul,

doplnit destilovanou vodou na 200 pl
4x SSC (1 1): 2 ml Tween 20, 200 ml 20x SSC a 798 ml destilované vody

50% dextran sulfat: 2,5 g dextran sulfatu rozpustit za mirného michani v 5 ml destilované

vody

5X TBE pufr (1 1): rozpustit ve vodé 54 g Tris baze a 27,5 g kyseliny borité, pridat 20 ml
0,5M EDTA, doplnit destilovanou vodou na 1 | a upravit pH na 8

6x STOP C (10 ml): 2 ml 0,5M EDTA, 1 ml 10% SDS, 4,3 ml 99,9% glycerolu, 5 mg

bromfenolové modii, 5 mg xylenecyanolu, doplnit destilovanou vodou na 10 ml

Marker molekulové hmotnosti (520 pl): 20 pl Gene Ruler 100 bp, 200 ul 6x STOP C,
300 pl vody

Pracovni roztok ethidium bromidu (1 I): 50 mg ethidium bromidu rozpustit ve 100 ml

destilované vody a doplnit destilovanou vodou na 1 |
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Smés enzymt 4 % celulaza a 1 % pektolyaza: 0,2 g celulazy a 0,05 g pektolyazy rozmichat

v 5 ml 1x KCI pufru, rozpipetovat po 20 ul do mikrozkumavek

TE (Tris-EDTA) pufr (100 ml): 1 ml 1M Tris-HCI smichat s 200 ul 0,5M EDTA, doplnit
destilovanou vodou na 100 ml a upravit pH na 8

4.3 Seznam pouZitych pristroji a zarizeni

Centrifuga Micro Star 17R (VWR International)
Digestot (Merci)
Elektroforeticka aparatura Owl A6 (Thermo Fisher Scientific)

Fluorescenéni mikroskop Axio Imager.Z2 (Carl Zeiss) s CCD kamerou, zdroj Power Suply
(Eplax GmbH), UV lampa X-Cite exacte (Excelitas)

Hybridiza¢ni komtrka SM30 (Boekel Scientific)

Koncentrator SpeedVac (Thermo Fisher Scientific)

Lyofilizator Heto Drywinner (Thermo Fisher Scientific) s vakuovou pumpou (Vacuubrand)
Oscila¢ni mlyn MM301 (Retsch)

Spektrofotometr NanoDrop ND — 1000 (Thermo Fisher Scientific)
Stolni centrifuga MiniStar silverline (VWR International)
Svételny mikroskop Primo Star (Carl Zeiss)

Termocycler Mastercycler (Eppendorf)

Termocycler PCT-200 (MJ Research)

Tlakova nadoba s oxidem dusnym (Foxt)

Tiepacka REAX Top (Heidolph)

UV transiluminator InGenius (Syngene)

Vodni lazen SUB6 (Grant Instruments)

Zdroj k elektroforéze Power Pac (Bio-Rad)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

Kultivace a odbér korfinku

Semena ¢iroku halepského se nechala nakli¢it na Petriho miskach na vlhkém filtracnim papiru
4 dny pii pokojové teploté. Poté byly semenackiim odebrany kotfeny, u kterych byl bunécny
cyklus zastaven pusobenim oxidu dusného (N2O) po dobu 4,5 h pfi tlaku 5,0 bari. Kofinky byly
nasledné zafixovany v 90% kyselin¢ octové na ledu po dobu 10 minut. Fixované kofinky byly

skladovany v 70% ethanolu pii — 20 °C.
Piiprava nakapavanych preparati

Z odebranych kotfend byly na ledu pfipraveny suspenze protoplasti. Kofeny byly nejdiive
v pribéhu 10 minut tfikrat promyty destilovanou vodou a poté jednou 1x KCI pufrem po dobu
5 minut. Dale byly vzdy 2 kotfenové Spicky premistény do 20 ul smési enzymi 4% celulazy
Onozuka R-10 a 1% pektolyazy Y-23 a inkubovany pii 37 °C po dobu 45 minut ve vodni lazni.
Po inkubaci byly macerované $pi¢ky pieneseny na led a k roztoku byl pfidan TE pufr pro
zastaveni enzymatického ptisobeni. Po 5 minutdch byly kotenové Spicky dvakrat promyty
99,8% ethanolem ahomogenizovany ve 28 ul fixaze ledové kyseliny octové a methanolu
vpoméru 1:1. 7 pl takto pfipravené suspenze bylo nakapnuto na podlozni sklo ve vysoce
vlhkém prostfedi. Po zaschnuti byla kvalita preparati zkontrolovana pomoci svételného
mikroskopu s fazovym kontrastem a preparaty s dostate¢nym poctem mitdz byly dale pouzity
pro FISH.

Izolace genomické DNA ¢iroku halepského

Genomicka DNA byla izolovana z mladych listti sekvenované rostliny kultivované ve skleniku.
Listy byly po odebrani suSeny v lyofilizatoru ve vakuu za snizeného tlaku po dobu 24 hodin.
VysuSené listy byly homogenizovany se sklenénymi kuliCkami pomoci oscilatniho mlynku
4 minuty pii 27 otac¢kach/s. Izolace DNA byla provedena pomoci kitu NucleoSpin Plant II dle
protokolu vyrobce. Koncentrace izolované DNA byla zméfena spektrofotometricky pomoci

ptistroje NanoDrop.
Testovani a priprava repetitivnich sond pro FISH

S cilem ziskat chromozémové specifické cytogenetické markery a centromerické sondy bylo
testovano 13 pard primert navrzenych pro 13 kandidatnich repetic (tab. 1), které byly
identifikovany v sekvenci genomu ¢iroku halepského (nepublikovana data) v ramci analyzy
repetic za vyuziti nastroju RepeatExplorer2 (Novak et al. 2013) a TAREAN (Novak et al. 2017)

(https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/galaxy/). Primery (piiloha 1) byly navrzeny pomoci

nastroje Primer3 (Untergasser et al., 2012; Koressaar et Remm, 2007) a testovany pomoci PCR.
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Reakéni smés o objemu 25 ul obsahovala: 1x koncentrovany pufr pro Taq polymerazu, 30 ng
genomické DNA ciroku halepského, smés neznacenych nukleotidl o koncentraci 100 uM, F a R
primery kazdy o koncentraci 0,5 pM (sekvence primerti jsou uvedeny V ptiloze 1) a 1 U Taq
30 cykld denaturace 94 °C/30 s, nasedani primerti 60 °C/50 s a syntézy produktu 72 °C/30 s;
a finalni extenze 72 °C/10 min. PCR produkty byly zkontrolovany pomoci elektroforézy v 1,5%

agardzovém gelu v 1x TBE pufru.

Tabulka 1: Seznam navrzenych repetitivnich sond

Nazev sondy Typ sekvence
cll 1 tandemova repetice
cll 2 tandemova repetice
cll 3 tandemova repetice
cl4 1 tandemova repetice
cl4 2 tandemova repetice
clé transpozibilni element
cl35 transpozibilni element
cl52_1 tandemova repetice
cl52_2 tandemova repetice
cl71 transpozibilni element
cl108 1 tandemova repetice
cl108 2 tandemova repetice
cl301 tandemova repetice

Vybrané primery byly pouzity pro pfipravu repetitivnich sond pro FISH. Sondy byly pfipraveny
analogicky pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR). Reakéni smés obsahovala smés
neznacenych nukleotidl a nukleotidii znac¢enych biotinem nebo digoxigeninem o koncentracich:
dCTP, dGTP a dATP 200 uM, dTTP 150 uM a bio-16-dUTP nebo dig-11-dUTP 50 uM. Ostatni

slozky reak¢ni smési i podminky reakce byly stejné jako v prechozim kroku.

Stejnym zplsobem byla pfipravena sonda pro 5S rDNA, pro kterou byly navrzeny primery

(ptiloha 1) na zéklad¢ ziskané sekvence Ciroku halepského (nepublikovana data).
Piiprava sondy 45S rDNA

Sonda pro 45S rDNA byla piipravena z vyizolovaného plazmidu pTa71 pomoci nick-translace
(Gerlach et Bedbrook, 1979). Pro znaceni byl pouzit komeréné dostupny mix pro nick-translaci.
Reakce probihala v objemu 20 pl pfi 15 °C/2 h dle instrukci vyrobce. Délky fragmentd byly
ovéfeny elektroforeticky (1,5% agardza v 1x TBE pufru).
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Priprava jednokopiovych sond

Vedle repetitivnich sond byly pro identifikaci chromozéma pouzity dale sondy jednokopiové.
Pro kazdy zdeseti chromozomt byly navrzeny dvé sondy do distalnich oblasti kratkého
a dlouhého ramene (tab. 2). Primery byly navrZzeny na sekvenci ciroku halepského
(S. halepense) na zakladé homologie se sekvenci iroku dvoubarevného (S. bicolor). Pro
analyzu kolinearity GemoneZipper téchto dvou druhti byla vyuZita referen¢ni sekvence

Sorghum bicolor (McCormick et al., 2018).

Tabulka 2: Seznam jednokopiovych sond navrzenych dle kolinearity k chromozémm &iroku
dvoubarevného (Sorghum bicolor).

Chromozom S. bicolor Kratké rameno S. halepense Dlouhé rameno S. halepense

Sh01 Sh1319 Sh14254
Sh02 Sh27606 Sh8882
Sh03 Sh27089 Sh27686
Sh04 Sh27145 Sh27097
Sh05 Sh27529 Sh10039
Sh06 Sh27940 Sh3661
Sh07 Sh27244 Sh27060
Sh08 Sh8129 Sh11575
Sh09 Sh27522 Sh27065
Sh10 Sh3340 Sh27681

Ve snaze ziskat co nejdelsi sondy, které by byly snaze detekovatelné, bylo pro kazdou sondu
navrzeno tfi az Sest fragmentd o velikosti 2,5-4 kb (tab. 3). Tyto fragmenty byly amplifikovany
pomoci PCR, pro kterou reakéni smés o objemu 20 ul obsahovala: 0,5 U polymerazy PrimeStar,
Ix pufr pro polymerdzu PrimeStar, smés nukleotidi o koncentraci 200 pM dodavanych
s polymerazou, 100 ng genomické DNA a F a R primery kazdy o koncentraci 0,5 uM (sekvence
primert uvedeny v pfiloze 2). Reakce probihala za nasledujicich podminek: 30 cykli denaturace
98 °C/10 s, nasedani primert Ta (pifiloha 2) /15 s asyntéza produkti 68 °C/4 min. PCR
produkty byly zkontrolovany pomoci elektroforézy (1,5% agardzovy gel v 1x TBE pufru)
a koncentrace vyslednych produktd byla zméfena spektrofotometricky pomoci pfistroje

NanoDrop.

