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Abstrakt

Predlozena bakalarska prace se zabyva analyzou mezidruhovych klonu bananovniku (Musa spp.),
které vznikly pfirozenym kiiZzenim mezi plané rostoucimi druhy Musa acuminata a Musa textilis,
s vyuzitim cytogenetickych a molekulamich metod. Teoreticka cast bakalarské prace pojednava
o metodach studia malovani chromozomu u rostlin, jejich vyvoji a moznych aplikacich s dirazem
na bananovnik (Musa spp.). Dale je popsano taxonomické zarazeni, puvod jedlych typt bananovniku
a cytogeneticka charakterizace genomu bananovniku. Experimentalni cast byla zaméfena
na cytogenetické mapovani fluorescencnich sond specifickych pro A genom (Musa acuminata)
bananovniku a 5S rDNA na preparatech metafaznich mitotickych chromozomi tfi mezidruhovych
AxTklont bananovniku s vyuzitim fluorescencni in situ hybridizace. Na zakladé provedené
fluorescencni in situ hybridizace s pouzitim sond Radka 5 a Radka 6, kter¢ jsou specifické pro A genom
bananovniku, se podarilo odlisit chromozomy pochazejici z Musa acuminata (A genom) a Musa textilis
(T genom). Rovnéz byly identifikovany chromozomy, které nesou lokusy pro 5S rDNA. Druha ¢ast byla
zaméfena na analyzu repetitivnich sekvenci specifickych pro T genom (Musa textilis) ze sekce
Australimusa pomoci Sangerova sckvenovani a nasledné bioinformatické analyzy. Na zaklad¢
vyhodnocenych bioinformatickych dat byla GspéSné sestavena a cytogeneticky zamapovana repetice

CL 33/3 pomoci fluorescencni in situ hybridizace u triploidniho mezidruhového AxT klonu.

Klic¢ova slova Malovani chromozomi, fluorescencni in situ hybridizace, bananovnik
(Musa  spp.), 5SS rDNA, umély bakteridlni chromozom,

repetitivni sekvence
Pocet stran 54 +x
Pocet priloh 0

Jazyk Cesky



Bibliographical identification

Author’s first name and surname Veronika Zoulova

Title VIGS Chromosome painting in plants
Type of thesis Bachelor
Department Department of Cell Biology and Genetics,

Faculty of Science, Palacky University Olomouc

Supervisor Mgr. Denisa Simonikova, Ph.D.
The year of presentation 2022
Abstract

The presented bachelor thesis deals with the analysis of interspecific clones of banana (Musa spp.),
which originated after natural crossing between wild species Musa acuminata and Musa textilis, using
cytogenetic and molecular methods. The theoretical part of the bachelor thesis deals with chromosome
painting in plants, their development and possible applications, especially on banana (Musa spp.).
The taxonomic classification, origin of edible banana clones and cytogenetic characterization
of the banana genome is described in the second part. The experimental part was focused on cytogenetic
mapping of fluorescent probes specific for A genome (Musa acuminata) and 5S rDNA on metaphase
mitotic chromosome preparations of three interspecific AxT banana clones using fluorescence
in situ hybridization. Chromosomes derived from Musa acuminata (A genome) and Musa textilis
(T genome) were distinguished by fluorescence in situ hybridization using Radka 5 and Radka 6 probes,
which are specific for the A genome of the banana. Chromosomes carrying loci for 5S rDNA have been
also identified. Molecular characterization was focused on the analysis of repetitive sequences specific
for T genome (Musa textilis) from the Australimusa section using Sanger sequencing and subsequent
bioinformatics analysis. Based on the evaluated bioinformatics data, the CL 33/3 repeat was successfully
assembled and cytogenetically mapped using fluorescence in situ hybridization on a triploid interspecies

A x T clone.

Keywords Chromosome painting, luorescent in situ hybridization,
Musa spp., S5StDNA, bacterial artifical chromosome,

repeated sequence
Number of pages 54 +x
Number of appendices 0

Language Czech

il



Prohlasuji, Ze  jsem  bakalarskou praci  vypracovala  samostatné pod  vedenim

Mgr. Denisy Simonikové, Ph.D. a za pouZiti citované literatury

V Olomouci dne: L eeee————

Veronika Zoulova

iii



Touto cestou bych chtéla podékovat predevS§im vedouci mé  bakalarské  prace
Mgr. Denise Simonikové, Ph.D. za sviij vstficny pfistup, cenné rady, ochotu a &as, ktery mi
pii vypracovani této prace vénovala. Dale dékuji Mgr. Evé Hriibové, PhD., kterda mé ochotné vedla
problematikou sekvenovani a analyzou bioinformatickych dat. V neposledni fad¢ d¢kuji pracovnimu
kolektivu Centra strukturni a funkéni genomiky rostlin Ustavu experimentalni botaniky AV CR

v Olomouci za jejich ochotny pfistup a prijemné pracovni prostredi.

