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1 ÚVOD 

Malování chromozomů je metoda umožňující vizualizaci chromozomálních úseků nebo celých 

chromozomů pomocí fluorescenční in situ hybridizace a lze j i tak využít k identifikaci 

jednotlivých chromozomů v karyotypu. K identifikaci jednotlivých chromozomů napomáhají i různé 

druhy chromozómově specifických sond, kam patří sondy pro ribozomální geny, satelity nebo 

transpozóny. K malování chromozomů u rostlin lze využít chromozómově specifických B A C klonů, 

kdy je možné izolovat a poté fluorescenčně naznačit B A C klony jdoucí kontinuálně za sebou a pokrýt 

tak ramena vybraných chromozomů. Tato metoda je však pracná a lze j i provést jen u druhů s nízkým 

počtem repetitivních sekvencí v genomu. Alternativou je relativně nová metoda zvaná oligo painting 

FISH, která j e založena na in silico identifikaci velkého množství krátkých, chromozómově specifických 

oligomerů. Následuje syntéza a fluorescenční značení identifikovaných oligonukleotidů, které jsou 

využívány jako sondy pro FISH analýzu. Metodu lze aplikovat na velké spektrum rostlinných druhů 

včetně banánovníku (Musa spp.). 

Banánovník (Musa spp.) je jednoděložná bylina, jejíž původ je v jihovýchodní Asi i . Jedná 

se o hospodářsky významnou rostlinu, jelikož se její plody vyvážejí do celého světa. Banánovník 

je náchylný na nejrůznější patogeny, neboť se jedlé kultivary rozmnožují výhradně vegetativně 

a vznikají tak bezsemenné a sterilní rostliny. Řešením je šlechtění nových kultivarů odolným vůči 

nemocem, k čemuž je nutné znalost struktury genomu banánovníku a objasnění jeho původu. 

Fluorescenční in situ hybridizace s využitím nej různějších sond jsou v tomto směru velmi užitečné. 

Předložená bakalářská práce využívá metody FISH ke studiu struktury genomu Musa spp., přičemž 

analýza byla zaměřena na mezidruhové klony banánovníku vzniklé přirozeným křížením mezi planě 

rostoucími diploidními druhy Musa acuminata a Musa textilis. 

1 



2 CÍLE PRÁCE 

1) Vypracování literárního přehledu o metodách studia malování chromozomů u rostlin, 

jejich vývoji a možných aplikacích s důrazem na banánovník (Musa spp.). Dále je popsáno 

taxonomické zařazení, původ jedlých typů banánovníku a cytogenetická charakterizace genomu 

banánovníku. 

2) Příprava preparátů mitotických metafázních chromozomů a fluorescenčně značených sond. 

4) Analýza genomového složení vybraných mezidruhových klonů banánovníku vzniklých 

přirozeným křížením mezi planě rostoucími druhy M. acuminata a M. textilis metodou 

fluorescenční in situ hybridizace. 

5) Analýza variability repetitivních sekvencí specifických pro T genom banánovníku 

pomocí Sangerova sekvenování a následné bioinformatické analýzy. 

6) Vyhodnocení získaných dat a sepsání experimentální části bakalářské práce. 



3 LITERÁRNÍ PŘEHLED 

3.1 Metody studia chromozomů u rostlin 

3.1.1 Pruhování chromozomů 

Pruhování chromozomů je metoda umožňující rozlišit jednotlivé chromozomy v rámci karyotypu dané 

rostliny. Každý chromozom v karyotypu vykazuje charakteristické pruhy, které tvoří vysoce 

kondenzovaný heterochromatin. Heterochromatin je kvůli své vysoké kondenzaci snadno barvitelný 

a obsahuje transkripčně neaktivní oblasti. Zbylé slabě obarvené úseky jsou tvořeny rozvolněným 

euchromatinem, který je transkripčně aktivní. Kromě identifikace jednotlivých chromozomů metoda 

umožňuje sledovat také translokace nebo delece (Bickmore, 2001). 

První objevenou pruhovací technikou je Q-pruhování. Tato metoda využívá fluorescenčního barviva 

chinakrinu, které patří mezi AT-specifické fluorochromy. Vzniklé tmavé pruhy odpovídají oblasti 

vysoce kondenzovaného heterochromatinu. Vizualizace se provádí pomocí fluorescenčního 

mikroskopu. Při G-pruhování jsou chromozomy vystaveny působení trypsinu, který odstraňuje některé 

proteiny asociované s chromozomy. Následuje aplikace Giemsova barviva. Tmavé pruhy tvoří vysoce 

kondenzovaný heterochromatin, stejně jako u Q-pruhování. Další technikou je R-pruhování, kde 

aplikaci Giemsova barviva předchází inkubace preparátu v horkých roztocích pufrů. Výsledkem 

je barvení genově bohatých úseků chromatinu, tedy euchromatinu. Jedná se o opak G-pruhování a Q-

pruhování. C-pruhování slouží k vizualizaci repetitivních oblastí, především centromery a telomery. 

Provádí se inkubací preparátu v roztoku hydroxidu barnatého s následným barvením pomocí Giemsova 

barviva (Moore et Best, 2001; Snustad et al, 2017). 

Pruhovací techniky umožňují odhalit pouze velké chromozómové přestavby (Lee et al., 2001). U rostlin 

je metoda užitečná pouze u druhů s velkým podílem repetitivních sekvencí a s velkými genomy, 

jako je rýže a pšenice (Gill et Kimber, 1977). 

3.1.2 In situ hybridizace (ISH) 

In situ hybridizace (ISH) je metoda využívající D N A sondy specifické k určité oblasti genomu. Nejprve 

dochází k denaturaci značené sondy s komplementárním úsekem DNA. Po denaturaci je sonda 

hybridizována s úsekem DNA, který vykazuje vysokou homologii. Dále je navázaná sonda detekována 

(viz níže). Nasedání a denaturace dvouvláknových úseků je ovlivněna mnoha faktory, jakým je teplota, 

koncentrace solí, pH, vlastnosti sondy a cílové molekuly (DNA). Jsou známy dva typy značení sond 

a tím je radioaktivní a neradioaktivní značení (Jin et Lloyd, 1997). 
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Radioaktivní (izotopové) značení sond využívá nejčastěji 3 H , 3 5 S, 1 2 5 I , 3 2 P a v také 3 3 P. Vizualizace 

je u takto značených sond rentgenovým filmem nebo autoradiografickou emulzí (Wilcox, 1994). Dnes 

je radioaktivní značení často nahrazeno značením využívající neradioaktivní látky (Jin et Lloyd, 1997). 

Neradioaktivní (neizotopové) značení je v dnešní době hojně využívané. K nejběžnějším 

neradioaktivním značením se využívá biotin, digoxigenin, fluorescein, alkalická fosfatáza nebo 

bromdeoxyuridin (BrdU). Nejprve byly využívány sondy značené molekulou biotinu. Při přípravě sondy 

dochází k inkorporaci biotinylovaného dUTP. Hybridizační signály s biotinylovanými sondami lze 

detekovat přidáním avidinu nebo streptavidinu konjugovaného s alkalickou fosfatázou, křenovou 

peroxidázou nebo částicemi koloidního zlata (Rayburn et Gi l l , 1985). Později se začaly sondy značit 

také digoxigeninem, jehož signály lze vizualizovat pomocí antidigoxigeninové protilátky konjugované 

s alkalickou fosfatázou nebo křenovou peroxidázou. ISH nukleových kyselin byla poprvé popsána 

v roce 1969 (Gall et Pardue, 1969). Od té doby bylo vyvinuto mnoho variant, mezi které se řadí také 

fluorescenční in situ hybridizace (Wilkinson, 1993; Egger et cd., 1994; Wilcox, 1993). 

3.1.3 Fluorescenční in situ hybridizace (FISH) 

Fluorescenční in situ hybridizace (FISH) je v cytogenetice a molekulární genetice velmi oblíbenou 

metodou. Metoda nabízí výrazné zrychlení a zjednodušení procesu hybridizace. Principem 

fluorescenční in situ hybridizace je navázání specifického úseku D N A s fluorescenčně značenou 

sondou, která je komplementární k danému úseku DNA. Navázání, tzv. hybridizaci, předchází krátká 

denaturace vláken D N A a sondy (obrázek 1). Následná inkubace ve vlhkém prostředí při teplotě 37 °C 

umožní specifické hybridizaci sondy s komplementárním úsekem DNA. 
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Obrázek 1: Schéma fluorescenční in situ hybridizace (Převzato s úpravami z Brammer et ah, 2013) 

Značení pomocí fluorescenčních sond j e dosažena kovalentní vazbou s fluorochromem (Gali et Pardue, 

1969). Excitační a emisní vlnové délky fluorochromů jsou různé, což umožňuje použití několika sond 

najednou (Nederlof et ah, 1989). Sondy jsou přímo značeny fluorochromy, jako je např. fluoresceinem, 

nebo značeny nepřímo hapteny - biotinem/digoxigeninem a následně detekovány přidáním avidinu nebo 

streptavidinu spřaženého s fluorochromem. Signály jsou detekovány fluorescenčním mikroskopem. 

Metoda umožňuje zachycení fluorescenčních signálů pomocí speciálních CCD kamer a následnou 

analýzu digitálními zobrazovacími systémy (Wilkinson, 1993; Gray et al, 1994). 

3.1.3.1 Využití repetitivních DNA sekvencí jako sond pro FISH u rostlin 

Jako sondu pro FISH je možné využít několik různých typů sekvencí. Bežnejšou využívány tandemově 

se opakující sekvence ribosomálních genů (rRNA). 5S a 45S rDNA byly úspěšně mapovány u mnoha 

rostlin jako pšenice (Triticum aestivum) a ječmen (Hordeum vulgare) (Mukai et al., 1990; 

Leitch et Heslop-Harrison 1992). Jedná se o vysoce konzervované geny vyskytující se u všech eukaryot 

(Appels et al, 1980). Geny pro ribosomální R N A jsou v genomu uspořádány tandemově, čítající 

250 až 22 000 kopií (Rogers et Bendlich, 1987). 
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Ribosomální D N A se soustřeďuje ve dvou lokusech, kterými jsou 5S a 45S rDNA. Jednotka 45S rDNA 

rostlin se skládá z genů pro 18S, 5.8S a 26S rRNA. Jak je patrné z obrázku 2 níže, tyto geny 

jsou navzájem odděleny vnitřními transkribovanými mezerníky (ITS). Jednotlivé 45S rDNA 

jednotky jsou potom odděleny dlouhým intergenovým mezerníkem (IGS) (Hřibová et al, 2010). 

Obrázek 2: Jednotka 45S rDNA se skládá z genů pro 18S, 5.8S a 25S rRNA. Geny jsou navzájem odděleny 

vnitřními transkribovanými mezerníky (ITS1 a ITS2). 45S rDNA jednotky jsou od sebe odděleny dlouhým 

intergenovým mezerníkem (IGS) (Převzato s úpravami: Rodrigues et al, 2017). 

Repetitivní D N A je členěna podle její organizace v genomu na rozptýlenou nebo tandemově 

organizovanou. Rozptýlené sekvence jsou tvořeny především satelity, mobilními elementy 

a transpozóny. Rozptýlené i tandemové repetice jsou taktéž oblíbenými sondami pro FISH, jelikož 

poskytují chromozómově nebo druhově specifický signál (Jiang et Gi l l 1994). Byly úspěšně použity 

při studiu kukuřice, kostřavy nebo pšenice (Koo et al., 2016; Křivánková etal., 2017; Rubán et Badaeva, 

2018). 

3.1.3.2 Genomová in situ hybridizace (GISH) u rostlin 

Genomová in situ hybridizace (GISH) je metoda využívající genomovou D N A jednoho z rodičů jako 

sondu, čímž umožňuje odlišit rodičovské chromozomy u mezidruhových hybridů. Hybridizace značené 

genomové sondy je způsobena přítomností genomově specifických repetitivních sekvencí DNA. Jsou-li 

dva genomy blízce příbuzné a sdílejí většinu repetitivních sekvencí DNA, pak se odlišení těchto genomů 

stává obtížné (Durnam et al., 1985; Pinkel et al, 1986). 

Pomocí GISH se podařilo odlišit genomy ječmene {Hordeum vulgare a Hordeum bulbosum), ovsa 

a dalších rostlinných druhů (Anamthawat-Jonsson et al. 1993; Jellen et al., 1994). Dále je GISH úspěšně 
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využívána v analýze chromozómové struktury alopolyploidních druhů. Poskytuje důležité informace 

o evoluci genomu a vzniku alopolyploidních druhů (Jiang et Gil l 1994a). GISH lze využít ve studiu 

párování homoeologních chromozomů (King et al, 1993). 

Chromozomální přestavby byly s využitím GISH objeveny u kříženců tabáku {Nicotiana tabacum) nebo 

ovsa (rod Avena) (Kenton et al, 1993; Jellen et al, 1994). Druhově specifická chromozomální 

translokace byla pozorována u Triticum timopheevii, Triticum turgidum a Triticum aestivum 

(Naranjo et al, 1987; Jiang et Gi l l 1994a). 

3.1.3.3 Jednokopiové B A C klony jako sondy pro FISH 

Jednou z možností identifikace jednotlivých chromozomů je využití jednokopiových fragmentů D N A 

klonovaných ve vektoru B A C (bacterial artificial chromosome), které jsou následně použity jako sondy 

pro FISH (Hanson et al, 1995). B A C knihovny pro určitý druh se skládají z D N A klonů nesoucích 

inzerty o velikostech 70 - 200 kb (Vilarinhos et al, 2002). Na rostlinných mitotických chromozomech 

lze detekovat signály o minimální velikosti 10 kb (Valárik et al, 2004). B A C FISH byla úspěšně 

aplikována na rostliny s malými genomy. Tyto rostliny obsahovaly pouze malý podíl repetitivních 

sekvencí. Výsledky byly zaznamenány u čiroku, rýže, bavlny, pšenice, rajčat a brambor 

(WooetaL, 1994; Jiang et al, 1995; Hanson et al, 1995; Dong et al, 2000; Song et al, 2000; 

Zhang et al, 2004). 