Smési fragmentt pro jednotlivé sondy byly poté znaceny pomoci nick-translace. Reakéni smés
obsahovala ve 40 ul: 1x pufr pro nick-translaci, merkaptoethanol o koncentraci 10 mM, smés
neznac¢enych nukleotidt: dATP, dGTP, dCTP o koncentraci 200 uM a dTTP o koncentraci
50 uM, znaéené nukleotidy (TexasRed-12-dUTP nebo aminoallyl-dUTP-5FAM) o koncentraci
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20 uM, 8 U DNA polymerazy I, 0,3 U DNazy I a 2 pg DNA (celkové mnozstvi tvofené¢ smési
fragmenti dané sondy v rovnomérném zastoupeni). Kvalita $tépeni a inkorporace znaceného

nukleotidu byla ovéfena pomoci elektroforézy (1,5% agarézovy gel v 1x TBE pufru).
Fluorescenéni in situ hybridizace

Pfed samotnou hybridizaci byla skla s preparaty post-fixovana 4% formaldehydem v sérii
promyti: 5 min ve 2x SSC, 10 min ve 45% kyseliné octové, 10 min ve 2x SSC, 10 min ve 4%
formaldehydu, tfikrat 4 min ve 2x SSC a po 2 min v 70%, 90% a 99,8% ethanolu. Na takto
pfipravené preparaty byla hybridizovana sonda v reakéni smési 0 objemu 20 ul a slozeni:
2x SSC, 1x hybridiza¢ni pufr, 50% formamid a 100 ng jednokopiové nebo 50 ng repetitivni
sondy. Preparaty s hybridizac¢ni smési byly denaturovany 3 minuty pfi 80 °C a hybridizovany
ptes noc ve vlhkém prostiedi pii 37 °C. Poté byly preparaty promyvany predehfatym pufrem
2X SSC 55 °C/20 min a 2x SSC 5 min pfi pokojové teploté. Pii pouziti nepiimo znacenych sond
bylo na kazdy preparat naneseno 60 pul 1% blokovaciho pufru se znaenymi protilatkami
streptavidin Cy3 (fedéni 1:1000) a anti-DIG FITC (fedéni 1:200). Preparaty byly s protilatkou
inkubovany v hybridiza¢ni komtrce pii 37 °C 1,5 hodiny. Nenavazané protilatky byly nésledné
odmyty 3x5 min v 4x SSC pufru. U piimo znacenych sond byl tento krok vynechan. U obou
typi znaCeni nasleduje po promyti v SSC pufru dehydratace ethanolovou tfadou (70%, 90%
a 99,8% ethanol), v kazdém 2 minuty. Po vysuSeni byl preparat uzavien do montovaciho média

s DAPI a preparaty byly skladovany ve tmé pti 4 °C.

Signaly byly vyhodnoceny pomoci fluorescen¢niho mikroskopu a vybrané metafaze nasnimény
pomoci CCD kamery v softwaru ISIS. Snimky byly upraveny pomoci softwaru Adobe
Photoshop CS5 verze 8.
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5 VYSLEDKY

Piiprava repetitivnich sond

Pro FISH analyzu chromozémi ¢iroku halepského (Sorghum halepense L.) bylo navrzeno
8 pard primert pro 5 tandemovych repetic a 3 transpozibilni elementy (tab. 1). Mimo kandidatni
repetice na specifické markery byl v tandemovych repeticich vytipovan i kandidatni klastr C11
pro centromerickou sondu. Primery byly otestovany pomoci PCR a produkty reakce byly
zkontrolovany elektroforézou v agarézovém gelu (obr. 10a, b). Na zaklad¢ této kontroly byly
pro klastr 1 navrzeny primery nové. V ramci dodateéné analyzy byly navrzeny i primery pro
klastr Cl4 jako alternativa k centromerickému klastru Cl1 (obr. 10b). Ze vSech primert byly
ptipraveny nepiimo oznacené sondy pomoci biotinu nebo digoxigeninu a ty byly lokalizovany

na nakapavanych preparatech ptipravenych z kotenovych $picek ¢iroku halepského.
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Obrazek 10: Vysledek amplifikace primert pro repetitivni sondy. M — 100 bp marker molekulové
hmotnosti; ¢isla nahote odpovidaji jednotlivym sondam.
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Priprava rDNA sond

Sonda 5S rDNA byla pfipravena pomoci PCR, zatimco sonda 45S rDNA byla pfipravena
metodou nick-translace. Ob& sondy byly nepfimo znacené biotinem nebo digoxigeninem.
Ptipravené a oznaCené sondy byly zkontrolovany pomoci elektroforézy v agardozovém gelu
(obr. 11).

1000 bp
1000 bp
500 bp
500 bp

Obrazek 11: Elektroforetogram sond 5S rDNA (a) znacené digoxigeninem (dig) a 45S rDNA (b) znacené
biotinem (bio) a digoxigeninem (dig). M — 100 bp marker molekulové hmotnosti.

Ptiprava jednokopiovych sond

Jednokopiové sondy byly navrzeny na zakladé kolinearity ciroku halepského s ¢irokem
dvoubarevnym (Sorghum bicolor (L.) Moench). Celkem se pracovalo s 20 sondami navrzenymi
tak, aby kazda méla velikost vice nez 9 kb a byla tak snadno detekovatelna. Aby této velikosti
bylo mozné dosahnout, skladala se kazda sonda z 3 az 6 fragmentd (tab. 3). Celkem bylo pro
vSech 20 sond navrzeno 88 dlouhych fragmenti, které byly nejdiive amplifikovany pomoci
PCR a produkty zkontrolovany gelovou elektroforézou (obr. 12a). Fragmenty, u kterych nebyl
na gelu pozorovan zadny produkt nebo naopak nespecifické produkty, byly z dal§i analyzy
vyfazeny (tab. 3). Zbylé fragmenty pro kazdou sondu byly po slouceni znaeny pomoci nick-
translace fluorescencnimi barvivy Texas Red nebo FAM a oznacené sondy byly zkontrolovany

na agar6zovém gelu (obr. 12b).
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Sh27145 Sh27097 Sh27145 TR Sh27097 FAM

3000 bp
1000 bp

500 bp
1000 bp

500 bp

Obrazek 12: Priklad amplifikace fragmentt (a) a znaceni jednokopiovych sond (b) pro sondy Sh27145 a Sh27097.
Sondy jsou oznadeny barvivy Texas Red (TR) a FAM. Cisla nad jamkami ozna¢uji sondu a &islo fragmentu. M —
100 bp marker molekulové hmotnosti.

Tabulka 3: Piehled navrzenych jednokopiovych sond a jejich vysledna velikost. Cervend jsou oznagené
fragmenty, které byly po amplifikaci vytazeny.

Kratké rameno Dlouhé rameno
Velikost = Velikost Velikost | Velikost
Chromozém A Sonda Fragment fragmentu  sondy Sonda Fragment fragmentu  sondy
(bp) (bp) (bp) (bp)
Sh1319_1 3123 Sh14254_1 3812
Sh1319_2 2927 Sh14254_2 2881
Sho1 Sh1319 = Sh1319 3 3696 12456 = Sh14254 = Sh14254 3 2867 15921
Sh1319_4 2710 Sh14254_4 3641
Sh1319_5 2821 Sh14254_5 2720
Sh27606_1 3220 Sh8882_1 3953
Sh02 Sh27606 Sh27606_2 2910 9187 Sh8882 Sness2_2 3535 13523
Sh27606_3 3057 Sh8882_3 2706
Sh8882_4 3329
Sh27089_1 3381 Sh27686_1 2997
Sh27089_2 3010 Sh27686_2 2954
Sho3 Sh27089 = Sh27089_3 3043 13031 | Sh27686 @ Sh27686_3 2750 12541
Sh27089_4 3597 Sh27686_4 2919
Sh27686_5 3671
Sh27145_1 3892 Sh27097_1 2730
Sh27145_2 3158 Sh27097_2 3974
Sho4 Sh27145 = Sh27145 3 3494 13888 = Sh27097 = Sh27097_3 2932 15320
Sh27145_4 3344 Sh27097_4 2742

Sh27097_5 2942
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Pokragovani tabulky 3: Pfehled navrzenych jednokopiovych sond a jejich vysledna velikost. Cervend jsou
oznacené fragmenty, které byly po amplifikaci vyfazeny.

Chromozom

Sh05

Sh06

Sho7

Sh08

Sh09

Sh10

Sonda

Sh27529

Sh27940

Sh27244

Sh8129

Sh27522

Sh3340

Kratké rameno

Fragment

Sh27529 1
Sh27529 2
Sh27529 3
Sh27529_4
Sh27529 5
Sh27940_1
Sh27940_2
Sh27940_3
Sh27940_4
Sh27244 1
Sh27244 2
Sh27244 3
Sh27244_4
Shs129 1
Sh8129 2
Shs129 3
Sh8129 4

Sh27522_1
Sh27522_2
Sh27522_3
Sh27522_4
Sh27522_5
Sh27522_6
Sh3340_1
Sh3340_2
Sh3340_3
Sh3340_4

Velikost
fragmentu
(bp)
3360

3079
3060
3095
3188
2910
2768
3056
2892
2714
3172
2884
2887
2910
3942
2818
2945

3936
3601
3296
3863
3094
3805
3888
3643
3298
3003

Velikost
sondy
(bp)

15782

11922

11662

12615

13854

13832

Sonda

Sh10039

Sh3661

Sh27060

Sh11575

Sh27065

Sh27681

Dlouhé rameno

Fragment

Sh10039_1
Sh10039_2
Sh10039_3
Sh10039_4
Sh10039_5
Sh3661_1
Sh3661_2
Sh3661_3

Sh27060_1
Sh27060_2
Sh27060_3
Sh27060_4
Sh11575 1
Sh11575_2
Sh11575_3
Sh11575 4
Sh11575_5
Sh27065_1
Sh27065_2
Sh27065_3
Sh27065_4

Sh27681_1
Sh27681_2
Sh27681_3
Sh27681_4
Sh27681_5

Velikost
fragmentu

(bp)
3808

3169
3193
3012
3595
3972
3950
2857

3936
2704
3432
3082
2869
3042
3077
3834
3467
2971
3988
3591
3966

3568
2853
3563
2780
2804

Velikost
sondy
(bp)

13182

10779

10072

16289

11545

15568
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FISH s repetitivhimi a rDNA sondami
Sondy pro ribozomalni DNA 5S rDNA a 45S rDNA a pro tandemovou repetici CI108_1 na

mitotickych chromozémech ¢iroku hybridizovaly pouze na jeden par chromozomu (obr. 13a-c).
Sonda pro 45S rDNA hybridizovala na jedno z ramen metacentrického chromozomu do mista
pobliz centromery (obr. 13a). Sonda C1108 1 méla signal na dlouhém rameni
submetacentrického chromozému v oblasti kolem centromery (obr. 13b) a sonda pro 5S rDNA
hybridizovala na koncovou oblast jednoho z ramen mensiho metacentrického chromozému

(obr. 13c). Ani v jednom piipad¢ nebyla prokazana kolokalizace na stejny chromozom (obr. 14).