v



3

4

UVOD..... ettt ettt et eh e sa e sa e ssaa e e a bR bbb bbb e e en s |
CILE PRAGCE ..ottt oo 2
LITERARNI PREHLED .........coooouiimmiimeitecteseenersseesssesiseeissessssass s sssssssssss s ss s ssssnens 3
3.1 Metody studia chromozomul U TOSEHN.........ccoiiiiiiiiiiiiii s 3
3.1.1 Pruhovani ChromMOZOMIUL........c.eeeiiertitie ettt 3
3.1.2 In situ hybridizace (ISH) .....cccooiiriiiiiiiiiiniiiiciiii e 3
3.1.3 Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) ......coccoviiniiniiiiiiiiiiiiii 4
3.1.3.1 Vyuziti repetitivnich DNA sekvenci jako sond pro FISH u rostlin.........ccccoceeveinennen 5
3.1.3.2 Genomova in situ hybridizace (GISH) U rostlin........c.cccoovveeiiiiiiiniiniii 6
3.1.3.3 Jednokopiové BAC klony jako sondy pro FISH ...........ccccooiiiiini 7
3.1.3.4  Oligo painting U TOStHN....cc.ccuiiiiiiiiiiiiiiiee e 8

32 Malovani chromozomu u ¢eledi bananovnikovité (Musaceae)..............ccceeeueeveuveeccviivneennnnn. 9
3.2.1 Taxonomi€ CEledi MUSACEAE ........c.oceeueeueereineeiiniintccieitietce e 9
322 Puvod jedlych typt bananovniku .........ccceiiiiiiiniiiiii 9
323 Cytogeneticka charakteristika bananovniku.........c.ocoooieiiiiiiis 10
324 Fluorescenéni in situ hybridizace u bananoviiku...........coceviviiiiniiiiniiiinieiei 11
3.2.4.1  Geny pro ribozomalni TRNA .........ccoiiiiiiiii 11
3.2.4.2 Repetitivni DNA sekvence - retrotranspozony, satelity ............cooeviiiiiiiinieninnnes 13
3.2.4.3 Genomova in situ hybridizace (GISH) ......c..ccccovviiniiniiniiniiiiii 14
3.2.4.4 Jednokopiové BAC (bacterial artificial chromosome) klony ........cccccooveiiiiiiennnnn 15
3.2.4.5 Oligo painting FISH .....ccccooiiiiiiiiii 15
MATERIAL A METODY ....oouvuurimmeiineeneiessesiasessassssssssssss s ssssss s ssssas s ssss s sssses 17
4.1 BiologiCKy MAtEIial .......c.vvuiieiiieieieiiiie ittt 17
4.2 Pouzité chemikalie, SOUPTAVY & TOZLOKY ...ovvivviriiiiiiiiiiiiiiieitiene ettt 18
4.2.1 POUZIE ChEMIKALIE ... c.vevveeeeiee ettt sttt s e saae e ens 18
422 POUZILE SOUPTAVY .vvvvverinieseenienteuteeteeiesse st ease st essesesassesasaaessesse s esse e essbess s se st asse s ensesees 19
423 Pouzité roztoKy a jejiCh PIPIAVA.......cc.ocivueviiiiiiiiiiiiiii e 19
4.3  Seznam pouZzitych priStrojil @ ZaFiZEN.......c.coevueiiiiiiiiiiiiitiie e 21



44  Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci pOStUPY ........ccceeiiviivuiiiiiiiiiniieirieecie e 22

4.4.1 Odebirani kofinki a Jejich fIXACE ....evvevirrierieiieriie et 22
4.4.2 Priprava nakapavanych preparatu metafaznich chromozomu..........ccccocoeviiiiniiennnn. 22
4.4.2.1 Postfixace preparati metafaznich chromozomu...........ccccoovviiiiiniiiiiiiniii, 23
443 Priprava znacenych sond Radka SekVenci..........c.cccoveiiiiiiiiiiiiniiiicec 23
4.4.3.1 Priprava sondy pro lokus 45S IDNA .......ccoiiiiiiiiiiiii 23
4.4.3.2 Priprava sondy specifické pro lokus 5S IDNA.........cccooiiiiiiiniiini e 24
4.43.3 Priprava sondy Radka 5 a Radky 6.......cccoeviviiiiininiiiiniii 26
4.4.4 Pfiprava novych sond specifickych pro genom bananovniku ze sekce Australimusa... 27
4.4 .4.1. Izolace a stanoveni koncentrace genomoveé DNA ........cccccoeviniiiiininniiiiiini e, 27

4.442 PCR amplifikace novych tandemovych repetic identifikovanych v genomu zastupci

SEKCE AUSIIAIMUSA ... .veieiie ettt ettt s s e saae s e e e sae e eaae e e eabe e nnes 28

4.4 4.3 Precisténi PCR produktil a sekvenovani............cccccovivviiiiiiiniiniiiinicicic i, 29
4.4 4 4 Bioinformaticka analyza sekvenacnich dat .........cc.coceveviiiininiiiiininniiii e, 30
4.4.4.5 Priprava sond specifickych pro genom bananovniku ze sekce Australimusa ........... 30

4.4.5 Piecisténi fluorescencnich SONd ..........ooeeiiriereiieniiniccieneece et 31
4.4.6 Fluorescenéni in situ hybridizace a fluorescenéni mikroskopie ..........ccccceeeiiiiiiiinnnnns 32

S VYSLEDKY ...oooitumiitiemmeiineeiseesses s sessee s sess s 34

5.1 Cytogeneticka lokalizace repetitivnich sekvenci specifickych pro A genom bananovniku

a 5S rDNA na metafaznich chromozomech AT hybridnich klonti bananovniku...........ccccceceeeeeee. 34
5.2 Analyza variability repetitivnich sekvenci specifickych pro T genom bananovniku.................. 39
6 DISKUSE ...ttt ettt e st et eh e sh s s a e e bbb 43
T ZAVER ..t 45
8  LITERATURA ...ttt ettt ettt et st st st a e e et s bees b s eas e enes 46