Lysák et al. (2001) využil chromozómově specifických B A C (Bacterial Artificial Chromosome) klonů 

u Arabidopsis thaliana pro malování jednotlivých chromozomů, tzv. B A C FISH metoda. Sestavením 

velkého množství B A C klonů jdoucích kontinuálně za sebou se podařilo pokrýt celé rameno 

chromozomu. Po izolaci a fluorescenčnímu naznačení těchto klonů byla poté získána sonda pokrývající 

celé chromozomální rameno. Nicméně funkčnost této metody je podmíněna malým podílem repetitivní 

D N A v genomu. Je tedy vhodná především pro druhy s malými genomy, které jsou z velké části tvořeny 

euchromatinem. Kromě Arabidopsis byly B A C klony úspěšně použity pro malování chromozomů 

u Brachypodium distachyon (Idziak et al, 2014). 

Jako sonduje možné využít také jednokopiové nebo nízkokopiové geny. Mezi studie, které se věnovaly 

mapování jednokopiových sekvencí, patří T-DNA v Crepis capillaris, gen pro legumin v hrachu 

(Pisum sativum) nebo gen P-tubulinu ve vojtěšce (Ambros et al, 1986; Simpson et al, 1988; 

Schaffeí al, 1990). 
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3.1.3.4 Oligo painting u rostlin 

Metoda malování (painting) chromozomů využívá sondy, které jsou vytvořeny ze sekvence celého 

chromozomu. Chromozomy pro tvorbu sond jsou získány tříděním průtokovou cytometrií nebo 

mikrodisekcí (Pinkel et al, 1988). Umožňuje identifikovat velké úseky nebo celé chromozomy. Metoda 

byla široce využívána v cytogenetice savců i člověka, nicméně u rostlin nebyla použitelná kvůli 

repetitivní DNA, která je u rostlin rozprostřena napříč celým genomem (Ferguson-Smith, 1997; 

Schubert et al, 2001). Jedinou možností bylo využití metody B A C FISH u A. thaliana a B. dystachyon 

pro malování rostlinných chromozomů (Lysák et al., 2001; Idziak et al., 2014). 

Technický pokrok v syntéze D N A umožnil de novo syntézu tisíců oligonukleotidů (45-50 bp), které 

mohou být po naznačení použity jako chromozómově specifické sondy pro FISH. Metoda nazvaná oligo 

painting FISH je založena na in silico identifikaci velkého množství krátkých, chromozómově 

specifických (unikátních) oligomerů. In silico analýza sloužící k identifikaci oligomerů pokrývajících 

specifické oblasti genomu může být provedena pomocí softwaru Chorus, který byl k tomuto účelu 

vytvořen, nebo pomocí dalších bioinformatických nástrojů (Han et al., 2015). Následuje syntéza těchto 

krátkých oligonukleotidů a fluorescenční značení, což umožňuje jejich použití jako fluorescenční sondy 

pro následnou FISH analýzu. Metoda byla úspěšně využita k malování celých chromozomů a analýze 

genomového uspořádání u mnoha rostlinných druhů včetně okurky seté, čeledi lipnicovité a lilkovité, 

jahodníku, orlíčku velkokvětého, bramboru, rýže, topolu, cukrové třtiny a kukuřice (Han et al., 2015; 

Qu et al, 2017; Braz et al, 2018; Filiault et al, 2018; He et al, 2018; Hou et al, 2018; 

Meng et al, 2018; Albert et al, 2019; do Vale Martins et al, 2019; Song et al, 2020; do Vale Martins 

et al, 2021). Genom kukuřice se z velké části skládá z repetitivních sekvencí DNA, které pocházejí 

z různých mobilních elementů. Sondy navržené pro všech 10 chromozomů kukuřice vykazovaly 

vysokou specificitu, což dokazuje účinnou eliminaci repetic během selekce oligomerů pomocí softwaru 

Chorus (Albert et al, 2019). 

K identifikaci chromozomů brambor a příbuzných druhů rodu Solanum spp. byl vyvinut tzv. oligo FISH 

barcode systém. Pro tuto metodu byly sestaveny dvě oligo sondy. Sondy byly navrženy z jedné nebo 

více oblastí na každém chromozomu. Při FISH analýze signály ze dvou sond připomínají „čárový kód", 

který identifikuje každý z 12 chromozomů bramboru. Stejný čárový kód (barcode) lze použít 

k identifikaci 12 homeologních chromozomů mezi vzdáleně příbuznými druhy rodu Solanum spp., 

včetně rajčat a lilku (Braz et al, 2018). 
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3.2 Malování chromozomů u čeledi banánovníkovité (Musaceae) 

3.2.1 Taxonomie čeledi Musaceae 

Banánovník je jednoděložná bylina pocházející z jihovýchodní Asie, která je považována za centrum 

jeho primární diverzity. Banánovník se odtud dále rozšířil do tropických a subtropických oblastí celého 

světa (Karamura et Karamura, 1995). Taxonomická klasifikace řadí banánovník do říše Plantae 

(rostliny), oddělení Magnoliophyta (krytosemenné), třídy Liliopsida (jednoděložné), řádu Zingiberales 

(zázvorníkotvaré) a čeledi Musaceae (banánovníkovité) (www.biolib.cz). Musaceae je malá čeleď, 

která se rozčleňuje do tří rodů: Ensete, Musa aMusella (Wu et Kress, 2001). Nejpočetnější z těchto rodů 

je Musa, čítající přibližně 75 druhů, přičemž Ensete (x = 9) a Musella (x = 9) jsou zastoupeny pouze pár 

druhy. Podle základního chromozómového čísla (x) a morfologie rostliny je rod Musa rozdělen do čtyř 

sekcí: Eumusa (x = 11), Rhodochlamys (x = 11), Australimusa (x = 10) a Callimusa (x = 9, 10) 

(Cheesman, 1947). Argent (1976) vyčlenil pátou sekci, kterou nazval Ingentimusa. Tato sekce obsahuje 

pouze jeden druh Musa ingens, který má nejnižší základní chromozómové číslo (x = 7). 

Nejpočetnější sekcí je Eumusa, patří zde nej významnější plané druhy M. acuminata Colla (2n = 2x = 22, 

genom A), M. balbisiana Colla (2n = 2x = 22, génom B) a nejběžnější jedlé typy banánovníku, které 

vznikly mezidruhovou nebo vnitrodruhovou hybridizací těchto planých druhů (Simmonds et Shepherd, 

1955). M. acuminata je členěna do celkem 9 poddruhů, kterými jsou banksii, burmannica, 

burmannicoides, errans, malaccensis, microcarpa, siamea, truncata, a zebrina (Perrier et al., 2011). 

Sekce Eumusa je fylogenetický blízce příbuzná sekci Rhodochlamys, jejíž druhy jsou pěstovány 

především jako okrasné rostliny (Wong et al., 2002). Sekce Australimusa zahrnuje M. textilis 

(2n = 2x = 20, genom T), která je pěstována pro svá vlákna, a také jedlé kultivary nazývané Fe'i 

(MacDaniels, 1947). Callimusa je nejvíce variabilní sekcí. Druhy, které se k této sekci řadí, se liší 

základním chromozómovým číslem x = 9 nebo x = 10 (Cheesman, 1947; Čížková et al., 2015). 

3.2.2 Původ jedlých typů banánovníku 

M. balbisiana a zmíněné poddruhy M. acuminata se podílely na vzniku většiny jedlých kultivarů 

banánovníku. Jedlé kultivary jsou partenokarpické, tedy bezsemenné, a rozmnožují se pouze 

vegetativně. Hlavními pěstovanými skupinami jsou diploidní (AA, AB) a triploidní kultivary (AAA, 

A A B a ABB) , nicméně ve šlechtitelských programech vznikly také tetraploidní kultivary ( A A A B , 

A A B B ) (Cheesman, 1947; Simmonds et Shepherd, 1955). 

Plody banánovníků s genomovou konstitucí A A A se označují jako sladké banány „dessert bananas". 

Tyto plody jsou konzumovány syrové. Hned po citrusech jsou druhou nej vyváženější plodinou světa. 

Dříve se jednalo o skupinu Gros Michel, která však byla zdemolována panamskou nemocí. Dnes je Gros 

Michel nahrazena skupinou Cavendish, která je však vůči virovým a plísnovým chorobám také stále 
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náchylnější (Gowen, 1995). Rychlé šíření chorob je zapříčiněno vegetativním rozmnožováním. Dochází 

ke vzniku geneticky identických klonů, které jsou sterilní. (Hřibová et al, 2008). Pro efektivní pěstování 

nových kultivarů odolných vůči chorobám je třeba prohloubit znalosti o struktuře genomu Musa 

a o původu kultivovaných klonů (Valárik et al, 2002). 

Další významnou skupinu tvoří škrobové banány „cooking bananas" s genomovou konstitucí A A B 

(plantainy), A B B nebo A A A (East Afričan Highland bananas). Zmíněné skupiny jsou pěstovány pro 

lokální spotřebu, která tvoří 90% celkové produkce. Tyto banány se zpracovávají vařením 

nebo fermentací. V rozvojových zemích jsou hlavním zdrojem obživy pro milióny lidí (Gowen, 1995; 

Horry et Jay 1988; Lebot et al, 1993). Využívány jsou také listy banánovníku, které slouží k balení 

potravy, k výrobě provazů nebo jako krmivo pro zvířata (Stover et Simmonds, 1987). Triploidní 

kultivary A A B a A B B vznikly mezidruhovým křížením mezi diploidním druhem M. acuminata ssp. 

nebo M. balbisiana a mezidruhovým A B hybridem. (Perrier et al, 2011). 

Na mezidruhové hybridizaci jedlých kultivarů se v menší míře podílí také M. schizocarpa 

(sekce Eumusa, 2n = 2x = 22, genom S), která hrála roli např. při vzniku banánovníků východoafrické 

vysočiny (EAHB, East Afričan Highland bananas, genom A A A ) (Němečková et al, 2018). Další jedlou 

odrůdu tvoří skupina Fe'i (sekce Australimusa, 2n = 2x = 20) (Hřibová et al, 2008). Plody Fe'i 

jsou charakteristické oranžové barvy, která je dána vysokým obsahem karotenoidů 

(Englberger et al, 2006). K mezidruhové hybridizaci došlo také mezi vzdáleně příbuznými druhy 

M. acuminata (sekce Eumusa, genom A) a M. textilis (sekce Australimusa, genom T). Touto cestou 

vznikly A * T klony (D'Hont et al, 2000). 

3.2.3 Cytogenetická charakteristika banánovníku 

Mimo výše popsanou taxonomii banánovníku k základním charakteristikám druhu patří také velikost 

jaderného genomu. Ta je důležitá při analýzách jeho struktury. Velikost genomu je měřena pomocí 

průtokové cytometrie, která se využívá také k analýze ploidie nebo buněčného cyklu. Průtoková 

cytometrie je založena na detekci fluorescenčního signálu, který je emitován D N A obarvenou 

fluorochromem. Jádra obarvená fluorochromem protékají celou průtokového cytometru jedno 

za druhým, což umožňuje laserům o specifických vlnových délkách měřit intenzitu fluorescence D N A 

každého jádra. Velikost jaderného genomu je charakterizována C-hodnotou (udávána v pg). Hodnota 

1C je rovna množství D N A v jedné haploidní sadě chromozomů před replikací D N A 

(Doležel et al, 2003). 

Jaderný genom rodu Musa je poměrně malý. Velikost genomu sekce Eumusa byla stanovena 

na 600 Mbp (1C). 1C hodnota u M. balbisiana (genom B) byla stanovena na 552 Mbp a velikost 

M. acuminata (genom A) se podle kultivaru/poddruhu pohybovala mezi 593 a 607 Mbp/ lC 

(Doležel et al. 1994; Lysák et al, 1999). Tyto rozdíly v obsahu jaderné D N A jsou způsobeny odlišným 
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množstvím repetitivní D N A (Moore et al, 1993). Bartoš et al. (2005) změřil obsah D N A 

u M. schizocarpa (genom S), přičemž výsledná velikost byla 673 Mbp/ lC. Velikost genomu M. textilis 

(genom T) byla 701 Mbp/ lC. Čížková et al. (2015) studovala velikost genomu sekce Callimusa 

pohybující se mezi 680 a 867 Mbp/ lC. Pozorovala tak negativní korelaci mezi velikostí jaderného 

genomu (1C) a základním chromozómovým číslem (x). Druhy náležící k sekci Callimusa mají největší 

genomy ze všech banánovníků, ale zároveň nejmenší základní chromozómové číslo, které je pouze x = 9 

nebo x = 10. 

Soubor chromozomů v jádře je označován jako karyotyp. Jedná se o další důležitou charakteristiku 

druhu, která je dána počtem a morfologií chromozomů. Počet chromozomů závisí na sekci a druhu 

banánovníku. Pohybuje se mezi 9 a 11 chromozomy v haploidním genomu. Metafázní chromozomy 

Musa jsou metacentrické nebo submetacentrické a vysoce kondenzované. Chromozomy mají stejný tvar 

a velikost, která se pohybuje mezi pouhými 1 až 2 um (Doležel et al. 1998). Jak již bylo zmíněno, 

velikost jaderného genomu j e přibližně 600 Mbp, což znamená, že velikost průměrného chromozomu j e 

okolo 50 Mbp D N A (Doležel et al. 1994). Tyto faktory mají za následek, že nelze jednoznačně určit 

polohu centromery (primární konstrikce). Nelze tak od sebe mnohdy jednoznačně rozlišit dlouhé 

a krátké rameno chromozomu. Snadno lze ale lokalizovat sekundární konstrikci, která koresponduje 

s ploidií banánovníku, a slouží tak jako důležitý morfologický znak k odlišení chromozomu. Sekundární 

konstrikce obsahuje oblast nesoucí geny pro 45S rRNA. Je lokalizována na konci krátkého raménka 

jednoho páru chromozomu a odděluje satelit. Problémem je, že se satelit během přípravy metafázních 

preparátů od chromozomu často ulomí a zcela oddělí. Tento ulomený fragment pak může být chybně 

považován za další chromozom. (Doleželová et al. 1998). 

Pro šlechtění nových odrůd banánovníku je důležité identifikovat jednotlivé chromozomy v karyotypu 

a identifikovat jejich případné přestavby v genomu (Doležel et al. 1998). Zmíněné faktory značně 

ztěžovaly použití klasických molekulárních cytogenetických metod. Metoda pruhování chromozomů, 

která umožňuje identifikovat jednotlivé chromozomy u rostlinných druhů s velkými genomy bohužel 

u banánovníku nebyla použitelná (Greilhuber, 1977; Schubert et al, 2001). 