C1108

5S rDNA

Obrazek 13: FISH na mitotickych chromozdémech &iroku halepského (Sorghum halepense (L.) Pers.)
s jednolokusovymi sondami (a-c) a centromerickou sondou Cl4_1 (d). Zvétseni 1000x.
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Obrazek 14: Kombinace specifickych sond na mitotickych chromozémech &iroku halepského (Sorghum
halepense (L.) Pers.). ZvétSeni: 1000x.

Vysledky hybridizace dale potvrdily, ze klastry ClI1 a Cl4 jsou centromerické repetice. Sondy
Cl1_ 2, CI1_3, Cl4_1 a Cl4_2 hybridizovaly do cetromer vSech chromozémt ¢iroku halepského
(obr. 13d), vSechny maji jednotny hybridiza¢ni patern a predstavuji tak spolehlivou
centromerickou sondu. Centromericky signal nebyl na vSech chromozdémech uniformni

a velikost signalu se mezi jednotlivymi chromozémy dost vyrazné lisila.

Sondy CI6, CI35 a CI52_1 mély silngjsi signal na dvou parech chromozému (obr. 15). Signaly
zbyvajicich dvou sond CL71 aCl301 byly rozptyleny na vSech chromozoémech bez
pravidelného paternu, ktery by umoznil identifikovat néktery z chromozémi (obr. 16). Signaly
sond CI108_1 a CI108_2 byly totozné, proto se dale pracovalo jen s jednou z téchto sond —
Cl108_1. Z paru sond C152 1 a C152 2 davala sonda 52 2 méné specificky signal, proto byla

dal pouzivana jen sonda Cl52 1. Analyzu repetitivnich sond a sond pro ribozomdlni DNA

shrnuje tabulka 4.

Obrazek 15: FISH na mitotickych chromozomech ¢iroku halepského (Sorghum halepense (L.) Pers.)
S repetitivnimi sondami se specifickym signalem na dvou parech chromozémi. Zvétseni: 1000x.
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Obrazek 16: Nespecifickd hybridizace sond C171 (a) a C1301 (b) na mitotickych chromozdémech ¢Eiroku
halepského (Sorghum halepense (L.) Pers.). Zvétseni: 1000x

Tabulka 4: Shrnuti vysledkid hybridizace repetitivnich a rDNA sond. Sondy se specifickym signalem jsou

barevng zvyraznény.

Nazev sondy
Cl1_1
Cl1_2
Cl1_3
Cl4_1
Cl4_2

Cl6
CI35
Cl52_1
ClI71
Cl108_1
Cl301
5S rDNA
45S rDNA

Misto hybridizace
X

centromery
centromery
centromery
centromery

dva pary chromozému

dva pary chromozému

dva pary chromozému
nespecifické

jeden par chromozomt
nespecifické

jeden par chromozomu

jeden par chromozomut
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FISH s jednokopiovymi sondami

U jednokopiovych sond se predpokladala lokalizace do distalnich casti chromozomalnich
ramen, ktera viak nebyla potvrzena. Zadna ze sond navic nehybridizovala pouze do jednoho
mista. 10 z 20 pfipravenych sond hybridizovalo specificky na dva chromozémové pary (obr.
17). V zavislosti na vysledcich pokracujicich analyz kolokalizace jednotlivych sond by i nékteré
z téchto sond mohly poslouzit jako marker pro identifikaci. Zbylych 10 sond hybridizovalo

nespecificky. Hybridizaci jednokopiovych sond shrnuje tabulka 5.

Sh27940

Obrazek 17: Vysledky hybridizace jednokopiovych sond se specifickymi signaly na mitotickych
chromozomech ¢iroku halepského (Sorghum halepense (L.) Pers.). Zvétseni 1000x.
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Tabulka 5: Shrnuti vysledki hybridizace jednokopiovych sond. Sondy se specifickym signalem jsou

zvyraznény.

Chromozom

Sho1

Sh02

Sho3

Sho4

Sho5

Sho6

Sho7

Sho8

Sho9

Sh10

Sonda pro kratké
rameno

Sh1319
Sh27606
Sh27089
Sh27145
Sh27529
Sh27940
Sh27244
Sh8129
Sh27522

Sh3340

Misto
hybridizace

nespecifické
nespecifické
nespecifické
nespecifické

nespecifické

dva pary
chromozému

dva pary
chromozoémi

nespecifické

dva pary
chromozému

nespecifické

Sonda pro

dlouhé rameno

Sh14254

Sh8882

Sh27686

Sh27097

Sh10039

Sh3661

Sh27060

Sh11575

Sh27065

Sh27681

Misto
hybridizace

nespecifické

dva pary
chromozomiu

dva pary
chromozomu

nespecifické

dva pary
chromozomi
dva pary
chromozomi
dva pary
chromozomi
dva pary
chromozomi
dva pary
chromozomi

nespecifické
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Fragilni satelity

V pribéhu analyz byl nepravidelné v nékterych metafazich pozorovan zvySeny pocet
chromozémi. Misto standardnich dvaceti bylo pozorovano 22 chromozémi. Nadbytecné
,»chromozomy* lze vzhledem kjejich velikosti spiSe charakterizovat jako fragmenty.
V néaslednych analyzach pfi hybridizaci sondy 45S rDNA byl na fragmentech pozorovan slaby
signal této sondy a silngjsi signal na jednom paru chromozoému (obr. 18a) misto obvyklého
jediného silného signalu na chromozomovém paru (obr. 18b). Jedna se tak zfejmé o satelit
oddéleny od zbytku chromozému v misté sekundarni konstrikce. K tomuto jevu vSak dochazi
pravdépodobné pouze ve stadiu niz§i kondenzace chromatinu, protoze na metafaznich

chromozomech, kde je kondenzace chromatinu nejvyssi (obr. 18b), nebyl nikdy pozorovan.

Obrazek 18: Metafaze s fragilnimi satelity (a) a metafaze Svy$si kondenzaci chromatinu (b) pfi
hybridizaci sondy 45S rDNA. Zvé&tseni: 1000x.
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6 DISKUZE

Cilem diplomové prace bylo vyvinout specifické cytogenetické markery a identifikovat
chromozémy Vv Karyotypu ¢iroku halepského (Sorghum halepense (L.) Pers.) pomoci FISH.
Sohledem na typ planovanych analyz se pracovalo s diploidni variantou tohoto druhu
(2n = 2x = 20), i presto ze vétsina védeckého zajmu se dosud soustied’uje témét vyhradné na
tetraploidni S. halepense (Sharma et Bhattacharjee, 1957; Sang et Liang, 2000). S odhadovanou
velikosti genomu 0,8 Gbp/1C (nepublikovana data) a 2n =20 jsou chromozoémy spiSe malé
a s minimem morfologickych znaku, podle kterych by je bylo mozné odlisit. Jediny dostupny
karyotyp byl dosud sestaven pravé pouze na zakladé zdkladnich znakl jako velikost a poloha
primarni a sekundarni konstrikce (Sharma et Bhattacharjee, 1957). Sestaveni detailnéjsiho

karyotypu tohoto druhu je proto mozné jen s pomoci molekularnich markerd.

Prvnimi z potencialnich markert byly vybrané repetitivni sekvence nalezené v genomu ¢iroku
halepského. Repetitivni sondy jsou c¢astym a pohodlnym markerem pro identifikaci
chromozémi. Daji se vyuzit napiiklad v pfipade, ze vytvareji specificky patern, na jehoz
zaklad¢ 1ze chromozomy odlisit. Timto zplisobem je mozné identifikovat naptiklad vsechny
chromozémy smrku ztepilého (Picea abies L.) (Vischi et al., 2003) nebo je¢mene setého
(Hordeum vulgare L.) (Tsujimoto et al., 1997). Pro identifikaci chromozomu jsou vhodné
i repetice s paternem na jednom chromozomovém paru. Wu et al. (2019) k identifikaci
B chromozomu v karyotypu Aegilops speltoides vyuzili satelitni repetici hybridizujici do
nékolika mist B chromozomu (Wu et al., 2019). V ramci piedkladané studie bylo otestovano
8 repetitivnich sond a pouze sonda Cl108_1 byla potvrzena jako chromozémové specificka.
Hybridizovala na dlouhé rameno submetacentrického chromozému do mista pobliz centromery
a je spolehlivym markerem pro tento chromozémovy par. Sondy Cl6, CI35 a CI52_1 maji silné
signaly na dvou chromozémovych parech a v kombinaci by mohly byt také potencialné vyuzity
jako markery. Obdobn¢ Said et al. (2018) ve své praci zaméfené na sestaveni karyotypu druhu
Agropyron cristatum ziskali tandemové repetice se specifickym paternem na dvou

chromozomovych parech, které pouzili pro charakterizaci chromozomd.

Pro identifikaci chromozémi byly dale pouzity sondy pro ribozomalni DNA. 5S rDNA i 45S
rDNA jsou v genomu ¢iroku halepského jednolokusové sekvence, které tak mohou slouzit pro
identifikaci chromozomu. 45S rDNA jiz byla na genom ¢iroku zamapovana (Sang et Liang,
2000) v ramci porovnavaci studie mezi ¢tyfmi druhy ¢iroku, mezi nimiz byla i tetraploidni
varianta Ciroku halepského (2n = 4x = 40), ve které sonda 45S rDNA hybridizuje na dva
chromozémové pary. Misto sekundarni konstrikce se zde nachazi ve stfedni ¢asti chromozomu
nedaleko centromery, coz je v ramci druhti rodu Sorghum méné ¢asté umisténi. Mnohem castéji

je 45S rDNA lokalizovana v oblasti telomer (Sang et Liang, 2000). V ptedkladané praci byla
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u diploidniho ¢iroku halepského pozorovana stejna lokalizace pobliz centromery, jakou
pozorovali Sang et Liang (2000) u tetraploidniho S. halepense. 5S ribozomalni DNA nebyla
naopak u S. halepense dosud lokalizovana. V prvotni fazi experimenti byla sonda pro 5S rDNA
pfipravovana z primert pro ryzi (Kamisugi et al., 1994) a je¢men (Fukui et al., 1994), které
univerzalné funguji u nékterych druht trav, napiiklad u kostfavy lu¢ni (Festuca pratensis)
(Kopecky et al., 2013). Signal byl vsak velice slaby a nepravidelny. Z toho divodu byly
navrzeny primery piimo na sekvenci S. halepense. Hybridizace této 5S rDNA sondy byla jiz
reprodukovatelna a signal byl pravidelné¢ detekovan na koncové oblasti jednoho ramene

mens$iho metacentrického chromozomu.