Vi



SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

BAC
Bp
CCD
Cy5
DAPI
DNA
dNTP
FISH
FITC
GISH
IGS
ITC
ITS
Kb
NOR
PCR

rDNA

rRNA

SSC

Umé¢ly bakterialni chromozom (bacterial artifical chromosome)
Par bazi (base pair)

Charged Coupled Device

Cyanin 5

4' 6-diamidino-2-fenylindol

Deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleotide acid)
Deoxyribonukleotid trifosfat (deoxyribonucleotide triphosphate)
Fluorescenéni in situ hybridizace (fluorescent in situ hybridization)
Fluorescein isothiokyanat

Genomicka in situ hybridizace (genomic in situ hybridization)
Mezigenovy mezernik (intergenetic spacer)

International Transit Centre

Vnitini transkribovany mezernik (internal transkribed spacer)
Kilobaze (kilobase)

Organizator jadérka (nucleolar organizing region)
Polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
Ribozomalni DNA (ribosomal DNA)

Ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

Ribozomalni RNA (ribosomal RNA)

Citronan sodny dihydrat

vii



SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1: Schéma fluorescencni in sifit hybIidiZACE ........eeveeieeiieeiiieiiiieeeeeeeee sttt 5

Obrazek 2: Jednotka 45S rDNA se sklada z gend pro 18S, 5.8S a 25S rRNA. Geny jsou navzijem
oddéleny vnitfnimi transkribovanymi mezemiky (ITS1 a ITS2). 45S rDNA jednotky jsou od sebe

oddéleny dlouhym intergenovym mezernikem (IGS) ....ccoovoviveiiiriirieiie et 6
Obrazek 3: Fotografie mitotickych metafaznich chromozomti Musa............cccccccoveveiiiinininciiennnn. 12
Obrazek 4: Idiogram tii diploidnich druhii Musa nalezicich do sekce Eumusa .........ccccocvveineeienene. 16

Obrazek S: Cytogenetické mapovani sond Radka 5 a Radka 6 specifickych pro A genom bananovniku

na mitotickych metafaznich chromozomech AxT hybridnich KIOni. ........ccccooeeiininiiiieninninciiincee 36

Obrazek 6: Cytogenetické mapovani sondy Radka 5 nebo Radka 6 specifickych pro A genom
bananovniku a sondy Radka 2 specifické pro 5S rRNA geny na mitotickych metafaznich chromozomech

AXT hybridnich KLONUL. ........occeiiiiiiiiiii ettt ettt st sree e 38

Obrazek 7: Priklad mnohocetného pfifazeni pro repetitivni sekvenci Fei 72 provedeny pomoci

MUSCLE v programovém baliku S€aview v35.0.5.....cc.coiiriiiiiieiieiieriiesiie e siesie e e e e 40

Obrazek 8: Elektroforeticka analyza PCR produktu ziskanych amplifikaci vybranych vzorku izolované
genomové DNA s osmi primery navrzenymi pro tandemové organizované repetitivni sekvence
identifikované z [llumina sekvenacénich dat zastupcu sekce Australimusa. PCR produktu byly naneseny

AU 113110)72-1 . V) PSPPSR 41

~

Obrazek 9: Cytogenctické mapovani sondy CL 33/3 — repetitivni sekvence specifické pro T genom
bananovniku  na  mitotickych  metafaznich  chromozomech  AxT  hybridniho  klonu

ITC 1213 (2n = 3X =32, ENOLYP AAT). ettt ettt et st e e e st e sabe s 42

viii



SEZNAM TABULEK

Tabulka 1: Seznam analyzovanych genotypti bananovniku ..........cceevevienieiieiieiiieecir e 17

Tabulka 2: Rozpis PCR reakcni smési pro pripravu sondy specifické pro lokus 45S rDNA o celkovém
ODJEMU TEAKCE 20 L .ottt ettt e et e st e ssaesbee st seseteenteenteenseanneenneennnennnes 24

Tabulka 3: Teplotni a ¢asovy profil PCR reakce pro pripravu sondy specifické pro lokus 45S rDNA24

Tabulka 4: Rozpis PCR reakcni smési pro amplifikaci Radka2 DNA klonu s T3 a T7 primery o
celkovém objemu 1€AKCE 10 [l ...ociiiiiiiieiieiesie ettt st st eateeateeateente e e e e e e enees 25

Tabulka 5: Teplotni a casovy profil PCR reakce pro amplifikaci Radka2 DNA klonu....................... 25

Tabulka 6: Rozpis PCR reakéni smési pro fluorescencni znaceni lokusu 5S rDNA o celkovém objemu

TEAKCE 50 UL c.nvieiie ettt ettt ettt e st e st este e stt e e et e e e s e e s ee s ee st aessee st seeateenteenteenteenne e neenneeennes 26

Tabulka 7: Rozpis PCR reakéni smési pro pripravu sond Radka 5 a Radka 6 o celkovém objemu reakce

Tabulka 9: Reakéni smés pro PCR amplifikaci useka specifickych pro Australimusa o celkovém