3.2.4 F l u o r e s c e n č n í in situ hybridizace u b a n á n o v n í k u 

3.2.4.1 Geny pro ribozomální rRNA 

Pomocí sondy pro 45S rRNA geny je možné rozpoznat sekundární konstrikci, která je u diploidních 

druhů banánovníku lokalizovaná na krátkém raménku jednoho páru chromozomů (obrázek 3) 

(Doleželová et al, 1998). Sekundární konstrikce obsahuje oblast nesoucí organizátor jadérka (NOR). 

45S rRNA geny se u diploidních druhů nachází na dvou chromozomech, u triploidů na třech 

a tetraploidních druhů na čtyřech chromozomech. Odpovídají tedy ploidii rostliny 

(Doleželová et al, 1998; Osuji et al, 1998; Bartoš et al, 2005; Čížková et al, 2013). 
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Obrázek 3: Fotografie mitotických metafázních chromozomů Musa. Chromozomy byly vizualizovány pomocí 

DAPI. Měřítko = 5 um. Fotografie jsou zobrazeny v bíle pseudo barvě. Šipky znázorňují pozici sekundární 

konstrikce. (A) M. acuminata ssp. burmannicoides ITC 0249 (2n = 2x = 22), sekce Eumusa; (B) M. laterita 

ITC 1575 (2n = 2x = 22), sekce Rhodochlamys; (C) Ar. maclayi ITC 1207 (2n = 2x = 20) sekce Australimusa; (D) 

Ar. beccarii ITC 1070 (2n = 2x = 18) sekce Callimusa. (převzato z Simoníková eŕ al., 2022) 

Vysoce konzervovaná jednotka 5S rDNA je u A A genotypů lokalizována na čtyřech 

až šesti chromozomech, u BB genotypů většinou na šesti chromozomech. Dále bylo pozorováno, že 45S 

rDNA a 5S rDNA se nenacházejí na stejných chromozomech. Počet 5S rDNA lokusů je v rámci různých 

druhů Musa značně variabilní v porovnání s 45S rDNA (Doleželová et al, 1998; Osuji et al, 1998; 

Čížková et al, 2013; Němečková et al, 2018; Simoníková et al, 2019). 5S rDNA a 45S rDNA 

jsou velice užitečnými cytogenetickými markery pro identifikaci chromozomů a přispěly k porozumění 

evoluce a variability genomů u zástupců rodu Musa (Osuji et al. 1998). 

Valárik et al (2002) sestavil částečné genomické knihovny M. acuminata a M. balbisiana, u kterých 

byl proveden skríning pro klony obsahující repetitivní sekvence, mobilní elementy a rDNA. 

Klon pojmenovaný Radkal je homologní s 26S rDNA genem rýže, který je přítomen v genomu mnoha 
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rostlin. Pomocí tohoto klonu je po FISH možné odlišit sekundární konstrikci. Klon Radka 7 je 543 bp 

dlouhý fragment homologní s 26S rDNA genem rýže. Taktéž je lokalizovaný na organizátoru jadérka 

se signálem na jednom páru chromozomů u diploidních druhů. Tento klon však není homologní ke klonu 

Radka 1. Klon s názvem Radka 2 je homologní s 5S rDNA genem rýže. 

Dalším izolovaným klonem je Radka 5, který je homologní s repetitivním elementem M. acuminata. 

Tento 61 bp dlouhý segment po FISH hybridizuje v centromerické oblasti na všechny chromozomy 

M. acuminata. Síla signálu u M. balbisiana je asi 3Okřát nižší než u M. acuminata, což značí velkou 

variabilitu v sekvenci DNA. Klon Radka 6 je tandemově organizovaná repetitivní sekvence 

lokalizovaná v centromerické oblasti všech chromozomů, síla signálu je u M. balbisiana približne 3krát 

slabší (Valárik et al, 2002). 

3.2.4.2 Repetitivní DNA sekvence - retrotranspozóny, satelity 

Jaderný genom banánovníku je z 45 % tvořen repetitivními sekvencemi, které se člení na základě jejich 

organizace v genomu na rozptýlené a tandemově uspořádané (D'Hont et al., 2012). K rozptýleným 

repeticím se řádí zejména transpozóny. Kódují proteiny, které usnadňují jejich replikaci a integraci 

do jaderného genomu (Kubiš et al, 1998). Tandemové repetice jsou složeny z nekódujících sekvencí 

organizovaných v dlouhé řetězce, které se za sebou mnohonásobně opakují (Charlesworth et al, 1994). 

Hřibová et al. (2010) ve své studii popsala repetitivní oblast genomu Musa pomocí 454 sekvenování. 

L T R retrotranspozóny tvoří významnou část genomu banánovníku. Konkrétně retrotranspozón 

Tyl/copia představuje 16 % genomu a při FISH jsou signály detekovány v (peri)centromerické oblasti 

všech chromozomů. Dalším hojně zastoupeným retrotranspozónem je Ty3/gypsy, který tvoří přibližně 

7 % genomu. Ty3/gypsy také po FISH hybridizuje v (peri)centromerické oblasti všech chromozomů. 

Retrotranspozón monkey představuje 0,2 - 0,5 % genomu. Část kopií tohoto retrotranspozónu byly 

soustředěny především v oblasti organizátoru jadérka spolu s rRNA geny. Ostatní kopie elementu však 

byly rozptýleny napříč celým genomem (Balint-Kurti etal, 2000). 

Non-LTR retrotranspozóny jsou v genomu banánovníku vzácné, přičemž nej významnější z nich 

se nazývá LINE, tvořící přibližně 1 % genomu. Signál LINE retrotranspozónu byl pozorován 

v centromerické oblasti všech chromozomů, což z něj dělá důležitý cytogenetický marker pro detekci 

primární konstrikce (Hřibová et al, 2010; Čížková et al, 2013). 

Satelitní D N A je složena z tandemově uspořádaných repetic dlouhých až několik tisíc nukleotidů. Hojně 

se vyskytuje v oblastech bohatých na heterochromatin, které jsou typické pro centromerické 

a telomerické oblasti. Lokusy bohaté na satelity typicky vykazují specifické pruhování, což usnadňuje 

identifikaci, analýzu strukturních chromozómových změn a dělá z nich užitečný cytogenetický marker. 

Jaderný genom banánovníku (Musa spp.) je na rozdíl od mnoha rostlinných druhů na satelitní D N A 

chudý. Tvoří pouze 0,3 % genomu (Čížková et al, 2013). Satelit CL33 je tandemově organizovaná 

repetice, přičemž délka opakující se jednotky je 130 bp. Signál lze pozorovat v telomerické oblasti dvou 
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párů chromozomů M. acuminata ssp. burmannicoides cv. 'Calcutta 4'. Druhým identifikovaným 

satelitem je CL18. Taktéž se jedná se o tandemově organizovanou repetici, kdy délkajednotky činí 2 kb. 

C L 18 lze detekovat v subtelomerické oblasti jednoho páru chromozomů M. acuminata ssp. 

burmannicoides cv. 'Calcutta 4' (Hřibová et al., 2010). 

3.2.4.3 Genomová in situ hybridizace (GISH) 

Další metodou, která byla využita ke studiu struktury genomu banánovníku, 

je genomová in situ hybridizace (GISH), která umožňuje identifikovat původní rodičovské 

chromozomy u mezidruhových hybridů (Jiang et Gi l l , 1994). Sonda pro GISH je připravena z celkové 

genomové D N A jednoho druhu, což pomáhá určit původ a chromozomální přestavby u rostlinných 

hybridů (Schwarzacher et al, 1992). 

GISH byla u banánovníku použita k odlišení čtyř genomů rodu Musa (A, B, S a T) (Osuji et al., 1997; 

D'Hont et al., 2000). Sonda specifická k určitému genotypu však často nehybridizuje pouze na jediný 

genotyp. Většina hybridizovaných míst obsahuje repetitivní D N A sekvence, které jsou společné pro více 

genotypů banánovníku (Osuji et al., 1997). 

M. schizocarpa (génom S) je fylogenetický blízce příbuzná s M. acuminata (genom A). M. balbisiana 

(genom B), která náleží do stejné sekce Eumusa, je těmto druhům o něco vzdálenější. Stále se však jedná 

0 blízce příbuzné druhy. Druhy spadající do sekce Australimusa jsou vzdáleně příbuzné od tří 

zmíněných druhů náležících do sekce Eumusa. (Cheesman, 1947). To může být způsobeno tím, že druhy 

ze sekce Australimusa se vyskytují v jiných geografických oblastech (Shepherd, 1999). Po GISH 

na A * T hybridech nedochází k téměř žádnému překrývání signálů, lze jednoznačně určit chromozomy 

pocházející z genomu A , resp. T. Naopak GISH u A x B a A x S hybridů není vhodná pro identifikaci 

chromozomů pocházejících z jednotlivých genomů, docházelo totiž k překrývání signálů, kdy sondy 

připravené z A i B, resp. S genomové D N A hybridizovaly po GISH na všechny chromozomy daného 

hybrida (D'Hont et al, 2000). 

Kromě hybridizace namitotických metafázních chromozomech (Osuji et al, 1997; D'Hont et al, 2000), 

lze GISH aplikovat také na meiotické pachyténní chromozomy, což umožňuje studovat párování 

chromozomů. U sterilních hybridů dochází během meiózy kromě bivalentů také k tvorbě univalentů 

1 multivalentů, a poměrně často také dochází k párování homeologních A a B chromozomů 

(Jeridi et al, 2011). 

Další nevýhodou GISH u banánovníku je, že genomické sondy nehybridizují na celé chromozomy, ale 

pouze na (peri)centromerické oblasti chromozomu. To bylo pozorováno jak u mitotických, tak 

u meiotických chromozomů (D'Hont et al, 2000; Jeridi et al, 2011). Tento jev byl pozorován u druhů 

s malými genomy, které obsahují většinu heterochromatinu blízko (peri)centromery (Kamisugi et al. 

1993; Barre et al, 1998). V distální oblasti chromozomu se nachází velmi málo repetitivních sekvencí, 
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což omezuje využití GISH pro detekci chromozomálních přestaveb, které jsou četnější na koncích 

chromozomů (D'Hont et al., 2000). 

3.2.4.4 Jednokopiové B A C (bacterial artificial chromosome) klony 

Kvůli snaze vytvořit sondy pro FISH z D N A fragmentů banánovníku klonovaných ve vektoru B A C , 

bylo selektováno osmdesát B A C klonů obsahujících nízké množství repetitivní DNA. Ty by tak 

potenciálně mohly být použity jako chromozómově specifické sondy pro FISH u banánovníku. Bohužel 

pouze jeden B A C klon s názvem 2G17 prokázal chromozómově specifický signál. B A C klon 2G17 

je lokalizovaný v subtelomerické oblasti na jednom páru chromozomů M. acuminata ssp. 

burmannicoides cv. 'Calcutta 4' v oblasti nesoucí geny pro 5S rRNA (Hřibová et al, 2008). 

Signály ostatních B A C klonů byly po FISH buď rozptýlené na všech chromozomech, nebo signál nebyl 

detekován žádný. Přítomnost rozptýlených signálů byla způsobena přítomností repetitivních sekvencí 

D N A (Hřibová et al, 2008). B A C klony, které nevykázaly žádný signál, mohou nést chloroplastovou 

nebo mitochondriální DNA, která se v malé míře v knihovnách vyskytuje (Vilarinhos et al., 2002). 

Dalším faktorem, proč FISH s některými B A C klony selhala, může být vysoce kondenzovaný chromatin 

metafázních mitotických chromozomů. Řešením by mohlo být použití méně kondenzovaných 

meiotických pachyténních chromozomů (Lysák et al, 2001). Většina B A C klonů nebyla kvůli 

přítomnosti rozptýlených repetitivních sekvencí v genomu Musa chromozómově specifická. Z toho 

důvodu B A C klony nepomohly k identifikaci chromozomů a sestavení karyotypu (Hřibová et al, 2008). 

3.2.4.5 Oligo painting FISH 

Využitím kombinací výše zmíněných typů sond (geny pro rRNA, B A C klon 2G17, repetitivní D N A 

sekvence - CL33 a C L 18) byla snaha identifikovat jednotlivé chromozomy a vytvořit tak karyotyp 

banánovníku. Ukázalo se, že dostupné sondy jsou pro identifikaci všech chromozomů nedostatečné 

(Čížková et al, 2013). Tento problém vyřešila až moderní metoda oligo painting FISH. S využitím této 

metody byl poprvé sestaven karyotyp banánovníku (obrázek 4) (Simoníková et al, 2019). 
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Obrázek 4: Idiogram tří diploidních druhů Musa náležících do sekce Eumusa (převzato z Šimoníková et al, 2019) 

(A) M. acuminata ssp. malaccensis "Pahang" (genom A) ITC 0609; (B) M. balbisiana "Taní" (genom B) 

ITC 1120; (C) M. schizocarpa "Schizocarpa" (genom S) ITC 0560; (D) schéma použitých sond. 

Šimoníková et al. (2019) připravila 19 oligo malovacích sond specifických na jednotlivé chromozomy, 

resp. chromozómová ramena banánovníku. Pro in silico identifikaci krátkých unikátních oligomerů byla 

využita referenční genomová sekvence M. acuminata ssp. malaccensis (D'Hont et al., 2012; 

Martin et al., 2016). Využitím kombinace oligo malovacích sond a dostupných cytogenetických 

markerů (tj. rDNA, B A C klon 2G17, satelity CLI8 aCL33) byl poprvé sestaven karyotyptří diploidních 

druhů banánovníku, a to M. acuminata spp. malaccensis (genom A), M. balbisiana (genom B) 

a M. schizocarpa (genom S) náležících do nej významnější sekce Eumusa. Bylo tedy prokázáno, že touto 

metodou lze studovat také blízce příbuzné druhy. Navíc bylo zjištěno, že je metoda vhodná pro detekci 

chromozomální přestaveb (translokací). Sondy mohou být detekovány jak na mitotických, tak 

na meiotických chromozomech. Při použití meiotických pachytenních chromozomů, které jsou přibližně 

padesátkrát delší, je možné detailně pozorovat chromozomální strukturu. (Šimoníková et al., 2019). 