V ramci analyzy repetic byly ziskany 4 centromerické sondy (Cl11_2, Cl1_3, Cl4 1 a Cl4_2),
které hybridizovaly specificky jen do oblasti centromer vSech 20 chromozomil ciroku
halepského. Miller et al. (1998) se zabyvali hybridizaci repetitivni DNA specifické pro
centromeru Ciroku dvoubarevného, kterou hybridizovali na metafazni chromozomy 5 druht
rodu Sorghum, vcetné tetraploidni rostliny Sorghum halepense. Pti hybridizaci na Sorghum
bicolor méla sonda pSau3A10 specificky signal v centromerach vSech chromozomu. Signal mél
ruznou intenzitu, kdy na 10 chromozémech byl signdl siln€jsi nez na zbylych. Podobny patern
byl pozorovan i na ostatnich 4 pozorovanych druzich (Miller et al., 1998). Ctyii centromerické
sondy pouzité v této diplomové praci rovnéz hybridizuji do centromer s riznou intenzitou
a priblizné polovina chromozémi ma signal siln€jsi a polovina slabsi. Rlizné intenzity signald
s velkymi rozdily u téchto sond je mozné vyuzit pro identifikaci nékterych chromozomi, pokud

se zkombinuji naptiklad se sondami specifickymi pro dva chromozémové pary.

Za ucelem identifikace chromozému byly testovany také jednokopiové sondy. Byly navrzeny
do mist vgenomu Cciroku halepského, které jsou kolinedrni s distalnimi konci ramen
chromozému cCiroku dvoubarevného. Navrzeny systém sond mél kromé identifikace také
Castecné odhalit ptipadné piestavby a odliSnosti v genomech mezi obéma druhy. Podobny
postup zvolili Said et al. (2018), kdyz na chromozomy druhu Agropyron cristatum hybridizovali
jednokopiové cDNA sondy zpSenice, kterd je ptribuznym druhem. V jejich vyzkumu se
u vétsiny cDNA sond potvrdila jednolokusova hybridizace a jen u 20 % z nich byl detekovan
signal na vice mistech v genomu, coz poukazuje na chromozémové piestavby béhem evoluce
téchto dvou druhti (Said et al., 2018). V této diplomové praci bylo navrzeno 20 jednokopiovych
sond, u kterych se predpokladalo, Ze kazda bude specifickd pro jedno rameno chromozému
¢iroku halepského. Jednolokusova lokalizace se vSak u zadné ze sond nepotvrdila, ziejmée

v dasledku rozsahlych chromozomovych ptestaveb nebo kvili chybam v sestavené sekvenci.

Béhem cytogenetické analyzy chromozomu ciroku byly pozorovany fragilni satelity, které

vzhledem pfipominaji nadbytecné chromozoémy s mensi velikosti. Podobné vypadaji ptidatné
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chromozoémy, které u ¢iroku halepského popsali Raman et al. (1964 a 1976) a zafadili mezi
B chromozomy. V naSem piipad€ Ize vSak pifitomnost B chromozéml vyloucit. Nadbyte¢né
chromozomy byly u ¢iroku prokazany téméf vyhradné v meidze, piipadné v mitodze v pletivech
reprodukénich organti (Raman et al., 1964). Nikdy vsak ne v kotenech, které byly hlavnim
materidlem pro nasi studii. Hybridizace sondy 45S rDNA odhalila pfitomnost fragilnich mist
v genomu ciroku halepského. Pii hybridizaci sondy rDNA na figurach s dvéma nadbyte¢nymi
fragmenty byly detekovany dva pary signalti misto jednoho. Na fragmentech byl detekovan
slabsi signal a zaroven byl zachovam silngjsi, hlavni signal této sondy, ktery byl ze svého
obvyklého mista pobliz centromery posunut az do koncové oblasti chromozému. Tato zména
v detekci signalu byla pozorovédna jen u méné kondenzovanych chromozému. Fragilni 45S
rDNA byla poprvé pozorovana u nékolika druhti rodu jilka (Lolium) (Huang et al., 2008;
Bustamante et al., 2014). Dale byla prokazana u pomeran¢ovniku ¢inského (Citrus sinensis (L.)
Osbeck) (Lan et al., 2016) a také ciroku dvoubarevného (Sorghum bicolor (L.) Moench)

(Karafiatova, nepublikovana data).
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7 ZAVER

Cilem ptedkladané diplomové prace bylo ziskat sondy vhodné pro identifikaci chromozomu
v karyotypu ¢iroku halepského (Sorghum halepense (L.) Pers.). To se podatilo u sond CI108_1,
45S rDNA a 5S rDNA, které byly jednolokusové a kazda znich hybridizuje na jeden
chromozomovy par. Dalsi 3 repetitivni a 10 jednokopiovych sond mélo hybridiza¢ni patern na
dvou chromozomovych parech. U zbylych dvou repetitivnich sond a deseti jednokopiovych byl
signal nespecificky rozptylen v celém genomu a pro identifikaci chromozomu tak nejsou
vhodné. Z testovanych sond zaroven vzesly Ctyfi identické centromerické sondy se znacné
specifickym signidlem na nékterych parech chromozémi. Vhodné kombinace i téchto
vicelokusovych sond mohou vést k identifikaci nékterych z dosud neurcenych chromozomt
Sorghum halepense. Vedlejsim vysledkem této studie bylo objeveni fragilnich mist, které

nebyly dosud zdokumentovany u Zadného druhu ¢iroku.

39



8 LITERATURA

Albert, P. S., Zhang, T., Semrau, K., Rouillard, J. M., Kao, Y. H., Wang, C. J. R., Danilova, T.
V., Jiang, J., Birchler, J. A. (2019): Whole-chromosome paints in maize reveal rearrangements,
nuclear domains, and chromosomal relationships. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 116(5), 1679-1685.

Arabidopsis Genome Initiative (2000): Analysis of the genome sequence of the flowering plant
Arabidopsis thaliana. Nature, 408(6814).

Bass, H. W., Hoffman, G. G., Lee, T. J., Wear, E. E., Joseph, S. R., Allen, G. C., Hanley-
Bowdoin, L., Thompson, W. F. (2015): Defining multiple, distinct, and shared spatiotemporal
patterns of DNA replication and endoreduplication from 3D image analysis of developing maize
(Zea mays L.) root tip nuclei. Plant molecular biology, 89(4-5), 339-351.

Bass, H. W., Marshall, W. F., Sedat, J. W., Agard, D. A., Cande, W. Z. (1997): Telomeres
cluster de novo before the initiation of synapsis: a three-dimensional spatial analysis of telomere

positions before and during meiotic prophase. The Journal of cell biology, 137(1), 5-18.
Bor, N. L. (1960): Grasses of Burma, Ceylon, India and Pakistan. London, Pergamon Press.

Bosemark, N. O. (1957): Further studies on accessory chromosomes in grasses. Hereditas,
43(2), 236-297.

Braz, G. T., He, L., Zhao, H., Zhang, T., Semrau, K., Rouillard, J. M., Torres, G. A., Jiang, J.
(2018). Comparative oligo-FISH mapping: an efficient and powerful methodology to reveal
karyotypic and chromosomal evolution. Genetics, 208(2), 513-523.

Brown, M. S. (1943): Haploid plants in sorghum. Journal of Heredity, 34(6), 163-166.

Bustamante, F. O., Rocha, L. C., Torres, G. A., Davide, L. C., Mittelmann, A., Techio, V. H.
(2014): Distribution of rDNA in diploid and polyploid Lolium multiflorum Lam. and fragile
sites in 45S rDNA regions. Crop Science, 54(2), 617-625.

Caspersson, T., Zech, L., Johansson, C. (1970). Differential binding of alkylating fluorochromes

in human chromosomes. Experimental cell research, 60(3), 315-3109.

Cremer, T., Lichter, P., Borden, J.,, Ward, D.C., Manuelidis, L. (1988): Detection of
chromosome aberrations in metaphase and interphase tumor cells by in situ hybridization using

chromosome specific library probes, Human Genetics, 80, 235-246.

Darlington, C. D. (1937). Recent advances in cytology. Recent advances in cytology., (2nd Ed).

40



Darlington, C. D., Thomas, P. T. (1941): Morbid mitosis and the activity of inert chromosomes
in Sorghum. Proceedings of the Royal Society of London. Series B-Biological Sciences,
130(859), 127-150.

de Wet, J. M. J. (1978): Special paper: systematics and evolution of sorghum sect. Sorghum
(Gramineae). American journal of botany, 65(4), 477-484.

de Wet, J. M. J,, Harlan., J. R., Price, E. G. (1970): Origin of variability in the spontanea

complex of Sorghum bicolor. American journal of botany, 57, 704-707.

Dillon, S. L., Lawrence, P. K., Henry R. J. (2001): The use of ribosomal ITS to determine
phylogenetic relationships within Sorghum. Plant Systematics and Evolution 230, 97-110.

Dolezel, J., Greilhuber, J., Suda, J. (2007): Estimation of nuclear DNA content in plants using
flow cytometry. Nature protocols, 2(9), 2233.

Dutrillaux, B., Lejeune, J. (1971): A new technic of analysis of the human karyotype. Comptes
rendus hebdomadaires des seances de I'Academie des sciences. Serie D: Sciences
naturelles, 272(20), 2638-2640.

Dweikat, 1. (2005): A diploid, interspecific, fertile hybrid from cultivated sorghum, Sorghum
bicolor, and the common Johnsongrass weed Sorghum halepense. Molecular breeding, 16(2),
93-101.

FAO (1999): Sorghum: Post-harvest Operations, Natural Resource Institute.
FAO (2012): World agriculture towards 2030/2050. ESA Wokring Papers.

FAO (2017): ISPM 27 Diagnostic protocols for regulated pests: Sorghum halepense.
Dostupné z: www.ippc.net.

FAO (2019): Food Outlook - Biannual Report on Global Food Markets, November 2019, Rome.

FAO, FAOSTAT statistical database. Dostupné z: www.fao.org/faostat [navstiveno 7. 4. 2020].

Follak, S., Essl, F. (2012): Spread dynamics and agricultural impact of Sorghum halepense, an

emerging invasive species in Central Europe. Weed Research, 53, 53-60.

Fuchs, J., Pich, U., Meister, A., Schubert, I. (1994): Differentiation of field bean
heterochromatin by in situ hybridization with a repeated Fokl sequence. Chromosome
Research, 2(1), 25-28.