ODJEMU TEAKCE 20 L .ottt ettt e et e st e ssaesbee st seseteenteenteenseanneenneennnennnes 28
Tabulka 10: Precisténi PCR produktu o celkovém objemu reakce 7 pl....co.eevveeieeieecieecieieeeeeeee, 29
Tabulka 11: Reak¢ni smés pro sekvenacéni reakcei o celkovém objemu reakce 10 pl .......oovvennvennnnnnee. 29
Tabulka 12: Teplotni a Casovy profil sekvenacni reakCe ........coovveveeirriierienienie e 30

Tabulka 13: Rozpis PCR reakéni smési pro amplifikaci genomové DNA polozky ITC1716 s primery

specifickymi pro Australimusa o celkovém objemu reakce 20 pl........oocvveiieiiiriiiniinieieesese e 30

Tabulka 14: Teplotni a casovy profil PCR reakce pro amplifikaci DNA — ITC1716 s primery
SPECIfICKYMI PIO AUSIIAIIINUSA. ...evveivieiiieeieeie et et et erteesttesttesteestbesuteseteanseenseeseesseesssessaesseessaesseesseens 31

Tabulka 15: Rozpis jedné¢ PCR reakéni smési o objemu 20 ul pro znaceni sondy specifické pro

PN R 51§00 010 T DR 31

Tabulka 16: Rozpis hybridizacni smési pro celkovy objem 30 pl a stringenci 77 % .....ccoeeveevernenee. 32

iX



Tabulka 17: Teplotni a ¢asovy profil promyvani preparati po hybridizaci pomoci SSC o raznych

KOMCEIETACICR. ...ttt ettt et sttt et bttt bt sttt ea e sttt e besbee e enbe s 32
Tabulka 18: Genotypy analyzovanych polozek bananovnikt pomoci FISH.............cccooeviieiviniinnnnnen. 37
Tabulka 19: PCR amplifikace repetitivnich sekvenci specifickych pro T genom bananovniku ......... 40
Tabulka 20: Variabilita repetitivnich sekvenci specifickych pro T genom bananovniku.................... 40



1 UvVOD

Malovani chromozomii je metoda umoziujici vizualizaci chromozomalnich useki nebo celych
chromozomi pomoci fluorescenéni in situ hybridizace a lze ji tak wvyuzit k identifikaci
jednotlivych chromozomu v karyotypu. K identifikaci jednotlivych chromozomi napomahaji i rizné
druhy chromozomové specifickych sond, kam patfi sondy pro ribozomalni geny, satelity nebo
transpozony. K malovani chromozomu u rostlin 1ze vyuzit chromozomové specifickych BAC kloni,
kdy je mozn¢ izolovat a poté fluorescenéné naznaéit BAC klony jdouci kontinualné za sebou a pokryt
tak ramena vybranych chromozomu. Tato metoda je v§ak pracna a Ize ji provést jen u druhti s nizkym
poctem repetitivnich sekvenci v genomu. Alternativou je relativné nova metoda zvana oligo painting
FISH, ktera je zalozena na in silico identifikaci velkého mnozstvi kratkych, chromozomov¢ specifickych
oligomert. Nasleduje syntéza a fluorescencéni znaceni identifikovanych oligonukleotidii, které jsou
vyuzivany jako sondy pro FISH analyzu. Metodu lze aplikovat na velké spektrum rostlinnych druhu

v¢etné bananovniku (Musa spp.).

Bananovnik (Musa spp.) je jednodélozna bylina, jejiz puavod je v jihovychodni Asii. Jedna
se 0 hospodarsky vyznamnou rostlinu, jelikoz se jeji plody vyvazeji do celého svéta. Bananovnik
je nachylny na nejruznéjsi patogeny, nebot” se jedlé¢ kultivary rozmnozuji vyhradné vegetativné
a vznikaji tak bezsemenné a sterilni rostliny. Resenim je $lechténi novych kultivari odolnym vigi
nemocem, k ¢emuz je nutné znalost struktury genomu bananovniku a objasnéni jeho ptvodu.
Fluorescenéni in situ hybridizace s vyuzitim nejriznéjSich sond jsou v tomto sméru velmi uzitené.
PredloZzena bakalarska prace vyuziva metody FISH ke studiu struktury genomu Musa spp., pii¢emz
analyza byla zam¢fena na mezidruhové klony bananovniku vzniklé pfirozenym kfizenim mezi plané

rostoucimi diploidnimi druhy Musa acuminata a Musa textilis.
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Vypracovani literarniho prehledu o metodach studia malovani chromozomid u rostlin,
jejich vyvoji a moznych aplikacich s dirazem na bananovnik (Musa spp.). Dale je popsano
taxonomické zarazeni, puvod jedlych typu bananovniku a cytogeneticka charakterizace genomu

bananovniku.
Pfiprava preparati mitotickych metafaznich chromozomu a fluorescenéné znacenych sond.

Analyza genomovcého slozeni vybranych mezidruhovych kloni bananovniku vzniklych
pfirozenym kfizenim mezi plan¢ rostoucimi druhy M. acuminata a M. textilis metodou

fluorescencni in situ hybridizace.

Analyza variability repetitivnich sekvenci specifickych pro T genom bananovniku

pomoci Sangerova sekvenovani a nasledné bioinformatické analyzy.