Oligo malovací sondy připravené M. acuminata spp. malaccensis byly později použity i na dalších 

20 položek rodu Musa zahrnujících především jedlé hybridní klony a druhy, ze kterých klony vznikly 

(Šimoníková et al., 2019). 
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4 MATERIÁL A M E T O D Y 

4.1 Biologický materiál 

Pro praktickou část této bakalářské práce bylo použito 12 genotypů diploidních a triploidních klonů 

banánovníku (Musa spp.), viz Tabulka 1, získaných z International Musa Transit Centre (ITC, 

Bioversity International, Lovaň, Belgie) ve formě in vitro zakořeněných rostlin. Rostliny byly přeneseny 

do substrátu ošetřeného Basamidem a uchovávány ve skleníku. 

Tabulka 1: Seznam analyzovaných genotypů banánovníku 

ITC 
číslo 1 Rod Sekce Název položky Druh/Skupina Počet 

chromozomů Ploidie 

0079 Musa Australimusa Musa textilis 
(Abaca) textilis 40 

4x 
(genom 

T) 
2x 

0539 Musa Australimusa Musa textilis textilis 20 (genom 
T) 

0614 Musa Australimusa Musa maclayi 
type Hung Si maclayi 20 2x 

Musa peekelii 
0618 Musa Australimusa ssp. 

angustigemma 
peekelii 20 2x 

0854 Musa Eumusa x 
Australimusa Umbubu A T 21 2x 

0917 Musa Australimusa Musa peekelii 
ssp. peekelii peekelii 20 2x 

0927 Musa Australimusa Kawaputa Fe'i 20 2x 

0928 Musa Eumusa x 
Australimusa Kabulupusa A A T 32 3x 

0956 Musa Australimusa Musa lolodensis lolodensis 20 2x 

1021 Musa Australimusa Menei Fe'i 20 2x 

1213 Musa Eumusa x 
Australimusa Sar A A T 32 3x 

1716 Musa Australimusa Tongkat Langit 
Papua Fe'i 30 3x 

'Číslo přiděleno centrem International Transit Centre (ITC, Lovaň, Belgie). 
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Použité chemikálie, soupravy a roztoky 

1 Použité chemikálie 

2-mercapto-ethanol 

5x Phusion pufr 

8-hydroxychinolin 

Agaróza 

Aminoallyl-dUTP-Cy5 

Anti-dioxigenin-fluorescein isothiokyanát 

Biotin- 16-dUTP 

Blocking reagent 

Bromfenolová modř 

Celuláza Onozuka R-10 

Citronan sodný dihydrát 

Dextran sulfát 

Digoxigenin-11-dUTP 

Dihydrogenfosforečnan draselný ( K H 2 P O 4 ) 

DMSO (Dimethylsulfoxid) 

Ethanol 96% 

Ethidium bromid 

Formaldehyd 37% 

Formamid 99,5% 

Gene Ruler 100 bp D N A Ladder Plus 

Glycerol 

Hydrogenfosforečnan sodný (Na2HP04 • 12 H 2 0) 

(Fluka, kat. c. 63690) 

(New England Biolabs, kat.c. B0518S) 

SERVA, kat. c. 25368) 

Sigma-Aldrich, kat. c. A9539) 

Jena Bioscience, kat c. 86376) 

Sigma-Aldrich, kat.c. 11207741910) 

Jena Bioscience, kat c. NU-803-BIO16) 

Amersham Biosciences, kat. c. RPN418) 

Sigma-Aldrich, kat. c. B0126) 

(Yakult Honsa, kat. c. 150422-01) 

Sigma-Aldrich, kat. c. SI804) 

SERVA, kat.c. 9011-18-1) 

Roche, kat. c. 11093088910) 

Lach-Ner, kat.c. 30016-AP0) 

Lach-Ner, kat. c. 20022-CT0-M5000-1) 

Lach-Ner, kat. C.20025-A96) 

Sigma-Aldrich, kat. c. E8751) 

Sigma-Aldrich, kat. c. 252549-1L) 

Sigma-Aldrich, kat. c. 47671-1L-F) 

Fermentas, kat. c.: SM0321) 

Sigma-Aldrich, kat. c. G5516) 

Chlorid draselný (KC1) 

Chlorid horečnatý (MgCh) 

Imerzní olej Immersol 518 F 

Kyselina boritá 

Kyselina ethylendiamintetraoctová (EDTA) 

Kyselina octová 99,8% 

Methanol 99,5% 

Nukleotidy: dATP, dCTP, dGTP, dTTP, každý 

Lach-Ner, kat.c. 30067-AP0) 

Lach-Ner, kat. c. 7447-40-7) 

Finnzymes, kat. c. AB0359) 

Carl Zeiss, kat. c. 12-624-66A) 

Sigma-Aldrich, kat. c. B7660-500G) 

Sigma-Aldrich, kat. c. E5134) 

Lach-Ner, kat. c. 10047-A9B) 

Lach-Ner, kat. c. 20038-ATO) 

00mmol l - l 

V W R International, kat. c. 733- 1364) 
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Pektolyáza Y-23 (Ducheva Biochemie, kat. č. 015595.02) 

Phusion polymeráza (New England Biolabs, kat.č. M0530S) 

- Primer T3 (ATT A A C CCT C A C T A A A G G GA) 

(New England Biolabs, kat.č. 67541565) 

- Primer T7 (TAA T A C G A C T C A C T A T A G GG) 

(New England Biolabs, kat.č. 67541566) 

Pufr pro Taq polymerázu (New England Biolabs, kat.č. B7002S) 

Streptavidin Cy3 (Invitrogen, kat. č. 434315) 

- Taq D N A polymeráza (New England Biolabs, kat.č. M0209L) 

- TRIS (kat. číslo: 30009-APO) 

- Tween 20 (Sigma-Aldrich, kat. č. P2287) 

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

Xylencyanol (Sigma-Aldrich, kat. č. X4126) 

4.2.2 Použité soupravy 

BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

(Applied Biosystems, kat. č.: 4337455) 

- ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent 

(Applied Biosystems, kat. č.: 78205.ÍO.ML) 

Invisorb® spin plant mini kit (Stratec molecular, kat č. 1037100300) 

- PureLink™ PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, kat. č. K310001) 

4.2.3 Použité roztoky a jejich příprava 

0,05% 8-hvdroxvchinolin: 0,25 g 8-hydroxychinolinu - rozpustit v 500 ml deionizované vody 

v Erlenmayerově baňce - pracovat v digestoři 

0.5 mol ľ 1 E D T A (100 ml): 18,61 g E D T A rozpustit v 80 ml deionizované vody - doplnit do 100 ml -

autoklávovat - upravit pH na 8 

1 mmol ľ 1 dTTP (200 ul): smíchat 2 ul 100 mmol ľ 1 dTTP a 198 ul deionizované vody 

1 mmol ľ 1 směs dNTPs se značeným 1 mmol ľ 1 dUTP - Cy5 (50 ul): Nukleotidy zředit na 12,5 mmol T 
1 - 1,25 ul nukleotidu (100 mmol ľ 1 dATP, 100 mmol ľ 1 dCTP, 100 mmol ľ 1 dGTP, 100 mmol ľ 1 

dTTP) + 8,75 ul deionozované vody. Smíchat 1 ul 12,5 mmol ľ 1 dATP + 1 ul 12,5 mmol ľ 1 +dCTP + 

1 ul 12,5 mmol ľ 1 dGTP + 0,5 ul 12,5 mmol ľ 1 dTTP + 6 ul 1 mmol ľ 1 dUTP - Cy5 + 40,5 ul 

deionozované vody. 
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1% blokovací pufr: 0,5 g blocking reagent - rozpustit v 50 ml 4x SSC/Tween jednu hodinu při 70°C -

vyautoklávovat - rozpipetovat po 1 ml 

2 m m o ľ ľ 1 dNTPs kromě dTTP (200 ul): smíchat 4 ul 100 mmoľľ 1 dATP + 4 ul 100 m m o ľ ľ 1 dCTP + 

4 ul 100 mmol-ľ 1 dGTP + 188 ul deionizované vody 

50 m m o ľ ľ 1 fosfátový pufr obsahující 0.2% 2-mercaptoethanolu (50,1 ml): 50 ml 50 mmol-ľ 1  

fosfátového pufru (pH 7) + 100 ul 2-mercapto-ethanolu - pracovat v digestoři 

50 mmoľľ 1 fosfátový pufr: 2,267 g K H 2 P 0 4 ; 5,97 g N a 2 H P 0 4 • 12 H 2 0 - rozpustit každé zvlášť v 250 

ml deionizované vody - smíchat 175 ml Na2HPC>4 • 12 H 2 0 + 75 ml KH 2 P04 - pH upravit na 7 

50% dextran sulfát: 2,5 g dextran sulfátu rozpustit za mírného míchání v 5 ml deionizované vody 

5x TBE pufr: 54 g TPJS base + 27,5 g kyseliny borité + 20 ml 0,5 mol-ľ 1 EDTA, pH 8 - doplnit 

deionizovanou vodou do 11 

6x STOP C (10 ml): 2 ml 0,5 moľ ľ 1 E D T A + 1 ml 10% SDS + 4,3 ml 99,9% glycerolu + 5 mg 

bromfenolové modři + 5 mg xylenecyanolu - doplnit deionizovanou vodou do 10 ml 

70% ethanol (100 ml): 72,92 ml 96% ethanolu + 27,08 ml deionizované vody 

90% ethanoldOO ml): 93,75 ml 96% ethanolu + 6,25 ml deionizované vody 

Fixáž 99.8% kyselina octová: 99.5% methanol (9:1): 90 ul 99,8% kyseliny octové + 10 ul 99,5% 

methanolu - vždy připravit čerstvou fixáž 

Fixáž ethanol: kyselina octová (3:1): 15 ml 96% ethanolu + 5 ml 99,8% ledové kyseliny octové - vždy 

připravit čerstvou fixáž 

Pracovní roztok ethidium bromidu (11): 50 mg ethidium bromidu rozpustit v 100 ml deionizované vody 

- doplnit deionizovanou vodou do 11 

Roztok O.lx SSC + 2mmoľľ 1 M g 2 + - 6H 2Q: 5 ml 20x SSC + 1 ml Tween + 0,406 g chloridu horečnatého 

(hexahydrát) - doplnit vodou na 1 1 - pH upravit na 7,0 - vyautoklávovat 

Roztok 20x SSC: 175,3 g 3 mol-ľ 1 NaCl + 88,2 g 0,3 moľ ľ 1 citronan sodný (dihydrát) - rozpustit v 1 1 

deionizované vody - pH upravit na 7,0 - přefiltrovat, autoklávovat 25 min - rozlít po 500 ml 

do vyautoklávovaných lahví 

Roztok 2x SSC: 300 ml 20x SSC + 2700 ml deionizované vody - pH upravit na 7,0 - vyautoklávovat 
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Roztok 4x SSC: 600 ml 20x SSC + 6 ml Tween - doplnit deionizovanou vodou do 3 1 - pH upravit 

na 7,0 - vyautoklávovat 

Roztok 75mmol ľ 1 K C l + 7.5mmol ľ 1 EDTA: 2,796 g K C l ; 0,396 g E D T A - rozpustit každé zvlášť 

v 200 ml deionizované vody - smíchat a doplnit deionizovanou vodou do 500 ml - pH upravit na 4 

Roztok enzymů 4% celulázy a 1% pektolyázy (250 mikrozkumavek): 200 mg celulázy Onozuka R-10 

+ 50 mg pektolyázy Y-23 - rozpustit v 5 ml 75 m m o l ľ 1 K C l a 7,5 m m o l ľ 1 E D T A pufru - smíchat, 

centrifugo vat - rozpipetovat po 20 ul do 250 mikrozkumavek 

TE (TRIS-EDTA) pufr (50 ml): 500 ul I M TRIS-HC1 + 100 ul 0,5M EDTA - doplnit deionizovanou 

vodou na 50 ml - upravit pH na 8 

TRIS pufr (pH 7,5): 10 m m o l l 1 TRIS (302,85 mg) + 10 m m o l l 1 Na 2 -EDTA (930,6 mg) + 100 mmol ľ 
1 NaCl (1,461 g) - doplnit do 250 ml deionizovanou vodou - upravit pH na 7,5 

2 mmoll" 1 směs dNTPs se značeným dUTP - pomoci digoxigenin-ll-dUTP/ Biotin- 16dUTP: dNTPs 

(dATP, dCTP, dGTP) o koncentraci 100 mmolT 1 zředit na 2 m m o l l 1 smícháním 0,4 ul dCTP + 0,4 ul 

dGTP + 0,4 ul dATP + 58,8 ul deionizované vody. Smíchat a zředit dUTP (1 mmoll" 1 Didoxigenin-11-

dUTP/Biotin-16-dUTP) a 100 mmoll" 1 dTTP 1:3 na koncentraci 2 mmoll" 1 přidáním 0,75 ul dTTP + 

25 ul dUTP + 24,25 ul deionizované vody. Smíchat 60 ul 2 mmoll" 1 směsi dATP, dCTP, dGTP s 50 ul 

2 mmol T"1 směsi dUTP s dTTP. 

4.3 Seznam použitých přístrojů a zarízení 

Centrifuga Micromax RF IEC (Thermo) 

Digestoř (Merci) 

Elektroforetická aparatura Owl A6 (Thermo Fisher Scientific) 

Fluorescenční mikroskop Axio Imager.Z2 s CCD kamerou 

(Zeiss, Oberkochen, Německo) 

Fluorometr Qubit 3 (Thermo Fisher Scientific) 

Hlubokomrazící mrazák (Thermo Scientific) 

Hybridizační komora Slide Moat 240000 (Boekel Scientific) 

Lyofilizátor Coolsave (Labogene) 

Odsávací systém (Nederman) 

Spektrofotometer NanoDrop N D - 1000 (Thermo Fisher Scientific) 

Stolní centrifuga Mini Star silverline (VWR International) 

Termoblok Digital Dry Bath (Labnet International) 
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Termocycler Mastercycler (Eppendorf) 

Termocycler C1000 Touch (Bio-Rad) 

Třepačka Reax Top (Heldolph Instruments) 

Třepačka s vodní lázní W B 14 s víkem WB 14-LI (Memmert) 

U V transiluminátor InGenius (Syngene) 

Oscilační mlýn M M 301 (Retsch) 

- Vodní lázeň S M 30 (Grant) 

- Výrobník ledu M F 26 (Scotsman) 

Zdroj pro elektroforézu MP-300V (Major Science) 

4.4 Použité experimentální a vyhodnocovací postupy 

Praktická část bakalářské práce byla provedena na UEB A V CR v.v.i. v Centru strukturní a funkční 

genomiky rostlin v Olomouci. Skládala se ze dvou částí. První část byla zaměřena na fyzické mapování 

A * T hybridních klonů banánovníku pomocí fluorescenční in situ hybridizace (FISH). K analýze byly 

využity 3 genotypy banánovníku (položky ITC 0854, ITC 0928 a ITC 1213). 