Fukui, K., Kamisugi, Y., Sakai, F. (1994): Physical mapping of 5S rDNA loci by direct-cloned
biotinylated probes in barley chromosomes. Genome, 37(1), 105-111.

41


http://www.ippc.net/
http://www.fao.org/faostat

Gall J. G., Pardue M. L. (1969): Formation and detection of RNA-DNA hybrid molecules in

cytological preparations. Proceedings of the National Academy of Sciences 63, 378—383.

Garber. E. D. (1950): Cytotaxonomic studies in the genus Sorghum. Univiversity of California
Publications in Botany, 23, 283-361.

Gerlach, W. L., Bedbrook, J. R. (1979): Cloning and characterization of ribosomal RNA genes
from wheat and barley. Nucleic acids research, 7(7), 1869-1885.

Giemsa, G. (1904): Eine Vereinfachung und Vervollkommnung meiner Methylenblau-Eosin-
Farbemethode zur Erzielung der Romanowsky-Nocht’schen Chromatinfarbung. Centralblatt fiir
Bakteriologie, 32, 307-313.

Goff, S. A,, Ricke, D., Lan, T. H., Presting, G., Wang, R., Dunn, M., Glazebrook, J., Sessions,
A., Oeller, P., Varma, H., Hadley, D., Hutchison, D., Martin, C., Katagiri, F., Lange, B. M.,
Moughamer, T., Xia, Y., Budworth, P., Zhong, J., Miguel, T., Paszkowski, U., Zhang, S.,
Colbert, M., Sun, W. L., Chen, L., Cooper, B., Park, S., Wood, T. C, Mao, L., Quail, P., Wing,
R., Dean, R., Yu, Y., Zharkikh, A., Shen, R., Sahasrabudhe, S., Thomas, A., Cannings, R.,
Gutin, A,, Pruss, D., Reid, J., Tavtigian, S., Mitchell, J., Eldredge, G., Scholl, T., Miller R. M.,
Bhatnagar. S., Adey, N., Rubano, T., Tusneem, N., Robinson, R., Feldhaus, J., Macalma, T.,
Oliphant, A., Briggs, S. (2002): A draft sequence of the rice genome (Oryza sativa L. ssp.
japonica). Science, 296(5565), 92-100.

Gdémez, M. L., Islam-Faridi, M. N., Woo, S. S., Czeschin Jr, D., Zwick, M. S., Stelly, D. M.,
Price, H. M., Schertz, F. K., Wing, R. A. (1997): FISH of a maize sh2-selected sorghum BAC to

chromosomes of Sorghum bicolor. Genome, 40(4), 475-478.

Greilhuber, J. (1977): Why plant chromosomes do not show G-bands. Theoretical and Applied
Genetics, 50(3), 121-124.

Gu, M. H., Ma, H. T,, Liang, G. H. (1984): Karyotype analysis of seven species in the genus
Sorghum. Journal of Heredity, 75(3), 196-202.

Han Y., Zhang T., Thammapichai P., Weng Y., Jiang J. (2015): Chromosome-specific painting

in Cucumisspecies using bulked oligonucleotides. Genetics 200, 771-779.

Henderson, I. R., Salt, D. E. (2017): Natural genetic variation and hybridization in

plants. Journal of experimental botany, 68(20).

Hermuth, J., Janovska, D., Strasil, Z., Ustak, S., Hysek, J. (2012): Cirok obecny — Sorghum
bicolor (L.) MOENCH: moznosti vyuziti v podminkach Ceské republiky: metodika pro praxi.

Praha: Vyzkumny ustav rostlinné vyroby.

42


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hadley%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hutchison%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martin%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Katagiri%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lange%20BM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moughamer%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xia%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Budworth%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhong%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miguel%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paszkowski%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Colbert%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sun%20WL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cooper%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wood%20TC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mao%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Quail%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wing%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wing%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dean%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zharkikh%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shen%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sahasrabudhe%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thomas%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cannings%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gutin%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pruss%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reid%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tavtigian%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mitchell%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eldredge%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scholl%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miller%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhatnagar%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adey%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rubano%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tusneem%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Robinson%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feldhaus%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Macalma%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oliphant%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Briggs%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11935018

Hessami, E. (2011): The Allopathic effects of Sorghum halepense and Amaranthus retroflexsus
extract on the Germination of Corn Grain. Australian Journal of Basic and Applied Sciences,
5(9), 2249-2253.

Hoang-Tang, Liang, G. H. (1988): The genomic relationship between cultivated sorghum
[Sorghum bicolor (L.) Moench] and Johnsongrass [S. halepense (L.) Pers.]: a re-evaluation.
Theoretical and applied genetics, 76(2), 277-284.

Holm, L.G., Plucknett, D.L., Pancho, J.V. Herberger, J.P. (1977): Sorghum halepense (L.) Pers.
In The world’s worst weeds: Distribution and biology, 54-61. Honolulu, HI, University of

Hawaii Press.

Hou, L., Xu, M., Zhang, T., Xu, Z., Wang, W., Zhang, J., Yu, M., Ji, W., Zhu, C., Gong, Z., Gu,
M., Jiang, J., Yu, H. (2018): Chromosome painting and its applications in cultivated and wild
rice. BMC plant biology, 18(1).

Howell, E. C., Armstrong, S. J., Barker, G. C., Jones, G. H., King, G. J., Ryder, C. D., Kearsey,
M. J. (2005): Physical organization of the major duplication on Brassica oleracea
chromosome O6 revealed through fluorescence in situ hybridization with Arabidopsis and
Brassica BAC probes. Genome, 48(6), 1093-1103.

Huang, J., Ma, L., Yang, F., Fei, S. Z., Li, L. (2008): 45S rDNA regions are chromosome fragile
sites expressed as gaps in vitro on metaphase chromosomes of root-tip meristematic cells in
Lolium spp. PLoS One 3(5).

Huskins, C. L., Smith, S. G. (1934): A cytological study of the genus sorghum Pers. Il. The

meiotic chromosomes. Journal of Genetics, 28, 387-395.

Childs K. L., Klein R. R., Klein P. E., Morishige D. T., Mullet J. E. (2001): Mapping genes on
an integrated sorghum genetic and physical map using cDNA selection technology. The Plant
Journal, 27, 243-255.

ICRISAT, The International Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics, dostupné z:
WWW.icrisat.org [navstiveno 7. 4. 2020].

International Wheat Genome Sequencing Consortium (2018): Shifting the limits in wheat

research and breeding using a fully annotated reference genome. Science, 361(6403).

Islam-Faridi, M. N., Childs, K. L., Klein, P. E., Hodnett, G., Menz, M. A., Klein, R. R., Rooney
W. L., Mullet, W. L., Stelly D. M, Price, H. J. (2002): A molecular cytogenetic map of sorghum
chromosome 1: fluorescence in situ hybridization analysis with mapped bacterial artificial
chromosomes. Genetics, 161(1), 345-353.

43


http://www.icrisat.org/

Janaki Ammal, E. K. (1939): Supernumerary chromosomes in para-sorghum. Current Science,
8(5).

Janaki Ammal, E. K. (1940): Chromosome diminution in a plant. Nature, 146(3713), 839-840.

Jones, N., Houben, A. (2003): B chromosomes in plants: escapees from the A chromosome

genome?. Trends in plant science, 8(9), 417-423.

Kamisugi, Y., Nakayama, S., Nakajima, R., Ohtsubo, H., Ohtsubo, E., Fukui, K. (1994):
Physical mapping of the 5S ribosomal RNA genes on rice chromosome 11. Molecular and
General Genetics MGG, 245(2), 133-138.

Karafiatova, M., Bartos, J., Kopecky, D., Ma, L., Sato, K., Houben, A., Stein, N., Dolezel, J.
(2013): Mapping nonrecombining regions in barley using multicolor FISH. Chromosome
research, 21(8), 739-751.

Kato, A., Kato, A., Albert, P. S., Vega, J. M., Kato, A., Albert, P. S., Birchler, J. A. (2006):
Sensitive fluorescence in situ hybridization signal detection in maize using directly labeled
probes produced by high concentration DNA polymerase nick translation. Biotechnic &
Histochemistry, 81(2-3), 71-78.

Kidd, H. J. (1952): Haploid and triploid sorghum. Journal of Heredity, 43(5), 204-204.

Kim, J. S., Childs, K. L., Islam-Faridi, M. N., Menz, M. A., Klein, R. R., Klein, P. E., Price H.
J., E. Mullet J. E., Stelly, D. M. (2002): Integrated karyotyping of sorghum by in situ
hybridization of landed BACs. Genome, 45(2), 402-412.

Kim, J. S., Klein, P. E., Klein, R. R., Price, H. J.,, Mullet, J. E., Stelly, D. M. (2005):
Chromosome identification and nomenclature of Sorghum bicolor. Genetics, 169(2), 1169-
1173.

King, J., Roberts, L. A., Kearsey, M. J., Thomas, H. M., Jones, R. N., Huang, L., Armstead, I.
P., Morgan, W. G., King, I. P. (2002): A demonstration of a 1:1 correspondence between
chiasma frequency and recombination using a Lolium perenne/Festuca pratensis substitution.
Genetics, 161(1), 307-314.

Klein P. E., Klein R. R., Cartinhour S. W., Ulanch P. E., Dong J., Obert J. A., Morishige D. T.,
Schlueter S. D., Childs K. L., Ale M., Mullet J. E. (2000): A highthroughput AFLP-based
method for constructing integrated genetic and physical maps: progress toward a sorghum

genome map. Genome Research, 10, 789-807.

44



Kopecky D., Loureiro J., Zwierzykowski Z., Ghesquiére M., Dolezel J. (2006): Genome
constitution and evolution in Lolium x Festuca hybrid cultivars (Festulolium). Theoretical and
Applied Genetic, 113, 731-742.

Kopecky, D., Martis, M., Cihalikova, J., Hfibova, E., Vrana, J., Barto§, J., Kopecka, J.,
Cattonaro, F., Stoges, S., Novak, P., Neumann, P., Macas, J., Simkova, H., Studer, B., Asp, T.,
Baird, J. H., Navratil, P., Karafiatova, M., Kubalakova, M., Saféf, J., Mayer, K., Dolezel, J.
(2013): Flow sorting and sequencing meadow fescue chromosome 4F. Plant physiology, 163(3),
1323-1337.

Koressaar, T., Remm, M. (2007). Enhancements and modifications of primer design program
Primer3. Bioinformatics, 23(10), 1289-1291.

Krishnaswamy, N., Raman V. S., Chandrasekharan, P. (1956): Studies on Sorghum nitidum
Pers. Current Science, 25, 64-65.