Vyhodnoceni ziskanych dat a sepsani experimentalni ¢asti bakalarské prace.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Metody studia chromozomu u rostlin

3.1.1 Pruhovani chromozomu

Pruhovani chromozomu je metoda umoziiujici rozlisit jednotlivé chromozomy v ramci karyotypu dané
rostliny. Kazdy chromozom v karyotypu vykazuje charakteristické pruhy, které tvofi vysoce
kondenzovany heterochromatin. Heterochromatin je kvili své vysoké kondenzaci snadno barvitelny
a obsahuje transkripéné¢ neaktivni oblasti. Zbylé slabé obarvené useky jsou tvofeny rozvolnénym
euchromatinem, ktery je transkripcné aktivni. Krom¢ identifikace jednotlivych chromozomu metoda

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

Prvni objevenou pruhovaci technikou je Q-pruhovani. Tato metoda vyuziva fluorescenéniho barviva
chinakrinu, které¢ patfi mezi AT-specifické fluorochromy. Vzniklé tmavé pruhy odpovidaji oblasti
vysoce kondenzovaného heterochromatinu. Vizualizace se provadi pomoci fluorescenéniho
mikroskopu. Pfi G-pruhovani jsou chromozomy vystaveny pusobeni trypsinu, ktery odstranuje néktere
proteiny asociované s chromozomy. Nasleduje aplikace Giemsova barviva. Tmavé pruhy tvori vysoce
kondenzovany heterochromatin, stejné jako u Q-pruhovani. Dalsi technikou je R-pruhovani, kde
aplikaci Giemsova barviva predchazi inkubace preparatu v horkych roztocich pufra. Vysledkem
je barveni genové bohatych tsekt chromatinu, tedy euchromatinu. Jedna se o opak G-pruhovani a Q-
pruhovani. C-pruhovani slouzi k vizualizaci repetitivnich oblasti, pfedev§im centromery a telomery.
Provadi se inkubaci preparatu v roztoku hydroxidu barnatého s naslednym barvenim pomoci Giemsova

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

Pruhovaci techniky umoziuji odhalit pouze velké chromozomové prestavby (Lee et al., 2001). U rostlin
je metoda uziteéna pouze u druhii s velkym podilem repetitivnich sekvenci a s velkymi genomy,

jako je ryze a pSenice (Gill e Kimber, 1977).

3.1.2 In situ hybridizace (ISH)

In situ hybridizace (ISH) je metoda vyuzivajici DNA sondy specifické k urcité oblasti genomu. Nejprve
dochazi k denaturaci znacené sondy s komplementarnim tsekem DNA. Po denaturaci je sonda
hybridizovana s usekem DNA, ktery vykazuje vysokou homologii. Dale je navazana sonda detekovana
(viz nize). Nasedani a denaturace dvouvlaknovych tseka je ovlivnéna mnoha faktory, jakym je teplota,
koncentrace soli, pH, vlastnosti sondy a cilové molekuly (DNA). Jsou znamy dva typy znaceni sond

a tim je radioaktivni a neradioaktivni znaceni (Jin et Lloyd, 1997).



Radioaktivni (izotopové) znadeni sond vyuziva nejéastéji *H, *S, 'L, *’P a v také *P. Vizualizace
je u takto znacenych sond rentgenovym filmem nebo autoradiografickou emulzi (Wilcox, 1994). Dnes

je radioaktivni znac¢eni Casto nahrazeno zna¢enim vyuzivajici neradioaktivni latky (Jin er Lloyd, 1997).

Neradioaktivni (neizotopoveé) znaceni je vdneSni dobé hojné vyuzivané. K nejbéznéjsim
neradioaktivnim znafenim se vyuziva biotin, digoxigenin, fluorescein, alkalicka fosfataza nebo
bromdeoxyuridin (BrdU). Nejprve byly vyuzivany sondy zna¢ené molekulou biotinu. Pfi pfipravé sondy
dochazi k inkorporaci biotinylovan¢ho dUTP. Hybridizacni signaly s biotinylovanymi sondami lze
detekovat pridanim avidinu nebo streptavidinu konjugovaného s alkalickou fosfatazou, kienovou
peroxidazou nebo casticemi koloidniho zlata (Raybum et Gill, 1985). Pozd¢ji se zacaly sondy znacit
také digoxigeninem, jehoz signaly lze vizualizovat pomoci antidigoxigeninové protilatky konjugované
s alkalickou fosfatazou nebo kfenovou peroxidazou. ISH nukleovych kyselin byla poprvé popsana
v roce 1969 (Gall et Pardue, 1969). Od t¢ doby bylo vyvinuto mnoho variant, mezi které¢ se fadi také
fluorescencni in situ hybridizace (Wilkinson, 1993; Egger et al., 1994; Wilcox, 1993).

3.1.3 Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) je v cytogenetice a molekulani genetice velmi oblibenou
metodou. Metoda nabizi vyrazné zrychleni a zjednoduSeni procesu hybridizace. Principem
fluorescencni in situ hybridizace je navazani specifického useku DNA s fluorescencné znacenou
sondou, ktera je komplementami k danému useku DNA. Navazani, tzv. hybridizaci, pfedchazi kratka
denaturace vlaken DNA a sondy (obrazek 1). Nasledna inkubace ve vlhkém prostredi pfi teploté 37 °C

umozni specifické hybridizaci sondy s komplementarnim usekem DNA.