Druhá část se věnovala analýze sekvencí specifických pro genom banánovníků ze sekce Australimusa, 

které by potenciálně mohly být využity jako sondy pro FISH. K analýze bylo využito 10 genotypů 

banánovníku (položky ITC 0079, ITC 0539, ITC 0614, ITC 0618 ITC 0854, ITC 0917, ITC 0927, 

ITC 0956, ITC 1021 a ITC 1213). 

4.4.1 Odebírání kořínků a jejich fixace 

Mladé kořínky byly pinzetou odebrány z rostlin ve skleníku do čerstvě připraveného roztoku 

obsahujícího 50 mmolT 1 fosfátového pufru (pH 7) a 0,2% 2-merkaptoethanol. V digestoři byly kořínky 

krátce osušeny na buničité vatě a následně byly přeneseny do 0,05% 8-hydroxychinolinu, kde 

byly inkubovány 3 hodiny při pokojové teplotě, což zapříčinilo akumulaci buněk v metafázi. Přes noc 

byly kořínky fixovány při -20 °C v čerstvě připravené fixáži 3:1 (96% ethanol: 99,8% kyselina octová). 

Následující den byly dvakrát promyty v 70% ethanolu po dobu 5 minut při pokojové teplotě 

(Doležel et al., 1998). Takto připravené kořínky byly buď uchovány v 70% ethanolu při -20 °C, nebo 

byly ihned použity na přípravu nakapávaných preparátů metafázních chromozomů. 

4.4.2 Příprava nakapávaných preparátů metafázních chromozomů 

Příprava nakapávaných preparátů metafázních chromozomů probíhala na ledové tříšti na základě 

protokolu Kato et al. (2004, 2006) s úpravami podle článku Danilova et al. (2012). Zafixované kořínky 

byly v průběhu 10 minut třikrát promyty deionizovanou vodou v 2ml mikrozkumavce obsahující 1-2 
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kořínky. Následně byly kořínky jednou promyty v 75mmol ľ 1 KC1 a 7,5mmolT1 E D T A pufru (pH 4) 

po dobu 5 minut. Skalpelem byla od každého kořínku oddělena 1-2 mm kořenová špička, která byla 

vložena do 20 (xl enzymatické směsi obsahující 4% celulázu R-10 a 1% pektolyázu Y-23 v 75mmol ľ 1  

KC1 a 7,5mmoll"' EDTA pufru. Následně byly kořenové špičky inkubovány v blokovém termostatu 

při 37 °C po dobu 62 minut. Po inkubaci byly kořenové špičky v enzymatické směsi umístěny na led. 

Působení enzymů bylo zastaveno přidáním 200 (d TE (TPJS-EDTA) pufru (pH 8) po dobu 5 minut. 

Dále byly kořenové špičky v průběhu 10 minut třikrát promyty v 96% ethanolu. Macerovaný materiál 

byl v 31 (xl čerstvě připravené fixáže 9:1 (99,8% kyselina octová: 99,5% methanol) homogenizován 

třením preparační jehly o stěnu mikrozkumavky. Suspenze byla ponechána na ledové tříšti 5 minut, 

následně byla jemným poklepáním na mikrozkumavku promísena. Z takto připravené homogenní 

suspenze bylo 5 (xl nakápnuto na podložní sklíčko, které bylo vzápětí umístěno do polystyrénového boxu 

vyloženého papírovými navlhčenými ubrousky. V boxu s vysokou vlhkostí, který byl z poloviny 

překrytý víkem, byla sklíčka ponechána, dokud volně na vlhkém vzduchu neuschla. 

Na podložní sklíčko bylo přidáno 12 yd Vectashield montovacího média s DAPI a bylo překryto krycím 

sklíčkem. Kvalita preparátu byla zkontrolována na fluorescenčním mikroskopu Axio Imager.Z2 

vybaveného CCD kamerou (Zeiss, Oberkochen, Německo). Jestliže se v preparátu vyskytovalo dostatek 

figur s metafázními mitotickými chromozomy, byla suspenze dále použita pro fluorescenční 

in situ hybridizaci. 

4.4.2.1 Postfixace preparátů metafázních chromozomů 

Postfixace byla provedena kvůli zlepšení kvality pozorovaných chromozomů, chromozomy 

tak po denaturaci lépe drží svůj tvar. 

V digestoři byly preparáty po dobu 10 minut při pokojové teplotě fixovány ve 4% formaldehydu, který 

byl připraven smícháním 5 ml 37% formaldehydu s 42 ml 2x SSC. Následně byly preparáty třikrát 

po dobu 4 minut promyty ve 2x SSC, dále pak v ethanolové řadě (70, 90 a 96% ethanol) vždy po dobu 

2 minut. Ethanol se z preparátů nechal odpařit volně na vzduchu a takto připravená postfixovaná 

podložní skla byla použita na fluorescenční in situ hybridizaci. 

4.4.3 P ř í p r a v a z n a č e n ý c h sond Radka s e k v e n c í 

4.4.3.1 Příprava sondy pro lokus 45S rDNA 

Sonda specifická pro lokus 45S rDNA byla připravena podle Čížková et al. (2013) PCR značením 

Radkal D N A klonu (45S rDNA) (Valárik et al., 2002) s využitím biotin-16-dUTP. K PCR amplifikaci 

byly použity T3/T7 příměry. Celkový objem PCR reakce byl 20 u,l, PCR reakční směs byla pipetována 

podle tabulky 2. 
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Tabulka 2: Rozpis PCR reakční směsi pro přípravu sondy specifické pro lokus 45S rDNA o celkovém 
objemu reakce 20 ul 

„, ., ,,. Zásobní Chemikálie , koncentrace 
Finální Použitý objem 

koncentrace [ul] 

Pufr+ (s MgCl 2 ) lOx lx 2 
směs dNTPs s digoxigenin-11-

dUTP 2 mmolT 1 200 umol ľ 1 2 

Primery (T3 + T7) 50 umol ľ 1 1 umol T 1 0,4 

Radkal D N A klon lOOx 1 

Taq polymeráza 5U/ul 2U/100ul 0,08 
H 2 0 14,52 

PCR amplifikace byla provedena podle níže uvedené tabulky 3. Pro ověření úspěšnosti provedené PCR 

amplifikace sondy specifické pro lokus 45 S rDNA byla provedena elektroforéza v 1,2% agarózovém 

gelu. Následné přečištění sondy pomocí PureLink PCR Purification Kitu je popsáno v kapitole 4.4.3.6 

(Přečištění fluorescenčních sond). 

Tabulka 3: Teplotní a časový profil PCR reakce pro přípravu sondy specifické pro lokus 45S rDNA 

Proces Teplota [°C] Čas Počet cyklů 

Počáteční denaturace 94 5 min 1 

Denaturace 94 50 s 

Nasedání příměrů 55 50 s 30 

Elongace 72 50 s 

Závěrečná elongace 72 5 min 1 

Ukončení reakce 4 

4.4.3.2 Příprava sondy specifické pro lokus 5S rDNA 

Přímo značená sonda specifická pro lokus 5S rDNA byla nejprve připravena podle Čížková et al. (2013) 

značením Radka2 D N A klonu (5S rDNA) (Valárik et al., 2002) podobným způsobem jako sonda 

pro lokus 45S rDNA (tabulka 2). Rozdíl byl v přímém značení Radka2 D N A klonu za využití dUTP-

Cy5. Molekula fluorochromu Cy5 je větší než například již zmíněná molekula digoxigeninu, tudíž pro 

lepší inkorporaci fluorochromu byl do amplifikační směsi přidán 1 ul DMSO. Touto cestou však 

po FISH byly získány pouze velmi slabé signály. Z tohoto důvodu byl využit jiný postup pomocí dvou 

kol PCR reakcí. PCR amplifikační směs o celkovém objemu 10 ul byla pipetována podle tabulky 4. 
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Tabulka 4: Rozpis PCR reakční směsi pro amplifikaci Radka2 D N A klonu s T3 a T7 příměry 
o celkovém objemu reakce 10 ul 

Chemikálie Zásobní koncentrace Finální koncentrace Použitý objem [|xl] 

Phusion pufr 5x l x 2 

Phusion polymeráza 2U/u l 2U/100 Lil 0,1 

Radka 2 D N A klon lOOx 2 

dNTPs 10 mmol-ľ 1 200 umol l " 1 0,2 

Primer T3 10 umol ľ 1 500nmol ľ 1 0,5 

Primer T7 10 umol ľ 1 500nmol ľ 1 0,5 

H 2 0 4,7 

PCR amplifikace byla provedena v termocykléru, který byl nastaven podle níže uvedené tabulky 5. 

Úspěšnost PCR amplifikace byla ověřena elektroforeticky v 1,2% agarózovém gelu. 

Tabulka 5: Teplotní a časový profil PCR reakce pro amplifikaci Radka2 D N A klonu 

Proces Teplota [°C] Čas Počet cyklů 

Počáteční denaturace 98 30 s 1 

Denaturace 98 10 s 

Nasedání primerů 55 30 s 35 

Elongace 72 30 s 

Závěrečná elongace 72 8 min 1 

Ukončení reakce 4 

V druhé PCR reakci byl získaný PCR produkt značen za využití dUTP-Cy5. PCR reakce byla pipetována 

podle niže uvedené tabulky 6, přičemž celkový objem reakce činil 50 ul. Příprava 2 mmol T 1 dNTPs 

kromě dTTP a 1 mmol ľ 1 dTTP je popsána v kapitole 4.2.2 (Použité roztoky a jejich příprava). 

Nastavení teplotního a časového profilu na termocykléru bylo totožné s první PCR reakcí 

(viz tabulka 5). Úspěšné provedení PCR značení bylo ověřeno elektroforetickou separací v 1,2% 

agarózovém gelu. Sonda byla přečištěna pomocí PureLink PCR Purification Kitu. 
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Tabulka 6: Rozpis PCR reakční směsi pro fluorescenční značení lokusu 5S rDNA o celkovém objemu 

reakce 50 ul 

Chemikálie Zásobní koncentrace Finální koncentrace Použitý objem [ul] 

Phusion pufr 5x lx 10 

Phusion polymeráza 2 U/ul 2U/100 ul 0,5 

PCR produkt 0,5 

dNTPs - dTTP 2 mmol-ľ 1 200 umoľľ 1 5 

dTTP 1 mmol ľ 1 150 umol ľ 1 7,5 

Aminoallyl-dUTP-Cy5 1 mmol-ľ 1 50 umol-ľ 1 2,5 

PrimerT3 10 umoľ ľ 1 1 umol-ľ 1 5 

PrimerT7 10 umoľ ľ 1 1 umoľ ľ 1 5 

H 2 0 14 

4.4.3.3 Příprava sondy Radka 5 a Radky 6 

Nepřímo značené sondy Radka 5 a Radka 6, které jsou specifické pro A genom Musa acuminata 

(Valárik et at, 2002), byly připraveny pomocí PCR reakce, jejíž pipetovací schéma je popsáno níže 

v tabulce 7. Sonda Radka 5 byla připravena značením D N A klonu Radka 5 s biotin-16-dUTP. D N A 

klon Radka 6 byl značen pomocí digoxigenin-11-dUTP. Celkový objem reakce činil 20 ul. 

Tabulka 7: Rozpis PCR reakční směsi pro přípravu sond Radka 5 a Radka 6 o celkovém objemu reakce 

20 ul 

Chemikálie Zásobní Finální 
koncentrace koncentrace 

Použitý objem 

Pufr+ (s MgCl 2 ) lOx l x 2 

směs dNTPs s digoxigenin-11-dUTP/ 2 mmol T 1 200 umol T 1 

biotin-16-dUTP 
2 

Primery (T3 + T7) 5 0 umol • 1"1 1 umol • 1"1 0,4 

D N A klon Radka5l D N A klon Radkaó 1 OOx 1 

Taq polymeráza 5U/ul 2U/100ul 0,08 

H 2 0 14,52 

P C R reakce probíhala při podmínkách uvedených v předešlé kapitole 4.4.3.1 (tabulka 3). By la 

provedena elektroforéza v 1,2% agarózovém gelu, aby byla ověřena úspěšnost reakce. 

Následovalo přečištění sondy pomocí PureLink P C R Purification Ki tu . 
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4.4.4 Příprava nových sond specifických pro genom banánovníků ze sekce 
Australimusa 

Na základě in silico analýzy párových Illumina čtení tří druhů banánovníku sekce Australimusa 

(Hřibová, nepublikováno) pomocí programové pipeliny RepeatExplorer (Novák et al., 2013) byly mimo 

jiné identifikovány tandemově uspořádané sekvence, které byly v rámci bakalářské práce blíže 

charakterizovány a využity pro cytogenetické mapování. 

4.4.4.1. Izolace a stanovení koncentrace genomové DNA 

Ve skleníku byl ustřižen mladý svinutý list banánovníku a pomocí pinzety opatrně ponořen do tekutého 

dusíku. Rostlinný materiál byl na noc přemístěn do hluboko mrazícího boxu (-80 °C). Dalším krokem 

bylo vysušení listu mrazem v lyofilizátoru při přibližně - 108 °C po dobu 2 dnů. 

Do 2ml mikrozkumavky byly vloženy dvě skleněné homogenizační kuličky a lyofilizovaný rostlinný 

materiál nastříhaný na drobné části. Následně byl materiál homogenizován na prášek pomocí 

oscilačního mlýnu po dobu 7 minut při 27 otáčkách za sekundu. 