Lan, H., Chen, C. L., Miao, Y., Yu, C. X,, Guo, W. W., Xu, Q., Deng, X. X. (2016): Fragile
sites of ‘“Valencia’ sweet orange (Citrus sinensis) chromosomes are related with active 45S
rDNA. PLoS One, 11(3).

Langer-Safer, P. R., Levine, M., Ward, D. C. (1982): Immunological method for mapping genes
on Drosophila polytene chromosomes. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 79(14), 4381-4385.

Lapitan, N. L., Brown, S. E., Kennard, W., Stephens, J. L., Knudson, D. L. (1997): FISH
physical mapping with barley BAC clones. The Plant Journal, 11(1), 149-156.

Lazarides, M., Hacker, J. B., Andrew, M. H. (1991): Taxonomy, cytology and ecology of
indigenous Australian sorghums (Sorghum Moench: Andropogoneae: Poaceae). Australian
Systematic Botany, 4(4), 591-635.

Ljevnai¢-Masi¢, B., Dzigurski, D., Nikoli¢, L. (2013): Floristic analysis of weeds in organic

production. Journal on Processing and Energy in Agriculture, 17(1), 33-38.

Lukumbuzya, M., Schmid, M., Pjevac, P., & Daims, H. (2019): A multicolor fluorescence in
situ  hybridization approach using an extended set of fluorophores to visualize

microorganisms. Frontiers in microbiology, 10, 1383.

Lysak, M. A., Pecinka, A, Schubert, 1. (2003): Recent progress in chromosome painting of
Arabidopsis and related species. Chromosome Research, 11(3), 195-204.

45



Lysak, M. A., Mandakova, T., Lacombe, E. (2010): Reciprocal and multi-species chromosome
BAC painting in crucifers (Brassicaceae). Cytogenetic and genome research, 129(1-3), 184-
189.

Mandakova, T., Lysak, M. A. (2016): Painting of Arabidopsis chromosomes with chromosome-
specific BAC clones. Current protocols in plant biology, 1(2), 359-371.

McCormick, R. F., Truong, S. K., Sreedasyam, A., Jenkins, J., Shu, S., Sims, D., Kennedy D.,
Amirebrahimi M., Weers B. D., McKinley B., Mattison A., Morishge D. T., Grimwood J.,
Schmutz J., Mullet J. E. (2018): The Sorghum bicolor reference genome: improved assembly,
gene annotations, a transcriptome atlas, and signatures of genome organization. The Plant
Journal, 93(2), 338-354.

Meredith, D. (1955): The grasses and pastures of South Africa. Johannesburg, South Africa,
Central News Agency.

Miller, J. T., Jackson, S. A., Nasuda, S., Gill, B. S., Wing, R. A,, Jiang, J. (1998): Cloning and
characterization of a centromere-specific repetitive DNA element from Sorghum
bicolor. Theoretical and Applied Genetics, 96(6-7), 832-839.

Morden, C. W., Doebley, J., Schertz, K. F. (1990): Allozyme variation among the spontaneous
species of Sorghum section Sorghum (Poaceae). Theoretical and Applied Genetics, 80(3), 296-
304.

Murad L., Lim K. Y., Christopodulou V., Matyasek R., Lichtenstein C. P., Kovarik A., Leitch
A. R. (2002): The origin of tobacco's T genome is traced to a particular lineage within Nicotiana

tomentosiformis (Solanaceae). American Journal of Botany, 89, 921-928.

Ng’uni, D., Geleta, M., Fatih, M., Bryngelsson, T. (2010): Phylogenetic analysis of the genus
Sorghum based on combined sequence data from cpDNA regions and ITS generate

wellsupported trees with two major lineages. Annals of Botany, 105, 471-480.

Novak, P., Avila Robledillo, L., Koblizkova, A., Vrbova, 1., Neumann, P., Macas, J. (2017):
TAREAN: a computational tool for identification and characterization of satellite DNA from

unassembled short reads. Nucleic acids research, 45(12), e111-e111.

Novak, P., Neumann, P., Pech, J., Steinhaisl, J., Macas, J. (2013): RepeatExplorer: a Galaxy-
based web server for genome-wide characterization of eukaryotic repetitive elements from next-

generation sequence reads. Bioinformatics, 29(6), 792-793.

Pardue, M. L., Gall, J. G. (1970): Chromosomal localization of mouse satellite
DNA. Science, 168(3937), 1356-1358.

46



Parsons, W. T., Parsons, W. T., Cuthbertson, E. G. (2001): Noxious weeds of Australia. CSIRO
publishing.

Paterson, A.H., Bowers, J.E., Bruggmann, R., Dubchak, I., Grimwood, J., Gundlach, H.,
Haberer, G., Hellsten, U., Mitros, T., Poliakov, A. (2009): The Sorghum bicolor genome and the
diversification of grasses. Nature, 457, 551-556.

Pecinka, A., Schubert, V., Meister, A., Kreth, G., Klatte, M., Lysak, M. A., Fuchs J.,
Schubert, I. (2004): Chromosome territory arrangement and homologous pairing in nuclei of
Arabidopsis  thaliana are  predominantly  random  except for  NOR-bearing

chromosomes. Chromosoma, 113(5), 258-269.

Pedersen C., Langridge P. (1997): Identification of the entire chromosome complement of bread
wheat by two-colour FISH. Genome, 40, 589-593.

Pernickova, K., Linc, G., Gaal, E., Kopecky, D., Samajova, O., Lukaszewski, A. J. (2019): Out-
of-position telomeres in meiotic leptotene appear responsible for chiasmate pairing in an

inversion heterozygote in wheat (Triticum aestivum L.). Chromosoma, 128(1), 31-39.

Pinkel, D., Straume, T., Gray, J. W. (1986). Cytogenetic analysis using quantitative, high-
sensitivity, fluorescence hybridization. Proceedings of the National Academy of Sciences,
83(9), 2934-2938.

Pinkel, D., Landegent, J., Collins, C., Fuscoe, J., Segraves, R., Lucas, J., Gray, JW (1988):
Fluorescence in situ hybridization with human chromosome specific libraries: detection of

trisomy 21 and translocation of chromosome 4, National Academy of Sciences, 85, 9138-9142.

Piper, J. K., Kulakow, P. A. (1994): Seed yield and biomass allocation in Sorghum bicolor and
F1 and backcross generations of S. bicolorx S. halepense hybrids. Canadian Journal of Botany,
72(4), 468-474.

Podrabsky, M. (2008): Novy hybrid ¢iroku se sudanskou travou. Agromanual, 3, 36-37.

Price, H. J., Dillon, S. L., Hodnett, G., Rooney, W. L., Ross, L., Johnston, J. S. (2005): Genome
evolution in the genus Sorghum (Poaceae). Annals of Botany, 95(1), 219-227.

Raman, V. S., Meenakshi, K., Thangam M. S. (1976): Accessory chromosomes and their
meiotic behaviour in hybrids of grain sorghum and Johnson grass. Cytologia, 41(2), 193-200.

Raman, V. S., Meenakshi, K., Thangam, M. S., Sivagnanam, L. (1964): The cytogenetical

behaviour of B-chromosomes in Sorghum halepense. Madras Agricultural Journal, 51, 72—-73.

47



Sadder, M. T., Ponelies, N., Born, U., Weber, G. (2000): Physical localization of single-copy
sequences on pachytene chromosomes in maize (Zea mays L.) by chromosome in situ
suppression hybridization. Genome, 43(6), 1081-1083.

Saeed, S., Barozai, M. Y. K. (2012): A review on genetic diversity of wild plants by using
different genetic markers. Pure and Applied Biology, 1(3), 68.

Said, M., Hiibov4, E., Danilova, T. V., Karafiatova, M., Cizkova, J., Friebe, B., DoleZel, J.,
Gill, B. S., Vrana, J. (2018): The Agropyron cristatum karyotype, chromosome structure and
cross-genome homoeology as revealed by fluorescence in situ hybridization with tandem

repeats and wheat single-gene probes. Theoretical and Applied Genetics, 131(10), 2213-2227.

Sang, Y., Liang, G. H. (2000): Comparative physical mapping of the 18S-5.8 S-26S rDNA in
three sorghum species. Genome, 43(5), 918-922.

Sanger, F., Coulson, A. R. (1975). A rapid method for determining sequences in DNA by
primed synthesis with DNA polymerase. Journal of Molecular Biology, 94(3), 441-448.

Sharma, A. K., Bhattacharjee, D., (1957): Chromosome studies in sorghum. Cytologia, 22, 287-
311.

Schmitz, G. G., Walter, T., Seibl, R., Kessler, C. (1991): Nonradioactive labeling of
oligonucleotides in vitro with the hapten digoxigenin by tailing with terminal
transferase. Analytical biochemistry, 192(1), 222-231.

Schubert, 1., Fransz, P. F., Fuchs, J., de Jong, J. H. (2001): Chromosome painting in
plants. Methods in cell science, 23(1-3), 57-69.

Schwarzacher T., Heslop-Harrison P. (2000): Practical in situ hybridization. BIOS Scientific
Publishers Ltd, Oxford.

Sinoto, Y. (1929): Chromosome studies in some dioecious plants, with special reference to the
allosomes. Cytologia, 1(2), 109-191.

Snowden, J. D. (1955): The wild fodder sorghums of the section Eu-sorghum. Botanical Journal
of the Linnean Society, 55, 191-260.

Spangler, R., Zaitchik, B., Russo, E., Kellogg, E. (1999): Andropogoneae evolution and generic

limits in Sorghum (Poaceae) using ndhF sequences. Systematic Botany, 267-281.

Spangler, R. E. (2003). Taxonomy of Sarga, Sorghum and Vacoparis (Poaceae:
Andropogoneae). Australian Systematic Botany, 16(3), 279-299.

48



Stelpflug, S. C., Sekhon, R. S., Vaillancourt, B., Hirsch, C. N., Buell, C. R., de Leon, N.,
Kaeppler, S. M. (2016): An expanded maize gene expression atlas based on RNA sequencing

and its use to explore root development. The plant genome, 9(1).

Simonikové, D., Németkova, A., Karafiatova, M., Uwimana, B., Swennen, R., DoleZel, J.,
Hiibova, E. (2019): Chromosome painting facilitates anchoring reference genome sequence to
chromosomes in situ and integrated karyotyping in banana (Musa spp.). Frontiers in Plant
Science, 10, 1503.

Smarda, P., Bures, P., Horova, L., Leitch L. J., Mucina L., Pacini, E., Tichy, L., Grulich V.,
Rotreklova, O. (2014): Genomic GC content significance in monocots. Proceedings of the

National Academy of Sciences, 111 (39).

Tang, Z., Yang, Z., & Fu, S. (2014). Oligonucleotides replacing the roles of repetitive sequences
pAsl, pScl19. 2, pTa-535, pTa7l, CCS1, and pAWRC. 1 for FISH analysis. Journal of Applied
Genetics, 55(3), 313-318.