2 ac Piimé znaceni

(A) Znaceni sondy ’

& | Neprimeé znaceni
(B) Priprava nakapavanych metafaznich
‘ mitotickych chromozomu na podlozni sklo
(C) Denaturace sondy ..~‘L /
i
e
“
(C) Denaturace DNA

(D) Hybridizace znacené t

sondy a DNA

"Mﬁm

(E) Aplikace fluorescencné
znacené plohlalh

E neznacena DNA

(F) Detekce signalu pomon
fluorescen¢ni mikroskopie

4 Nefluorescen¢ni znaceni

9. Fluorochrom

g Protilatka ve vazbé s fluorochromem

Obrazek 1: Schéma fluorescencni in situ hybridizace (Pfevzato s upravami z Brammer et al., 2013)

Znaceni pomoci fluorescencnich sond je dosazena kovalentni vazbou s fluorochromem (Gall e Pardue,
1969). Excitacni a emisni vlnové délky fluorochromi jsou riizné, coz umoziiuje pouziti nékolika sond
najednou (Nederlof et al., 1989). Sondy jsou pfimo znaéeny fluorochromy, jako je napf. fluoresceinem,
nebo znaceny nepfimo hapteny — biotinem/digoxigeninem a nasledné detekovany piidanim avidinu nebo
streptavidinu spfazeného s fluorochromem. Signaly jsou detekovany fluorescenénim mikroskopem.
Metoda umoziuje zachyceni fluorescencnich signalt pomoci specialnich CCD kamer a naslednou

analyzu digitalnimi zobrazovacimi systémy (Wilkinson, 1993; Gray et al., 1994).

3.1.3.1 Vyuziti repetitivnich DNA sekvenci jako sond pro FISH u rostlin

Jako sondu pro FISH je mozné vyuzit n¢kolik riznych typu sekvenci. BéZzn¢€ jsou vyuzivany tandemoveé
se opakujici sekvence ribosomalnich genti (rRNA). 5S a 45S rDNA byly uspésné mapovany u mnoha
rostlin jako psSenice (Triticum aestivum) a jeémen (Hordeum vulgare) (Mukai et al., 1990;
Leitch et Heslop-Harrison 1992). Jedna se o vysoce konzervované geny vyskytujici se u v§ech eukaryot
(Appels et al., 1980). Geny pro ribosomalni RNA jsou v genomu usporadany tandemové, Citajici
250 az 22 000 kopii (Rogers et Bendlich, 1987).



Ribosomalni DNA se soustfed’uje ve dvou lokusech, kterymi jsou 5S a 45S rDNA.. Jednotka 45S rDNA
rostlin se sklada z gena pro 18S, 58S a 26S rRNA. Jak je patmé z obrazku 2 nize, tyto geny
jsounavzajem oddéleny vnitfnimi transkribovanymi mezerniky (ITS). Jednotlivé 45S rDNA

jednotky jsou potom odd¢leny dlouhym intergenovym mezernikem (IGS) (Hiibova et al., 2010).
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Obrazek 2: Jednotka 45S tDNA se sklada z genti pro 18S, 5.8S a 25S tRNA. Geny jsou navzajem odd¢leny
vnitfnimi transkribovanymi mezerniky (ITS1 a ITS2). 45S rDNA jednotky jsou od sebe oddéleny dlouhym

intergenovym mezernikem (IGS) (Pfevzato s upravami: Rodrigues et al., 2017).

Repetitivni DNA je clenéna podle jeji organizace v genomu na rozptylenou nebo tandemove
organizovanou. Rozptylen¢ sekvence jsou tvofeny predev§im satelity, mobilnimi elementy
a transpozony. Rozptylené i1 tandemové repetice jsou taktéz oblibenymi sondami pro FISH, jelikoz
poskytuji chromozomové nebo druhové specificky signal (Jiang et Gill 1994). Byly uspésné pouzity
pii studiu kukufice, kostfavy nebo pSenice (Koo et al., 2016; Krivankova et al., 2017; Ruban ef Badaeva,
2018).

3.1.3.2 Genomova in situ hybridizace (GISH) u rostlin

Genomova in situ hybridizace (GISH) je metoda vyuZzivajici genomovou DNA jednoho z rodicu jako
sondu, ¢imz umoznuje odlisit rodi¢ovské chromozomy u mezidruhovych hybridi. Hybridizace znacené
genomové sondy je zplisobena pfitomnosti genomove specifickych repetitivnich sekvenci DNA. Jsou-li
dva genomy blizce pribuzné a sdileji vétSinu repetitivnich sekvenci DNA, pak se odliseni t€chto genomu

stava obtizné¢ (Durnam et al., 1985; Pinkel et al., 1986).

Pomoci GISH se podarilo odlisit genomy jeémene (Hordeum vulgare a Hordeum bulbosum), ovsa

a dalSich rostlinnych druhii (Anamthawat-Jonsson et al. 1993; Jellen et al., 1994). Dale je GISH uspésné



vyuzivana v analyze chromozomov¢ struktury alopolyploidnich druhi. Poskytuje dilezité informace
o evoluci genomu a vzniku alopolyploidnich druht (Jiang et Gill 1994a). GISH lze vyuzit ve studiu

parovani homoeolognich chromozomu (King et al., 1993).