Genomová D N A byla izolována za využití Invisorb® Spin Plánt Mini kitu. K homogenizovanému 

materiálu bylo přidáno 400 ul lyzačního pufru P a 20 |xl proteinázy S. Suspenze byla řádně protřepána 

na třepačce a následně inkubována ve vodní lázni po dobu 30 minut při 65 °C. Veškerý obsah lyzační 

směsi byl přemístěn na kolonku Prefilter umístěnou ve sběrné zkumavce a centrifugován při 11 000 rpm 

po dobu 1 minuty. K filtrátu bylo napipetováno 200 |xl pufru A . Suspenze byla protřepána na třepačce 

a přepipetována na kolonku Spin Filter. Po inkubaci po dobu 1 minuty následovala centrifugace 

při 11 000 rpm po dobu 2 minut. Filtrát byl vylit na buničitou vatu a kolonka Spin Filter s navázanou 

D N A byla zpět nasazena na sběrnou mikrozkumavku. Na kolonku Spin Filter bylo napipetováno 550 |xl 

promývacího pufru I. Opět následovala centrifugace při 11 000 rpm po dobu 1 minuty a vylití filtrátu 

na buničičitou vatu. Kolonka Spin Filter byla vsazena zpět do sběrné mikrozkumavky a byla dvakrát 

promyta 550 (xl promývacího pufru II s následnou centrifugací při 11 000 rpm po dobu 1 minuty. 

Po odstranění filtrátu byla kolonka Spin Filter centrifugována při 11 000 rpm po dobu 4 minut 

k odstranění zbytkového pufru. Posledním krokem izolace genomové D N A byla eluce. Kolonka Spin 

Filter byla nasazena do čisté l,5ml mikrozkumavky a na střed filtru bylo napipetováno 100 (xl elučního 

pufru předehřátého na 65 °C. Po tříminutové inkubaci při pokojové teplotě následovala centrifugace 

při 11 000 rpm po dobu 1 minuty. Filtrát obsahoval izolovanou genomovou DNA. 

Kvalita izolované genomové D N A byla ověřena elektroforeticky v 1,2% agarózovém gelu. Koncentrace 

a čistota izolované D N A byla změřena na fluorometru Qubit 3 a následně byla k dalšímu použití 

uchována v -20 °C. 
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4.4.4.2 P C R amplifikace nových tandemových repetic identifikovaných v genomu 
zástupců sekce Australimusa 

Vyizolovaná genomová D N A deseti genotypů banánovníku (ITC 0079, ITC 0539, ITC 0614, ITC 0618, 

ITC 0854, ITC 0917, ITC 0927, ITC 0956, ITC 1021 ITC 1213) byla zředěna deionizovanou vodou 

na 25 ngul" 1 a sloužila jako templát pro PCR amplifikaci, dále bylo použito osm kombinací primerů, 

které jsou uvedeny v tabulce 8. 

Tabulka 8: Seznam použitých primerů specifických pro genom sekce Australimusa 

Název primerů Sekvence 

0614 52 (L + R) 
C C C C C A C T T A A A C G A C T T G A 

G G T T G A T A G G C C A A A A C G A A 

1021 38 (L + R) 
G A T G C T C G G C A A C G C T A C 

C A G T G A A A C G C C G A A C G T A 

1021 45 (L + R) 
T C A C C G T G A C A T C C T T G A G A 

TCTGCTAAGCCGGTTTTGTT 

C L 33/3 (L + R) 
CGTATATGCTGGGCTTCGTT 
C A C A C T C C C G T G C C T T T A A T 

Fei 72 (L + R) 
C C C C C A C T T A A A C G A C T T G A 

G G T T G A T A G G C C A A A A C G A A 

Fei 80 (L + R) 
A G G A C C A G T C C A T T C A T G C 

G T G A A C T C G G G C A C A A A T G 

Fei 90 (L + R) 

Fei 91 (L + R) 

T G A A G G G A A A A T T A G G G G A A A 

A G G T T G A T G G C G G G T A G T T T 

T T T G C C A T G A A T C C G A A A 

T T T C G G A T T C A T G G C A A A 

PCR reakce byla pipetována podle tabulky 9, přičemž objem reakce činil 20 ul. 

Tabulka 9: Reakční směs pro PCR amplifikaci úseků specifických pro Australimusa o celkovém 
objemu reakce 20 ul 

Chemikálie Zásobní 
koncentrace 

Finální 
koncentrace 

Objem na jednu reakci 

Pufr lOx bez M g C l 2 lOx l x 2 

M g C l 2 25 mmol-1"1 1 mmol l " 1 0,8 

Taq polymeráza 5U/ul 2U/100ul 0,08 

dNTPs 10 mmol ľ 1 200 u m o l l 1 0,4 

H 2 0 15,3 

D N A 1 

Primery (tabulka 8) 50 mmol-ľ 1 1 mmol l " 1 0,4 
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Reakční směs byla pipetována celkem do 80 jamek 96-jamkové desky, po důkladném protřepání 

na třepačce byla směs amplifikována v termocykléru nastaveném podle tabulky 3 výše s rozdílem kratší 

elongace, která byla nastavena na 3Os. Přítomnost PCR produktu byla ověřena s využitím 

elektroforetické separace v 1,2% agarózovém gelu. PCR produkt byl následně použit k sekvenační 

analýze. 

4.4.4.3 Přečištění P C R produktů a sekvenování 

PCR produkty získané v předešlé kapitole (4.4.4.2) byly enzymaticky přečištěny pomocí ExoSAP-IT™ 

PCR Product Cleanup Reagent (Applied Biosystems). Reakční směs byla připravena podle tabulky 10 

o objemu 7 (xl a následně inkubována v termocykléru podle následujícího programu: 30 minut při 37 °C 

a 20 minut při 80 °C. 

Tabulka 10: Přečištění PCR produktu o celkovém objemu reakce 7 \ú 

Chemikálie Použitý objem [|xl] 

PCR produkt 3 

exonukleáza I (Exo) 0,05 

alkalická fosfatáza (SAP) 0,5 

Pufr P + 3,45 

Přečištěný produkt byl sekvenován pomocí BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kitu (Applied 

Biosystems). Reakční směs byla připravena podle tabulky 11 o celkovém objemu 10 u l 

Tabulka 11: Reakční směs pro sekvenační reakci o celkovém objemu reakce 10 ui 

Chemikálie Množství na jednu reakci 

Sekvenační pufr 5x lx( l ,5uJ) 
BIG D Y E roztok 0,5 1̂ 

H 2 0 4 1̂ 

Primer (tabulka 8) 10 u m o l l 1 (1 ul) 
Přečištěný PCR produkt 30 ng (3(xl) 

Reakce byla pipetována do 96-jamkové desky firmy A B I a protřepána na třepačce. Amplifikace 

probíhala v termocykléru, který byl nastaven podle tabulky 12. 
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Tabulka 12: Teplotní a časový profil sekvenační reakce 

Proces Teplota [°C] Čas Počet cyklů 

Počáteční denaturace 98 5 min 1 

Denaturace 96 10 s 
Nasedání příměrů 50 5 s 60 

Elongace 60 4 min 

Ukončení reakce 4 

Sekvenační reakce byla přečištěna pomocí magnetických kuliček Agencourt CleanSEQ (Beckman 

Coulter), dle protokolu udávaného výrobcem. Informace o pořadí nukleotidů v sekvencích byla získána 

kapilární elektroforézou na A B I 3730x/ D N A analyzátoru (964capilárový; Applied Biosystems) 

a generované sekvence byly dále analyzovány. 

4.4.4.4 Bioinformatická analýza sekvenačních dat 

Sekvenační data byla editována pomocí programu Trev, který je součástí programového balíku Staden 

Package v2.0 (https://sourceforge.net/projects/staden/). Sekvence byly uloženy ve formátu fasta. 

Sekvence jednotlivých typů tandemových repetic byly společně se sekvencí rekonstruovanou z Illumina 

sekvenačních čtení tří zástupců sekce Australimusa (Hřibová, nepublikováno) použity pro mnohočetné 

přiřazení (tzv. multiple alignment) s cílem identifikovat míru homologie sekvencí získaných z různých 

genotypů. Pro multiple alignment byl použit program M U S C L E (Edgar, 2004), který je součástí 

programového balíku Seaview v5.0.5 (Gouy et cd., 2010). 

4.4.4.5 Příprava sond specifických pro genom banánovníků ze sekce Australimusa 

Osm nepřímo značených sond specifických pro genom banánovníků patřících do rodu Musa, sekce 

Australimusa, bylo připraveno dvěma koly PCR reakce. Seznam osmi použitých primerů viz tabulka 8. 

První kolo PCR reakce bylo pipetováno podle níže uvedené tabulky 13 o celkovém objemu 20 ul. 

Tabulka 13: Rozpis PCR reakční směsi pro amplifikaci genomové D N A položky ITC1716 s příměry 
specifickými pro Australimusa o celkovém objemu reakce 20 ul. 

Chemikálie Zásobní koncentrace Finální koncentrace Objem na jednu reakci [ul] 

Pufr+ (s MgCl 2 ) lOx l x 2 

Taq polymeráza 5U/ul 2U/100ul 0,08 

dNTPs 10 m m o l l 1 200 umoll" 1 0,4 

D N A - I T C 1 7 1 6 5 0 n g u ľ ' 25 ng-ul"1 1 

H 2 0 16,12 

Primery (L+R) 50 u m o l l 1 1 umol l " 1 0,4 
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Pripravená reakční směs byla vložena do termocykléru nastaveného dle níže uvedené tabulky 14. 

Po PCR amplifikaci byla přítomnost produktu ověřena elektroforetickou separací na 1,2% agarózovém 

gelu. 

Tabulka 14: Teplotní a časový profil PCR reakce pro amplifikaci D N A - ITC1716 s primery 
specifickými pro Australimusa 

Proces Teplota [°C] Čas Počet cyklů 

Počáteční denaturace 94 5 min 1 

Denaturace 94 50 s 

Nasedání primerů 56 50 s 30 

Elongace 72 50 s 

Závěrečná elongace 72 5 min 1 

Ukončení reakce 4 

Dále bylo provedeno druhé kolo PCR reakce, kde došlo k fluorescenčnímu značení PCR produktu 

biotinem nebo digoxigeninem. Celkový objem jedné reakce byl 20 ul (tabulka 15). 

Tabulka 15: Rozpis jedné PCR reakční 
Australimusa 

směsi o objemu 20 ul pro značení sondy specifické pro 

Chemikálie Zásobní 
koncentrace 

Finální 
koncentrace 

Použitý objem 
ínil 

Pufr+ (s MgCl 2 ) lOx l x 2 

Taq polymeráza 5U/ul 2U/100ul 0,25 

PCR produkt 2 

směs dNTPs s digoxigenin-ll-dUTP/ 
biotin-16-dUTP 

2 mmolT 1 200 umol H 2 

Primery (L+R) 50 umol ľ 1 1 umol T 1 0,4 

H 2 0 13,35 

Termocyklér byl nastaven podle již uvedené tabulky 14. Následovalo ověření přítomnosti produktu 

elektroforetickou separací na 1,2% agarózovém gelu. Připravené sondy byly přečištěny a dále byly 

použity pro FISH. 

4.4.5 Přečištění fluorescenčních sond 

Přečištění fluorescenčních sond proběhlo kvůli odstranění neinkorporováných nukleotidů, čímž se 

snížilo nespecifické pozadí po hybridizaci sondy s denaturovanou D N A během fluorescenční 

in situ hybridizace. Přečištění bylo provedeno pomocí PureLink PCR Purification Kitu. 

K 60 ul sondy bylo přidáno 240 ul pufru B2, který obsahoval isopropanol. Roztok byl přepipetován do 

kolonky PureLink Spin Column, která byla vložena do sběrné mikrozkumavky a centrifugována při 

10 000 RCF po dobu 1 minuty. Filtrát byl vylit na buničičitou vatu. Do kolonky bylo přidáno 650 ul 
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promývacího pufru, následovala centrifugace při 10 000 RCF po dobu 1 minuty. Obsah mikrozkumavky 

byl opět vylit na buničitou vatu. Kolonka byla centrifugována při maximální rychlosti po dobu 2-3 

minut, aby byla zbavena zbytku promývacího pufru. Kolonka byla vložena do nové sběrné 

mikrozkumavky. Doprostřed kolonky bylo napipetováno 50 ul elučního pufru, který byl s kolonkou 

inkubován 1 minutu. Kolonka byla centrifugována při maximální rychlosti po dobu 2 minut. 

Mikrozkumavka obsahovala přečištěný PCR produkt, tedy sondu, která mohla být ihned využita 

pro fluorescenční in situ hybridizaci nebo skladována při -20 °C. 

4.4.6 Fluorescenční in situ hybridizace a fluorescenční mikroskopie 

Na podložní sklo s nakapávaným preparátem metafázních chromozomů bylo naneseno 30 ul 

hybridizační směsi podle tabulky 16. Hybridizační směs byla přikryta krycím sklíčkem a následně byla 

spolu s preparátem metafázních chromozomů denaturovaná při 80 °C po dobu 50 s, v případě post-

fixovaného preparátu 90 až 110 s. Po denaturaci byl preparát přenesen do vlhké hybridizační komůrky, 

kde probíhala hybridizace přes noc při 37 °C. 

Tabulka 16: Rozpis hybridizační směsi pro celkový objem 30 ul a stringenci 77 % 

Chemikálie Zásobní 
koncentrace 

Finální 
koncentrace 

Použitý objem [ul] 

Formamid 100% 50% 15 

SSC (citronan sodný 20x 
dihydrát) 

2x 3 

sonda 200-400 ng 1,5-4 

Dextran sulfát 50% Doplnit do výsledného 
objemu 30 ul 

Následující den bylo odstraněno krycí sklíčko a preparát s navázanými sondami byl promyt v kyvetě 

v roztocích SSC o různých koncentracích při pokojové teplotě nebo ve vodní lázni se zapnutou 

třepačkou při 42 °C, viz následující tabulka 17. 