Tirichine, L., Andrey, P., Biot, E., Maurin, Y., Gaudin, V. (2009): 3D fluorescent in situ

hybridization using Arabidopsis leaf cryosections and isolated nuclei. Plant methods, 5.

Tomas, D., Rodrigues, J., Varela, A., Veloso, M. M., Viegas, W., Silva, M. (2016): Use of
repetitive sequences for molecular and cytogenetic characterization of Avena species from
Portugal. International journal of molecular sciences, 17(2), 203.

Tsujimoto, H., Mukai, Y., Akagawa, K., Nagaki, K., Fujigaki, J., Yamamoto, M., Sasakuma, T.
(1997): Identification of individual barley chromosomes based on repetitive sequences:
conservative distribution of Afa-family repetitive sequences on the chromosomes of barley and
wheat. Genes & genetic systems, 72(5), 303-3009.

Van der Knaap, E., Sanyal, A., Jackson, S. A., Tanksley, S. D. (2004): High-resolution fine
mapping and fluorescence in situ hybridization analysis of sun, a locus controlling tomato fruit
shape, reveals a region of the tomato genome prone to DNA rearrangements. Genetics, 168(4),
2127-2140.

Venkateswaran, K., Sivaraj, N., Pandravada, S. R., Reddy, M. T. Babu, B. S. (2019):
Classification, Distribution and Biology. In Breeding Sorghum for Diverse End Uses (pp. 33-
60). Woodhead Publishing.

Vischi, M., Jurman, I., Bianchi, G., Morgante, M. (2003): Karyotype of Norway spruce by
multicolor FISH. Theoretical and Applied Genetics, 107(4), 591-597.

49



Vrolijk, J., Sloos, W. C. R., Verwoerd, N. P., Tanke, H. J. (1994): Applicability of a noncooled
video-rated CCD camera for detection of fluorescence in situ hybridization signals. Cytometry:

The Journal of the International Society for Analytical Cytology, 15(1), 2-11.

Untergasser, A., Cutcutache, I., Koressaar, T., Ye, J., Faircloth, B. C., Remm, M., & Rozen, S.
G. (2012): Primer3—new capabilities and interfaces. Nucleic acids research, 40(15), e115-e115.

Warwick, S. I., Black, L. D. (1983): The biology of Canadian weeds: 61. Sorghum halepense
(L.) PERS. Canadian Journal of Plant Science, 63(4), 997-1014.

Wiegant, J., Ried, T., Nederlof, P. M., Ploeg, M. V. D., Tanke, H. J., Raap, A. K. (1991): In situ
hybridisation with fluoresceinated DNA. Nucleic acids research, 19(12), 3237-3241.

Woo, S. S, Jiang, J., Gill, B. S., Paterson, A. H., Wing, R. A. (1994): Construction and
characterization of bacterial artificial chromosome library of Sorghum bicolor. Nucleic acids
research, 22(23), 4922-4931.

Wu, D., Ruban, A., Fuchs, J.,, Macas, J., Novak, P., Vaio, M., Houben, A. (2019):
Nondisjunction and unequal spindle organization accompany the drive of Aegilops speltoides B
chromosomes. New Phytologist, 223(3), 1340-1352.

Wu, T. P. (1980): Cytogenetic studies of the B chromosomes in Sorghum nitidum. Proceedings
of the National Science Council, 4, 297-306.

Wu, T. P. (1992): B-Chromosomes in Sorghum stipoideum. Heredity, 68(5), 457-463.

Yu, H., Chao, J., Patek, D., Mujumdar, R., Mujumdar, S., Waggoner, A. S. (1994): Cyanine dye
dUTP analogs for enzymatic labeling of DNA probes. Nucleic acids research, 22(15), 3226-
3232.

Zwick, M. S., Islam-Faridi, M. N., Czeschin, D. G., Wing, R. A., Hart, G. E., Stelly, D. M.,
Price, H. J. (1998): Physical mapping of the liguleless linkage group in Sorghum bicolor using
rice RFLP-selected sorghum BACs. Genetics, 148(4), 1983-1992.

50



9 PRILOHY

Ptiloha 1: Seznam primert pro repetitivni sondy a sondu 5S rDNA.

Sonda

cll 1

cll 2

cll 3

cld 1

cld_2

clé

cl35

clb2_1

cl52_2

cl71

cl108_1

cl108_2

cl301

5S rDNA

Primer

Sh cll_F
Sh cll_R
Sh cll_F
Sh_cll 2R
Sh_cll_3F
Sh_cl1_3R
Sh cl4_1F
Sh cl4_1R
Sh_cl4_2F
Sh_cl4_2R
Sh_cl6_F
Sh_clé_R
Sh clI35_F
Sh_cl35_R
Sh_cl52_1F
Sh_cl52_1R
Sh_cl52_2F
Sh_cl52_2R
Sh cl71_F
Sh cl71 R
Sh_cl108_1F
Sh_cl108_1R
Sh_cl108_2F
Sh_cl108 2R
Sh_cl301_F
Sh_cl301_R

5S_rDNA_S.hal_F
5S rDNA_S.hal_R

Sekvence primeru (5" — 3)

GCTTCCACTTGAGCCACTTC
GCAAGATAGGTGCACGGTTT
GCTTCCACTTGAGCCACTTC
AAGATAGGTGCACGGTTTGC
CGTCCAAATTGATTTCTTAGCC
GAAGTGGCTCAAGTGGAAGC
GACCGAACCGAGATTCCATA
AAGATAGGTGCACGGTTTGC
TCTTAGCCTATGGTGCATTCG
GGTGAAGTGGCTCATATGGAA
CCAACCGATTAGCCTCTTCA
GCTTTGATCAAGGGATTGGA
TCCAATGAAAGCTCTCAAGACA
GCTATCGCCATCCTATTCCA
AACACACCCTTTGACCGAAC
GCTGCGTGGCTATGAGTTCT
TTCAAGATTTGGTGGGTATTGTT
TTGAGCCAATCCTAAGCACA
GCCCATGTTCTTCAGCACTC
CCCCAAGACAGCCTTTGTAA
TTGTTCGCAAACTGGATTGA
GGGACGAACACAAGGACACT
CGGACCGTTTTGTCCTCTAA
CGTGGCCTGTGGAATTTTAT
GAAAAAGTCTAGGACTCCAAACCA
TGGTCCTCAAGCTTTCACAA
GGAATGCAACACGAGGACTT
ATGTCGGATGCGATCATACC

Velikost produkti
(bp)

99

97

62

108

64

222

244

164

196

187

167

244

126

124
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Piiloha 2: Seznam primerd pro jednokopiové sondy. Cervené vyznaéené sondy byly z analyz vyfazeny.

Sonda

Sh1319

Sh14254

Sh27606

Sh8882

Primer

Sh1319_1F
Sh1319 1R
Sh1319 2F
Sh1319 2R
Sh1319 3F
Sh1319 3R
Sh1319_4F
Sh1319 4R
Sh1319 5F
Sh1319 5R
Sh14254 1F
Sh14254 1R
Sh14254 2F
Sh14254 2R
Sh14254 3F
Sh14254 3R
Sh14254 4F
Sh14254 4R
Sh14254 5F
Sh14254 5R
Sh27606_1F
Sh27606_1R
Sh27606_2F
Sh27606_2R
Sh27606_3F
Sh27606_3R
Shss2_1F
Shsss2_1R
Shss2_2F
Sh8ss2_2R
Sh8ss2_3F
Sh8ss2_3R
Sh8ss2_4F
Sh8ss2_4R

Sekvence primeru (5'— 3)

GCCTTGCAACTCAACCTCTC
TCATGCTTCTTGCAACTTGG
CCAGGATTCCAAAAACGAGA
CCTGCAACATTTCCCAGATT
GCTCAATCAAACCCGAAAAA
TGTATACGCCGGCCTTAATC
ACAGTGGCAAATGACCAACA
TTCATTTGGAGCTGGGAAAG
TTCCCAGCTCCAAATGAATC
CCCTAACCGTACCTGCAAAA
TGTTTGTGACCTCGCTTCAC
CATGAATGCTTGCCTCTTCA
TTGCAGGTGCTGAACTTGAC
AAACTCCGTCATCCCAACAC
CTACATCAATGCGCCAACAC
ACCACAGCACCTTCAATTCC
CCCCGAAAGAATTCTGATGA
GGACAGCTCACCTTGCTTTC
GTCAAGGATGTTTGGCCACT
TTCGTTGGGCAATATGAACA
GAACTTCGTGGGTTGGAAAA
CTGCCAAACACCCCTGTAGT
GCCATTTGTACCCTCTTGGA
GTCTCAGCGTCACAGGCATA
ATGCACGTGGTCTAGGTTCC
TACGTGTGGTCTGCATCCAT
TGTTATCCACGCACCACACT
ACGGATTACAAGGCAACAGG
GCTGAAGTGTTGGATGAGCA
CACACGCAAAGACAGGAAGA
AGCCCTTCTCGAACACAGAA
CGCATATGGGTGTTCAACTG
CCTAGCATGAAGCAACGACA
ACGACAGCACCCACATGATA

Teplota
nasedani
primeri
°C)
60
60
53

56

60

60

60

60

60

60

55

55

60

55

53

60

Velikost
produktu

3123

2927

3696

2710

2821

3812

2881

2867

3641

2720

3220

2810

3057

3953

3535

2706

3329

52



Pokragovani piilohy 2: Seznam primert pro jednokopiové sondy. Cervené vyznacené sondy byly z analyz

vyfazeny.