Chromozomalni ptestavby byly s vyuzitim GISH objeveny u kfiZzencti tabaku (Nicotiana tabacum) nebo
ovsa (rod Avena) (Kenton et al., 1993; Jellen et al., 1994). Druhové specificka chromozomalni
translokace byla pozorovana u Triticum timopheevii, Triticum turgidum a Triticum aestivum

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

3.1.3.3 Jednokopiové BAC klony jako sondy pro FISH

Jednou z moznosti identifikace jednotlivych chromozomi je vyuziti jednokopiovych fragmentii DNA
klonovanych ve vektoru BAC (bacterial artificial chromosome), kter¢ jsou nasledné pouzity jako sondy
pro FISH (Hanson et al., 1995). BAC knihovny pro urcity druh se skladaji z DNA klonii nesoucich
inzerty o velikostech 70 — 200 kb (Vilarinhos et al., 2002). Na rostlinnych mitotickych chromozomech
lze detekovat signaly o minimalni velikosti 10 kb (Valarik er al., 2004). BAC FISH byla tspésné
aplikovana na rostliny s malymi genomy. Tyto rostliny obsahovaly pouze maly podil repetitivnich
sekvenci. Vysledky byly zaznamenany u ciroku, ryZze, bavlny, pSenice, rajéat a brambor
(Woo et al., 1994; Jiang et al., 1995; Hanson et al., 1995; Dong et al., 2000; Song et al., 2000;
Zhang et al., 2004).

Lysak et al. (2001) vyuzil chromozomové specifickych BAC (Bacterial Artificial Chromosome) klont
u Arabidopsis thaliana pro malovani jednotlivych chromozomi, tzv. BAC FISH metoda. Sestavenim
velkého mnozstvi BAC klont jdoucich kontinualné za sebou se podarilo pokryt celé rameno
chromozomu. Po izolaci a fluorescenénimu naznaceni téchto klont byla poté ziskana sonda pokryvajici
celé chromozomalni rameno. Nicméné funkénost této metody je podminéna malym podilem repetitivni
DNA v genomu. Je tedy vhodna predevsim pro druhy s malymi genomy, které jsou z velké ¢asti tvoreny
euchromatinem. Krom¢ Arabidopsis byly BAC klony uspé$né pouzity pro malovani chromozomu

u Brachypodium distachyon (1dziak et al., 2014).

Jako sondu je mozné vyuzit také jednokopiové nebo nizkokopiové geny. Mezi studie, které se vénovaly
mapovani jednokopiovych sekvenci, patfi T-DNA v Crepis capillaris, gen pro legumin v hrachu
(Pisum sativum) nebo gen P-tubulinu ve vojtéSce (Ambros et al., 1986; Simpson et al., 1988;

Schaff et al., 1990).



3.1.3.4 Oligo painting u rostlin

Metoda malovani (painting) chromozomu vyuziva sondy, které jsou vytvoreny ze sekvence celého
chromozomu. Chromozomy pro tvorbu sond jsou ziskany tfidénim pritokovou cytometrii nebo
mikrodisekci (Pinkel et al., 1988). Umoziuje identifikovat velké useky nebo celé chromozomy. Metoda
byla Siroce vyuzivana v cytogenetice savcu i1 ¢lovéka, nicméné u rostlin nebyla pouzitelna kvili
repetitivni DNA, ktera je u rostlin rozprostfena napfi¢ celym genomem (Ferguson-Smith, 1997,
Schubert et al., 2001). Jedinou moznosti bylo vyuziti metody BAC FISH u A. thaliana a B. dystachyon
pro malovani rostlinnych chromozomu (Lysak et al., 2001; Idziak et al., 2014).

Technicky pokrok v syntéze DNA umoznil de novo syntézu tisicli oligonukleotidti (45-50 bp), které
mohou byt po naznaceni pouzity jako chromozomové specifické sondy pro FISH. Metoda nazvana oligo
painting FISH je zaloZzena na in silico identifikaci velkého mnozstvi kratkych, chromozomové
specifickych (unikatnich) oligomeru. /n silico analyza slouzici k identifikaci oligomerii pokryvajicich
specifické oblasti genomu miiZze byt provedena pomoci softwaru Chorus, ktery byl k tomuto ucelu
vytvoren, nebo pomoci dalSich bioinformatickych nastroju (Han et al., 2015). Nasleduje syntéza téchto
kratkych oligonukleotidii a fluorescenéni znaceni, coz umoziuje jejich pouziti jako fluorescenéni sondy
pro naslednou FISH analyzu. Metoda byla uspésné vyuzita k malovani celych chromozomu a analyze
genomového usporadani u mnoha rostlinnych druhti véetné okurky seté, celedi lipnicovité a lilkovite,
jahodniku, orlicku velkokvétého, bramboru, ryze, topolu, cukrové titiny a kukufice (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 kukufice se z velké casti sklada z repetitivnich sekvenci DNA, které pochazeji
z riznych mobilnich elementt. Sondy navrzené pro vSech 10 chromozomu kukufice vykazovaly
vysokou specificitu, coz dokazuje uc¢innou eliminaci repetic béhem selekce oligomertu pomoci softwaru

Chorus (Albert et al., 2019).