Tabulka 17: Teplotní a časový profil promývání preparátů po hybridizaci pomocí SSC o různých 
koncentracích 

Počet opakování Koncentrace 
SSC 

Doba promývání 
[min] 

Teplota 

2x 2x SSC 7 42 °C 

l x 0 , l xSSC 10 42 °C 

l x 2x SSC 5 42 °C 

2x 4x SSC 7 Pokojová teplota 

Po promytí bylo na podložní sklo naneseno 100 ul 1% blokovacího pufru, sklo bylo překryto parafilmem 

a inkubováno po dobu 10 minut při pokojové teplotě. V případě, že byly použity sondy značené nepřímo 

digoxigeninem nebo biotinem, bylo třeba přidat protilátky značené fluoroforem. K 100 ul 
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1% blokovacího pufru byla přidána protilátka antidigoxigenin-FITC zředěná v poměru 1:200 a nebo 

streptavidin-Cy3 zředěná v poměru 1:100. Před nanesením protilátek bylo podložní sklo okapáno 

o buničitou vatu. Protilátky s 1% blokovacím pufrem byly napipetovány na podložní sklo, které bylo 

opět převrstveno parafdmem a vloženo do vlhké hybridizační komůrky na 1 hodinu při 37 °C. 

Po inkubaci bylo podložní sklo třikrát promyto po dobu 5 minut ve 4x SSC ve vodní lázni se zapnutou 

třepačkou při 42 °C. Na takto připravené podložní sklo bylo přidáno 12 jxl Vectashield montovacího 

média s DAPI a bylo překryto krycím sklíčkem. Preparát byl pozorován na fluorescenčním mikroskopu 

Axio Imager Z.2 Zeis vybaveným chlazenou CCD kamerou a příslušnými optickými filtry 

(Zeiss, Oberkochen, Německo). Fluorescenční signály byly zachyceny na počítači propojeném 

s mikroskopem pomocí softwaru ISIS 5.4.7 (Metasystems). Dále byly pořízené fotografie zpracovány 

v programu Adobe Photoshop C C 2019. 
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Cytogenetická lokalizace repetitivních sekvencí specifických pro A 
genom banánovníku a 5S rDNA na metafázních chromozomech A * T 
hybridních klonů banánovníku 

Pro analýzu pomocí fluorescenční in situ hybridizace byly využity mezidruhové klony banánovníku 

vzniklé přirozeným křížením mezi planě rostoucími diploidními druhy M. acuminata (2n = 2x = 22, 

genotyp A A , sekce Eumusa) a M. textilis (2n = 2x = 20, genotyp TT, sekce Australimusa). Byla 

analyzována jedna diploidní položka ITC 0854 (2n = 2x = 21, genotyp AT) a dva triploidní klony: ITC 

0928 (2n = 3x = 32, genotyp AAT) a ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp AAT) . Z vybraných klonů 

banánovníku byly připraveny preparáty metafázních mitotických chromozomů metodou nakapávaných 

protoplastů. 

Pomocí polymerázové řetězové reakce byly připraveny fluorescenčně značené sondy. Sondy specifické 

pro A genom (Radka 5 a Radka 6) byly připraveny značením D N A klonu Radka 5 a Radka 6 pomocí 

biotin-16-dUTP a digoxigenin-ll-dUTP. Pro amplifikaci byly použity příměry T3 a T7 (kapitola 

4.4.3.3). Sonda Radka 2 je specifická ke genu pro 5S rRNA a byla připravena dvěma PCR reakcemi. 

Během první reakce byl D N A klon Radka 2 amplifikován a během druhé reakce za využití dUTP-Cy5 

fluorescenčně značen. Opět byly použity primery T3 a T7. 

Fluorescenční in situ hybridizace byla u tří analyzovaných položek provedena nejprve s kombinací sond 

Radka 5 a Radka 6. Tyto sondy jsou specifické pro A genom. Sondy dle očekávání lokalizovaly 

na stejných chromozomech a s jejich pomocí se podařily odlišit chromozomy náležící A , resp. 

T genomu (Obrázek 5). 

Základní chromozómové číslo (x) banánovníků ze sekce Eumusa je 11, ze sekce Australimusa 10 

(Cheesman, 1947). Jak je patrné z obrázku 5C a 5D, sondy Radka 5 a Radka 6 u diploidního klonu 

ITC 0854 (2n = 2x = 21, genotyp AT) dle očekávání hybridizovaly na 11 chromozomů, které pocházejí 

od M. acuminata (genom A, sekce Eumusa). Zbývající chromozomy náleží M. textilis (genom T, sekce 

Australimusa). Podobně je tomu tak u triploidní ch klonů ITC 0928 (2n = 3x = 32, genotyp A A T ; obrázek 

5E, 5F) a ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp A A T ; obrázek 5A, 5B), kdy na 22 chromozomech byl 

detekován signál sond Radka 5 a Radka 6. Chromozomy bez hybridizováných sond pak pocházejí 

z M. textilis (genom T, sekce Australimusa). Chromozomy na obrázku 5E a 5F analyzované položky 

ITC 0928 jsou méně kondenzované, sondy tak na tyto prometafázní chromozomy hybridizovaly snáz 

než na plně kondenzované metafázní chromozomy. 
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Sekundární konstrikce nese geny pro 45S rRNA a odděluje satelit, který je světle barvitelný a je okem 

rozpoznatelný. Počet sekundárních konstrikcí v genomu odpovídá ploidii rostliny. Nicméně sekundární 

konstrikci bez použité sondy pro 45 S rDNA lze rozpoznat pouze u metafázních 

mitotických chromozomů. Bohužel se na fluorescenčním mikroskopu nepodařilo nasnímat plně 

metafázní chromozomy všech analyzovaných položek. Sekundární konstrikce se podařila pozorovat 

na dvou chromozomech u diploidní položky ITC 0854 (2n = 2x = 21, genotyp AT; obrázek 5E, 5F) 

a na třech chromozomech triploidního klonu ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp A A T ; obrázek 5A, 5B), 

což odpovídá ploidii rostliny. 
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Obrázek 5: Cytogenetické mapování sond Radka 5 a Radka 6 specifických pro A genom banánovníku 

na mitotických metafázních chromozomech AxT hybridních klonů. Chromozomy byly vizualizovány pomocí 

DAPI. Měřítko = 5 um. Radka 5 - červeně, Radka 6 - zeleně, šipky poukazují na sekundární konstrikci. (A, B) 

ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp A AT); (C, D) ITC 0854 (2n = 2x = 21, genotyp AT); (E, F) ITC 0928 

(2n = 3x = 32, genotyp A AT). 
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Dále byla analýza stejných položek banánovníku rozšířena o mapování genů pro ribozomální D N A 

pomocí FISH. Byla použita sonda Radka 2, která je specifická pro 5S rDNA. Lokusy 5S rDNA 

u diploidní položky ITC 0854 (2n = 2x = 21, genotyp AT; obrázek 6B) byly detekovány 

na 4 chromozomech, u triploidní položky ITC 0928 (2n = 3x = 32, genotyp A A T ; obrázek 6C) 

a ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp A A T ; obrázek 6A) na 5 chromozomech (tabulka 18). 

Tabulka 18: Genotypy analyzovaných položek banánovníků pomocí FISH 

ITC 
číslo 1 

Název 
položky 

Genomové 
složení 

Počet 
chromozomů Ploidie Počet 5S rDNA 

lokusů 

0854 Umbubu A T 21 2x 4 

0928 Kabulupusa A A T 32 3x 5 

1213 Sar A A T 32 3x 5 

'Číslo přiděleno centrem International Transit Centre (ITC, Lovaň, Belgie). 

Lokusy 5 S rRNA genů u diploidní položky ITC 0854 byly pozorovány celkem 

na čtyřech chromozomech (obrázek 6B), přičemž tato sonda kolokalizuje se sondou Radka 6 na třech 

chromozomech pocházejících od M. acuminata (genom A , sekce Eumusa). Pouze jeden signál 5 S rDNA 

nese chromozom pocházející z M. textilis (genom T, sekce Australimusa). U triploidní ch položek 

ITC 0928 a ITC 1213 sonda Radka 2 hybridizovala celkem na 5 chromozomů. 5S rDNA 

se u položky ITC 0928 (2n = 3x = 32, genotyp A A T ) nacházela na jednom chromozomu z M. textilis 

(genom T, sekce Australimusa; obrázek 6C). U zbylých čtyř signálů byla pozorována kolokalizace 

sondy Radka 2 a Radka 5 na stejných chromozomech. Jedná se tedy o chromozomy, které pocházejí 

od M. acuminata (genom A, sekce Eumusa). Triploidní položka ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp A A T ) 

se lišila v počtu signálů, kdy kolokalizovala sonda Radka 2 a Radka 5 pouze na třech chromozomech 

(obrázek 6A). Dva signály tedy náleží chromozomům z M. textilis (genom T, sekce Australimusa). 

Sekundární konstrikce se nepodařila pozorovat, jelikož na fotografiích nejsou plně kondenzované 

metafázní mitotické chromozomy (obrázek 6A, 6B). Během praktické části této práce byla připravena 

také sonda specifická pro lokus 45S rDNA značením Radka 1 D N A klonu. Bohužel se z časového 

hlediska nepodařilo tuto sondu cytogeneticky zamapovat na tři zmíněné A x T hybridní klony, a proto 

není přiložena fotografie, kde by byla sekundární konstrikce fluorescenčně značena. 
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Obrázek 6: Cytogenetické mapování sondy Radka 5 nebo Radka 6 specifických pro A genom banánovníku 

a sondy Radka 2 specifické pro 5 S rRNA geny na mitotických metafázních chromozomech A x T hybridních klonů. 

Chromozomy byly vizualizovány pomocí DAPI. Měřítko = 5 \im. Šipky znázorňují lokalizaci sondy Radka 2 (A) 

ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp AAT), Radka 5 - červeně, Radka 2 - zeleně; (B) ITC 0854 (2n = 2x = 21, 

genotyp AT), Radka 6 - zeleně, Radka 2 - červeně; (C) ITC 0928 (2n = 3x = 32, genotyp AAT), Radka 5 -

červeně, Radka 2 - zeleně. 
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5.2 Analýza variability repetitivních sekvencí specifických pro T génom 
banánovníku 

Analýza variability repetitivních sekvencí specifických pro T génom banánovníku byla provedena 

za pomocí 8 kombinací primeria navržených pro repetitivní sekvence specifické pro sekci Australimusa 

(0614 52 L+R, 1021 45 L+R, 1021 38 L+R, Fei 80 L+R, Fei 90 L+R, Fei 72 L+R, C L 33/3 L+R 

aFei91L+R). Primery byly použity pro PCR amplifikaci genomové D N A položky ITC 1716 

(2n = 3x = 30, sekce Australimusa). V druhé PCR reakci pak došlo k fluorescenčnímu značení 

PCR produktů. Touto cestou bylo vytvořeno 8 sond značených digoxigenin-ll-dUTP nebo biotin-16-

dUTP. Úspěšnost PCR amplifikace byla ověřena elektroforetickou separací. Ve dvou případech, 

kdy byly pro značení PCR produktu použity primery C L 33/3 L+R a Fei 91 L+R, neproběhla 

amplifikace. Značení bylo opakováno, avšak stále bez výsledku. Sondy, které se podařilo úspěšně 

naznačit, byly použity pro fluorescenční in situ hybridizaci na mitotických metafázních preparátech 

chromozomů položek ITC 0618 (2n = 2x = 20, sekce Australimusa), ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp 

AAT) a ITC 1716 (2n = 3x = 30, sekce Australimusa). FISH byla opakována třikrát, avšak ani v jednom 

případě nebyl detekován hybridizační signál. Nepomohlo ani přečištění sond a snížení stringence 

při hybridizaci z 77% na 71%. Snížení stringence zajistí lepší hybridizaci sondy na vyšetřovaný úsek 

DNA, zároveň je ale snížena specifita sondy pro daný úsek. 

D N A vybraných deseti druhů, resp. klonů banánovníku (ITC 0079, ITC 0539, ITC 0614, ITC 0618, ITC 

0854, ITC 0917, ITC 0927, ITC 0956, ITC 1021 a ITC 1213) byla amplifikována PCR reakcí 

s 8 kombinacemi příměrů (viz výše), které byly navrženy pro D N A úseky specifické k M. textilis 

(genom T, sekce Australimusa). Amplifikována D N A byla enzymaticky pomocí exonukleázy 

a fosfatázy přečištěna a byla provedena sekvenační reakce. Získaná data byla analyzována a upravena 

v programovém balíku Staden package. V programu SeaView (obrázek 7) byla porovnána homologie 

sekvencí s referenční sekvencí (tabulka 19 a 20) identifikované pomocí Repeat Explorer analýzy 

párových Illumina sekvenačních čtení tří zástupců sekce Australimusa sestavené dříve v laboratoři 

Ústavu experimentální botaniky A V ČR v Olomouci (Hřibová, nepublikováno). Vysoká míra 

homologie mezi původní referenční sekvencí a sekvencemi získanými v této bakalářské práci potvrdila 

přítomnost vybraných tandemových repetitivních sekvencí v genomu analyzovaných genotypů. 
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Obrázek 7: Příklad mnohočetného přiřazení pro repetitivní sekvenci Fei 72 provedený pomocí MUSCLE 

v programovém balíku Seaview v5.0.5 

Tabulka 19: PCR amplifikace repetitivních sekvencí specifických pro T genom banánovníku 

Genomová D N A Příměry specifické pro určitou tandemovou repetici 
položky ITC 1 0614/52 1021/45 1021/38 Fei/80 Fei/90 Fei/72 CL33/3 Fei/91 

ITC 0614 A A N N A A N N 
ITC 0539 A N N N A A N N 
ITC 0927 N N N N A A N N 
ITC 1021 A A N N A A N N 
ITC 0917 A A N N A A N N 
ITC 0956 A A N N A A N N 
ITC 0079 A N N N A A N N 
ITC 1213 A N N N N A A N 
ITC 0854 A A N N A A A N 
ITC 0618 A N N N A N N N 

'Číslo přiděleno centrem International Transit Centre (ITC, Lovaň, Belgie). 