Sonda

Sh27089

Sh27686

Sh27145

Sh27097

Primer

Sh27089_1F
Sh27089_1R
Sh27089_2F
Sh27089_2R
Sh27089_3F
Sh27089_3R
Sh27089_4F
Sh27089_4R
Sh27686_1F
Sh27686_1R
Sh27686_2F
Sh27686_2R
Sh27686_3F
Sh27686_3R
Sh27686_4F
Sh27686_4R
Sh27686_5F
Sh27686_5R
Sh27145_1F
Sh27145_1R
Sh27145_2F
Sh27145 2R
Sh27145_3F
Sh27145 3R
Sh27145_4F
Sh27145_4R
Sh27097_1F
Sh27097_1R
Sh27097_2F
Sh27097 2R
Sh27097_3F
Sh27097 3R
Sh27097_4F
Sh27097_4R
Sh27097_5F
Sh27097 5R

Sekvence primeru (5°'— 3°)

TCGAGTCATCCAACATGGAA
GAGAGGGAGGGATGTTGTGA
ATCTACCCCCTGCCTGTTCT
ACATGTAGCGGGAACCTGTC
ATCATAACAAACCCGGGACA
TTGATGATGGTGTCGAGGAA
CCCGAGCACAGGTATGTTTT
TGAGTGTTCATGTGGGCATT
AAGGACGGATGTTTTGCATC
GTGCCATGTCAAACAAGGTG
CCTCAGGTCGCCTCTTGTAG
AGCCAAATACGGAACACGAC
CAAGGGATAGGTGGCGAGTA
CGAGGAGCGAATAGATCGAG
TGCAAACTCTGCGACAAATC
TCAGAGGAGCAGCAGTCTCA
GCTTGCACAGGAAAGCTACC
GTCATGTGCCAAAGGTGTTG
AAGATGATCCTGCCACAACC
GCAGTGGATCTAGCGTGTCA
TTCAGGCACAGAAGTGCATC
GGTGCTAACCCTTCGGTGTA
CGCATCTCTCCCGCTACTAC
CTCAGCTCCGCATGATACAA
ACCTCACGACCTGTTTTTGG
CTCGGCTATCAGGAAACTGC
GCTGCACGCTTAGGATTTTC
AGGCCTTTGCCTACCTCTTC
TCCCTCTTGCGTCTGATCTT
AGGAACAGGTCCAGGTTGTG
GCGGCAATAAGCTTCTCAAC
CATTGCGGCAACTCTGTCTA
CCCTGGGGAAAGAATATGGT
CCGCGGTAACGTTAGTTTGT
GGCCACAAGCCCAATTACTA
GTCAGATGGAACGGCATTTT

Teplota

nasedani

primeri

°C)

55
60
53
60

60

60

53

56

63

60

60

60

60

60

60

53

53

Velikost
produktu

3381

3010

3043

3597

2997

2954

2750

2919

3671

3892

3158

3494

3344

2730

3974

2932

2742

2942

53



Pokragovani piilohy 2: Seznam primeri pro jednokopiové sondy. Cervené vyznagené sondy byly z analyz

vytazeny.

Sonda

Sh27529

Sh10039

Sh27940

Sh3661

Primer

Sh27529_1F
Sh27529 1R
Sh27529 2F
Sh27529 2R
Sh27529 3F
Sh27529_3R
Sh27529_4F
Sh27529_4R
Sh27529 5F
Sh27529 5R
Sh10039_1F
Sh10039_1R
Sh10039_2F
Sh10039_2R
Sh10039_3F
Sh10039_3R
Sh10039_4F
Sh10039_4R
Sh10039_5F
Sh10039_5R
Sh27940_1F
Sh27940_1R
Sh27940_2F
Sh27940_2R
Sh27940_3F
Sh27940_3R
Sh27940_4F
Sh27940_4R
Sh3661_1F
Sh3661_1R
Sh3661_2F
Sh3661 2R
Sh3661_3F
Sh3661 3R

Sekvence primeru (5°'— 3°)

AGGTGGTTTTTGCAACCAAG
GCAGCTGCAAGCATACCATA
AGTCACATGGTGCGACTGAG
CGAATTTGGTACGTGCATTG
ACAGCCCTGGAGAAGCTACA
ACAAGTCCCAAAGGCAACAC
TGCCCTTAGCAAGCTGAAAT
GGAAGTGAGCAGCGATAAGG
GGATCAATCCCCACAATCAC
GAAACTGAGCGGTTCGAAAG
TGGGAGTTTGCTTTGCTTCT
TCCGATCATGTTCCTTGACA
CAAAAAGTGTTGGTGCATGG
CCAAACAGGACAAAGCCAAT
CTCGCAAGCGATGACATTTA
TGCTGATGTAAGCGTCCAAG
GCGTCCGGAGTATGTTGTTT
TGGTGGGGGTCCATATCTAA
CAGGACCTAGGCTGAAGACG
AGGAGATTGGCATCCATGAG
TGCCCAAATCACTTGTGTGT
GCAGTCAAGATCCCACGAAT
TGCGCGCTCTGTCAATATAC
TGAAGAAACGCATTCTGCAC
GCTTGGGACTTCGGATAACA
GACAAGCACATAGCGACGAA
CCACCAGTCCTCCTGACAAT
CAGGAGCTTGATCCTCTTGG
CCAATACTGGAGGCGAGTCT
GCACACTGATTGCTTCCTGA
GGATTGTGTGCTTCCCTTGT
ACCACTAATGCACCCCTCTG
GCTGGACGCTCTCTCGATAC
CATGGTCAAGCATCAGCACT

Teplota

nasedani

primeri

°C)

60
56
60
56
56
53
60

60

60

60

60

60

62

63

60

Velikost
produktu

3360

3079

3060

3095

3188

3808

3169

3193

3012

3595

2910

2768

3056

2892

3972

3950

2857

54



Pokragovani piilohy 2: Seznam primeri pro jednokopiové sondy. Cervené vyznagené sondy byly z analyz

vytazeny.

Sonda

Sh27244

Sh27060

Sh27065

Sh27522

Primer

sh27244_1F
sh27244_1R
Sh27244 2F
Sh27244 2R
Sh27244 _3F
Sh27244_3R
Sh27244_4F
Sh27244_4R
Sh27060_1F
Sh27060_1R
Sh27060_2F
Sh27060_2R
Sh27060_3F
Sh27060_3R
Sh27060_4F
Sh27060_4R
Sh27065_1F
Sh27065_1R
Sh27065_2F
Sh27065_2R
Sh27065_3F
Sh27065_3R
Sh27065_4F
Sh27065_4R
Sh27522_1F
sh27522_1R
Sh27522_2F
Sh27522_2R
Sh27522_3F
Sh27522_3R
Sh27522_4F
Sh27522_4R
Sh27522_5F
Sh27522_5R
Sh27522_6F
Sh27522_6R

Sekvence primeru (5°'— 3°)

CAAGACAACCAAAGCAAGCA
ACAGGCACCAAAATCGAAAC
TGGTCTTGGAGCTCTGTGTG
CCATCTTGCACATGATCGTC
TGCCGTTCATGTACCACAGT
TAGTTTCCAGATGCCCTTGG
GCATGTGCGAGAGTGACATT
CGATTCGGTAAGACGTCCAT
GTTCAGATGCGCTCACAAAA
TTTGGTGCTTGTCATGGTGT
CAAGTTACCTTCGCCTGCTC
CGCAGAAACATGTGAGGCTA
CCCCTATTGTTCTCCTGCAA
TAAGGCCAAAGCCATACACC
GAAGAGCACTTGGACCTTGC
TTCTGCTCTTGCTTTGCTCA
GGGAAGGGACTCAGCATGTA
ACCCTAGGGAAACAGGAGGA
GGTGTTTTGAAGGCCTGTGT
CAATGCCAACAAAACGAATG
ATGCATCAGCAAAGCAACAG
CCTTTGGATGGAGGGGTTAT
TTCAGGCACGAAACAGACAG
CTCGTTCAAAACGTCAGCAA
GCATACGGTTTCTTGCCATT
GCGTTGCAAAGTCTCAATCA
ATGGAAACCCAGCACTTACG
TTCCTTACGCAGAGGCAAGT
AGGCAGTTGCTTCGTCAGAT
AGAGTCGTCGACCCAAGCTA
GTCCAGGCACAACTTGGATT
ATGGCACAACACAAGGACAA
CCTTCATCTTCGTCCTCCTG
AACTTTTCAGCCAAGCTCCA
GGAGCTTGGCTGAAAAGTTG
TGGATGTCTGAGTGCTTTGC

Teplota
nasedani
primeri
°C)
X
64
61
63
60

60

60

60

60

60

60

60

63

60

65

60

Velikost
produktu

2714

3172

2884

2887

3936

2704

3432

3082

2971

3988

3591

3966

3936

3601

3296

3863

3094

3805

55



Pokragovani piilohy 2: Seznam primert pro jednokopiové sondy. Cervené vyznacené sondy byly z analyz

vyfazeny.

Sonda

Sh11575

Sh8129

Sh3340

Sh27681

Primer

Sh11575_1F
Sh11575_1R
Sh11575_2F
Sh11575 2R
Sh11575_3F
Sh11575_3R
Sh11575_4F
Sh11575_4R
Sh11575 5F
Sh11575 5R
Shs129_1F
Sh8129_1R
Sh129 2F
Sh8129 2R
Sh8129_3F
Sh8129 3R
Sh8129 4F
Sh8129 4R
Sh3340_1F
Sh3340_1R
Sh3340_2F
Sh3340_2R
Sh3340_3F
Sh3340_3R
Sh3340_4F
Sh3340_4R
Sh27681_1F
Sh27681_1R
Sh27681_2F
Sh27681_2R
Sh27681_3F
Sh27681_3R
Sh27681_4F
Sh27681_4R
Sh27681_5F
Sh27681_5R

Sekvence primeru (5'— 3°)

CGAAATCTCCAAATCCCAGA
GATTTCAGGTGCCCGATAGA
TCAGCGAGAGATCAACATGC
TACGTGCTTCCTTGCTTCCT
AGAAACCGGTCCAAGTGTTG
CGCTACCCAAACTTCACCAT
GCTCCGTGTTGTAACGGAAT
GGTTAGGTGTGCAGCCATTT
AGAACGTCAGGGATCACACC
CAGTACTGAGCGGCAATGAA
CACCACCAAAATCTCGTCCT
GTGATGTTGGCCCTTTGAGT
GCAGGTCACAGACAGCACAT
GAGGCTTCCAACTGCAGAAC
TGTGGTGGCCATGTTAAGAA
AATGTGGGGAGTGTTCTTGG
ACCACAATGCCAGTGACAAA
GGAGCATGTGAGCTGTTCAA
GGCATGACTACGTGGGAACT
TTCACTGAGAAACGGCTCCT
GCTTCCCCCATTATTTCCAT
GGGTGTGGACAGGAGGACTA
GTGAACACCATGCACAGACC
GCCACTAGCGAAAAAGCATC
ATGGCAATTTGGGCACTAAG
GTTGACATTCTGCAGCCTCA
GTAGCTTTGAGGCCAACGAG
TCTTGGGAGGATGAGAATGG
CAAACACACACTCCCCACAG
ACGTTCAGCTCTGGAATGCT
TTTCTCGCTTTGACACATGC
TGCAAGCTCACCAGAATCAC
GTTGTCGACATTGGGGTCTT
GTCCAGCTCCAGGTTGATGT
CATGCTTTGACTCGCCACTA
CTGGTCAGCATGGAGTGCTA

Teplota

nasedani

primeri

O

60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
55
55
64
60
64
60

56

60

Velikost
produktu

2869

3042

3077

3834

3467

2910

3942

2818

2945

3888

3643

3298

3003

3568

2853

3563

2780

2804

56