A: Došlo k úspěšné amplifíkaci; N : Nedošlo k amplifikaci 

Tabulka 20: Variabilita repetitivních sekvencí specifických pro T genom banánovníku 

Genomová Počet variabilních míst pro příměry specifické pro určitou tandemovou repetici 
D N A položky 

ITC 1 0614/52 1021/45 1021/38 Fei/80 Fei/90 Fei/72 CL33/3 Fei/91 
ITC 0614 1,4% 35,2 % 10,3 % 1,7% -
ITC 0539 0,7 % - 6,3 % 0% -
ITC 0927 - - 3,0 % 0,8% -

ITC 1021 58,6 % 6,9% 4,7 % 7,29 % -
ITC 0917 0% 2,0% 5,1 % 12,4 % -
ITC 0956 3,2% 2,8% 0% 0% -
ITC 0079 1,4% - 0% 0% -
ITC 1213 2,5 % - 12,5 % 4,0 % 
ITC 0854 5,8% 21,1 % 0% 1,0% 11,0% 
ITC 0618 9,8% - 16,2 % - -

'Číslo přiděleno centrem International Transit Centre (ITC, Lovaň, Belgie). 
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Z 10 položek banánovníku zmíněných výše bylo vybráno celkem 5 položek (ITC 0079, ITC 0618, 

ITC 0854, ITC 1213 a ITC 1716), které jsou uchovávány ve skleníku a bylo tak možné odebrat jejich 

kořínky pro přípravu suspenzí protoplastů a následně preparátů metafázních mitotických chromozomů 

pro FISH analýzu. Znova byla provedena PCR reakce za využití genomové D N A těchto pěti druhů, resp. 

klonů banánovníku s 8 příměry navrženými pro repetitivní sekvence specifické pro T genom 

banánovníku. Účelem této PCR amplifikace bylo zjistit, zda-li je daná D N A amplifikována s použitím 

příslušného primem či nikoliv (obrázek 8) a zda j i tedy lze fluorescenčně naznačit a použít pro FISH. 

Obrázek 8: Elektroforetická analýza PCR produktů získaných amplifikací vybraných vzorků izolované genomové 

DNA s osmi příměry navrženými pro tandemově organizované repetitivní sekvence identifikované z Illumina 

sekvenačních dat zástupců sekce Australimusa (Hřibová, nepublikováno). PCR produktu byly naneseny 

v množství 1 ul. 

1 a 44: Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus; 2 - standard (1 DNA, 100 ng/ul); 43: standard (1 DNA, 50 ng/ul); 

3-10: PCR amplifikace s templátovou DNA získanou z 'Musa textilis ITC 0079; 11-18: PCR amplifikace 

stemplátovou DNA získanou z 'Sať ITC 1213; 19-26: PCR amplifikace s templátovou DNA získanou 

z 'Umbubu' ITC 0854; 27-34: PCR amplifikace s templátovou DNA získanou z LMusa peekelii ssp. 

angustigemma' ITC 0618; 35-42: PCR amplifikace s templátovou DNA získanou z 'Tongkat Langit Papua' 

ITC 1716. Každý genotyp byl amplifikován s příměry specifickými pro tandemovou repetici 0614/52 (3, 11,19, 

27,35), 1021/45 (4,12,20,28,36), 1021/38 (5,13,21,29,37), FeiSO (6,14,22,30,38), Fei90 (7,15,23,31,39), 

Feil2 (8,16, 24, 32,40), a tandemovou repetici CL 33/3 (9,17, 25, 33, 41) a Fei/91 (10,18, 26,34, 42). 

Na základě výsledků ze Sangerova sekvenování byly vybrány tandemové repetice, 

které se amplifikovaly u většího množství vybraných genotypů (CL 33/3, Fei 80 a Fei90) a které byly 

následně cytogeneticky mapovány na vybrané zástupce sekce Australimusa. Pro přípravu 

cytogenetických sond byla amplifikována genomová D N A položek ITC 0854 (2n = 2x = 21, genotyp 

AT) a ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp A A T ) za použití primerů C L 33/3 L+R, Fei 80 L+R 

a Fei 90 L+R. Byly vytvořeny 3 fluorescenčně značené sondy. Přítomnost PCR produktu byla potvrzena 

elektroforetickou separací a takto připravené sondy byly využity k FISH na preparátech mitotických 

metafázních chromozomů položek ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp A A T ) a ITC 0854 

(2n = 2x = 21, genotyp AT). Hybridizační signály byly zaznamenány pouze u jedné sondy s názvem 

C L 33/3 na preparátu mitotických metafázních chromozomů položky ITC 1213 (2n = 3x = 32, 
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genotyp A A T ; obrázek 9). Zbylé sondy byly přečištěny, avšak ani poté nebyl detekován žádný signál. 

FISH analýza byla provedena pouze dvakrát, tudíž mohlo dojít k chybám během FISH procedury 

nebo se repetitivní sekvence v genomu nachází v příliš nízkém počtu kopií, aby byly detekovány pomocí 

metody FISH. 

Tandemová repetice C L 33/3 byla detekována na 4 chromozomech triploidního klonu 'Sať ITC 1213. 

Následně byla provedena FISH s repeticí C L 33/3 v kombinaci se sondou Radka 2 specifickou pro 5S 

rRNA geny (obrázek 9B). Sonda Radka 2 hybridizovala na pěti chromozomech. Byla pozorována 

kolokalizace sondy Radka 2 a C L 33/3 na jednom chromozomu (obrázek 9B, označeno šipkou). 

a 

B 

Obrázek 9: Cytogenetické mapování sondy CL 33/3 - repetitivní sekvence specifické pro T genom banánovníku 

na mitotických metafázních chromozomech AxT hybridního klonu ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp AAT). 

Chromozomy byly vizualizovány pomocí DAPI. Měřítko = 5 um. (A) ITC 1213, CL 33/3 - červeně; (B) 

ITC 1213, CL 33/3 - červeně, Radka 2 - zeleně. 
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6 DISKUSE 

Cílem první části této bakalářské práce bylo provést cytogenetickou analýzu pomocí fluorescenční 

in situ hybridizace s využitím sond specifických k M. acuminata (genom A) a pomocí nich odlišit 

A a T genom banánovníku. K analýze byly použity mezidruhové klony banánovníku vzniklé 

přirozeným křížením mezi planě rostoucími druhy M. acuminata (genom A, sekce Eumusa) a M. textilis 

(genom T, sekce Australimusa). Tyto druhy jsou fylogenetický vzdáleně příbuzné. Byla analyzována 

jedna diploidní položka ITC 0854 (2n = 2x = 21, genotyp AT) a dva triploidní klony: ITC 0928 

(2n = 3x = 32, genotyp A A T ) a ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp AAT) . Jako sondy byly použity 

fluorescenčně značené klony Radka 5 a Radka 6. Jedná se o tandemově organizované repetitivní 

sekvence homologní s repetitivním elementem M. acuminata. Tyto klony lokalizují na všechny 

chromozomy M. acuminata v (peri)centromerické oblasti (Valárik et al., 2002). Po FISH s využitím 

sondy Radka 5 a Radka 6 na metafázních mitotických chromozomech diploidní položky ITC 0854 byly 

zaznamenány signály na 11 chromozomech, u triploidních klonů ITC 0928 a ITC 1213 pak 

na 22 chromozomech. 

Ve studii D'Hont et al. (2000) byl odlišen A a T genom u mezidruhových A x T hybridů pomocí 

genomové in situ hybridizace. Jako sonda byla využita genomová D N A z M. acuminata (2n = 2x = 22, 

genom A) značena pomocí FITC, a genomová D N A z M. augustigemma (2n = 2x = 20, genotyp TT) 

značená pomocí Texas Red. Sondy byly použity pro GISH na metafázní mitotické chromozomy 

triploidního klonu 'Karoina' (2n = 3x = 32, genotyp AAT) . 22 chromozomů bylo přiřazeno 

kM. acuminata a 10 chromozomů k sekci Australimusa. 

FISH analýza dále byla obohacena o mapování genů pro ribozomální RNA. Pro analýzu byly použity 

stejné položky banánovníku a jako sonda byl použit fluorescenčně značený klon s názvem Radka 2, 

který je homologní s 5S rDNA genem rýže (Valárik et al., 2002). Geny pro ribosomální R N A (rRNA) 

jsou tandemově se opakující sekvence, které jsou rozlišovány na 45S rDNA a 5S rDNA. Tyto vysoce 

konzervované geny se běžně vyskytují v rostlinách, kde se úspěšně podařily mapovat. Příkladem je 

pšenice (Triticum aestivum) a ječmen (Hordeum vulgare) (Mukai et al., 1990; Leitch et Heslop-Harrison 

1992). 

Po FISH se sondou Radka 2 (5 S rDNA) byly u diploidního klonu ITC 0854 (2n = 2x = 21, genotyp AT) 

pozorovány 4 chromozomy nesoucí signál. Stejný počet lokusů u klonu ITC 0854 pozorovala ve své 

studii také Čížková et al. (2013). V této studii byl lokus pro 5S rDNA lokalizován na 4 chromozomech 

diploidních položek M. acuminata 'Long Tavoy' (ITC 0283, genotyp A A ) , M. acuminata 'TuuGia' 

(ITC 0610, genotyp A A ) , M. acuminata 'Maia Oa' (ITC 0728, genotyp A A ) , dále na 6 chromozomech 

M. acuminata 'Pahang' (ITC 1511, genotyp A A ) a 8 chromozomech M. acuminata 'Calcutta 4' 

(ITC 0249, genotyp A A ) . Toto pozorování dokazuje vysokou variabilitu v počtu chromozomů 
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nesoucích 5S rDNA (Čížková et al, 2013). Variabilita v počtech lokusů nesoucích 5S rDNA v rámci 

této studie byla pozorována při porovnání diploidního klonu ITC 0854 (2n = 2x = 21, genotyp AT), 

který po FISH hybridizoval na 4 chromozomy, a triploidních klonů ITC 0928 (2n = 3x = 32, genotyp 

AAT) a ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp AAT) , které hybridizovaly na 5 chromozomech. 

Pravděpodobně došlo ke ztrátě lokusů při vzniku hybridů, tj. při přeuspořádání genomu, kdy vznikají 

chromozomální přestavby. 

Jednotka 45S rDNA, která se nachází v oblasti sekundární konstrikce, byla analyzována bez využití 

fluorescenčně značených sond. Sekundární konstrikce odděluje satelit, který se nachází na krátkém 

raménku chromozomů a je okem rozpoznatelný. Počet lokusů nesoucích 45S rDNA je v genomu 

banánovníku oproti 5S rDNA konstantní a odpovídá ploidii rostliny. To bylo pozorováno hned 

v několika studiích, přičemž u všech diploidních druhů byly pozorovány dva lokusy nesoucí 45 S rDNA 

a tři lokusy u triploidních druhů (Osuji et al, 1998; Čížková et al, 2013; Němečková et al, 2018; 

Simoníková et al, 2019). Stejné výsledky byly pozorovány i v rámci této práce, kdy u diploidního klonu 

ITC 0854 (2n = 2x = 21, genotyp AT) byly zaznamenány 2 lokusy nesoucí 45S rDNA a 3 lokusy 

u triploidního klonu ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp AAT) . Získané výsledky potvrzují, že počet 

45S rDNA lokusů odpovídá ploidii banánovníku. 

Druhá část této studie byla zaměřena na molekulární analýzu nových repetitivních sekvencí specifických 

pro sekci Australimusa. Pracovalo se s celkem 8 příměry (tabulka 8, kapitola 4.4.3.1), které byly 

navrženy jako potencionálně specifické pro génom M. Textilis (genom T, sekce Australimusa). Příměry 

byly využity pro PCR amplifikaci deseti vybraných genotypů banánovníku ze sekce Australimusa 

(ITC 0079, ITC 0539, ITC 0614, ITC 0618, ITC 0854, ITC 0917, ITC 0927, ITC 0956, ITC 1021 

ITC 1213). Následně byla provedena sekvenační analýza, na základě které byly vybrány tandemové 

repetice (CL 33/3, Fei 80 a Fei90), které se amplifikovaly u většího množství vybraných genotypů 

a které byly následně fluorescenčně naznačeny a mapovány pomocí FISH na vybrané zástupce sekce 

Australimusa. Hybridizační signály byly zaznamenány pouze u jedné sondy s názvem C L 33/3, která 

byla připravena PCR amplifikaci genomové D N A položky ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp AAT) 

pomocí kombinace příměrů C L 33/3, a byla značena haptenem (biotin-16-dUTP). Po FISH byly 

pozorovány signály na 4 chromozomech na preparátu mitotických metafázních chromozomů položky 

ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp AAT) . Čížková et al. (2013) také mapovala satelit C L 33/3 

na mezidruhovém klonu z M. acuminata (genom A, sekce Eumusa) a M. textilis (genom T, sekce 

Australimusa), konkrétně se jednalo o diploidní klon ITC 0854 (2n = 2x = 21, genotyp AT). 

U této položky byly po FISH pozorovány 2 signály. 
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7 ZÁVĚR 

Cílem této bakalářské práce bylo provést cytogenetickou a molekulární analýzu u vybraných 

mezidruhových klonů banánovníku, které vznikly přirozeným křížením mezi planě rostoucími druhy 

M. acuminata a M. textilis, a přispět tak ve znalostech jejich původu a struktury genomu. 

V první části byly pomocí fluorescenční in situ hybridizace mapovány sondy Radka 5 a Radka 6 

specifické pro Agenom banánovníku a sonda Radka 2 specifická pro 5 S rDNA na mitotických 

metafázních chromozomech. Pro analýzu byl použit jeden diploidní a dva triploidní A * T hybridní 

klony. S použitím sond Radka 5 a Radka 6, které jsou specifické pro A genom banánovníku, se podařilo 

odlišit chromozomy, které pocházejí z M. acuminata (genom A, sekce Eumusa) od chromozomů, 

které pocházejí z M. textilis (genom T, sekce Australimusa). Dále byla za pomocí sondy pro lokus 

5S rDNA analýza rozšířena o mapování ribozomálních genů. 

Druhá část práce byla zaměřena na molekulární analýzu nových repetitivních sekvencí specifických 

k sekci Australimusa. Byla provedena sekvenační analýza deseti vybraných genotypů banánovníku 

ze sekce Australimusa za využití osmi kombinací příměrů navržených jako potencionálně specifické 

k M . Textilis (genom T, sekce Australimusa). Po vyhodnocení bioinformatických dat získaných 

sekvenováním byly vybrány tandemové repetice, které byly úspěšně amplifikovány u většiny vybraných 

genotypů a následovalo jejich fluorescenční značení a cytogenetické mapování metodou FISH 

na mitotických metafázních chromozomech položek ze sekce Australimusa. Tandemová repetice 

s názvem C L 33/3 jako jediná úspěšně hybridizovala na chromozomy A * T hybridního triploidního 

klonu 'Sať ITC 1213. Práce ukázala na nové potencionální repetice specifické pro sekci Australimusa, 

které by mohly být předmětem dalšího studia a napomoci v porozumění původu a struktury genomu 

banánovníku (Musa). 
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