K identifikaci chromozomi brambor a pfibuznych druhti rodu Solanum spp. byl vyvinut tzv. oligo FISH
barcode systém. Pro tuto metodu byly sestaveny dvé oligo sondy. Sondy byly navrzeny z jedné nebo
vice oblasti na kazdém chromozomu. Pti FISH analyze signaly ze dvou sond pfipominaji ,,Carovy kod*,
ktery identifikuje kazdy z 12 chromozomu bramboru. Stejny carovy kod (barcode) lze pouzit
k identifikaci 12 homeolognich chromozomt mezi vzdalené pfibuznymi druhy rodu Solanum spp.,

vcetné rajcat a lilku (Braz et al., 2018).



3.2 Malovani chromozomi u ¢eledi bananovnikovité (Musaceae)

3.2.1 Taxonomie Celedi Musaceae

Bananovnik je jednodélozna bylina pochazejici z jihovychodni Asie, ktera je povaZzovana za centrum
jeho primamni diverzity. Bananovnik se odtud dale rozsifil do tropickych a subtropickych oblasti celého
svéta (Karamura et Karamura, 1995). Taxonomicka klasifikace fadi bananovnik do fise Plantae
(rostliny), odd€leni Magnoliophyta (krytosemenné), tfidy Liliopsida (jednod€lozné), fadu Zingiberales
(zazvornikotvaré) a celedi Musaceae (bananovnikovité¢) (www.biolib.cz). Musaceae je mala celed’,
ktera se roz¢lenuje do tfi rodu: Ensete, Musa a Musella (Wu et Kress, 2001). Nejpocetnéjsi z téchto roda
je Musa, Citajici priblizn€ 75 druhu, pricemz Ensete (x = 9) a Musella (x = 9) jsou zastoupeny pouze par
druhy. Podle zakladniho chromozomového ¢isla (x) a morfologie rostliny je rod Musa rozdélen do ctyt
sekci: Eumusa (x = 11), Rhodochlamys (x = 11), Australimusa (x = 10) a Callimusa (x = 9, 10)
(Cheesman, 1947). Argent (1976) vyclenil patou sekci, kterou nazval Ingentimusa. Tato sekce obsahuje

pouze jeden druh Musa ingens, ktery ma nejnizsi zakladni chromozomové Cislo (x = 7).

Nejpocetnéjsi sekci je Eumusa, patfi zde nejvyznamnéjsi plané druhy M. acuminata Colla (2n = 2x = 22,
genom A), M. balbisiana Colla (2n = 2x = 22, genom B) a nejb&zngjsi jedlé typy bananovniku, které
vznikly mezidruhovou nebo vnitrodruhovou hybridizaci téchto planych druhti (Simmonds ef Shepherd,
1955). M. acuminata je clenéna do celkem 9 poddruhd, kterymi jsou banksii, burmannica,
burmannicoides, errans, malaccensis, microcarpa, siamea, truncata, a zebrina (Perrier et al., 2011).
Sekce Eumusa je fylogeneticky blizce pfibuzna sekci Rhodochlamys, jejiz druhy jsou péstovany
pfedevsim jako okrasné rostliny (Wong et al., 2002). Sekce Australimusa zahrnuje M. textilis
(2n =2x =20, genom T), ktera je péstovana pro sva vlakna, a také jedlé kultivary nazyvané Fe’i
(MacDaniels, 1947). Callimusa je nejvice variabilni sekci. Druhy, které se k této sekci fadi, se lisi

zakladnim chromozomovym ¢islem x = 9 nebo x = 10 (Cheesman, 1947; Cizkova et al., 2015).

3.2.2 Puvod jedlych typt bananovniku

M. balbisiana a zminéné poddruhy M. acuminata se podilely na vzniku vétSiny jedlych kultivara
bananovniku. Jedl¢ kultivary jsou partenokarpické, tedy bezsemenné, a rozmnozuji se pouze
vegetativné. Hlavnimi péstovanymi skupinami jsou diploidni (AA, AB) a triploidni kultivary (AAA,
AAB a ABB), nicmén¢ ve Slechtitelskych programech vznikly také tetraploidni kultivary (AAAB,
AABB) (Cheesman, 1947; Simmonds et Shepherd, 1955).

Plody bananovnikt s genomovou konstituci AAA se oznacuji jako sladké banany ,.dessert bananas®.
Tyto plody jsou konzumovany syrové. Hned po citrusech jsou druhou nejvyvazenéjsi plodinou svéta.
Drive se jednalo o skupinu Gros Michel, ktera v§ak byla zdemolovana panamskou nemoci. Dnes je Gros

Michel nahrazena skupinou Cavendish, ktera je vSak vaci virovym a plisnovym chorobam také stale
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nachylnéjsi (Gowen, 1995). Rychlé §ifeni chorob je zapfiinéno vegetativnim rozmnozovanim. Dochazi
ke vzniku geneticky identickych klonu, které jsou sterilni. (Hfibova et al., 2008). Pro efektivni péstovani
novych kultivari odolnych vuci chorobam je tfeba prohloubit znalosti o struktufe genomu Musa

a o puvodu kultivovanych klona (Valarik et al., 2002).

Dalsi vyznamnou skupinu tvori Skrobové banany ,,cooking bananas® s genomovou konstituci AAB
(plantainy), ABB nebo AAA (East African Highland bananas). Zminéné skupiny jsou péstovany pro
lokalni spotfebu, ktera tvofi 90% celkové produkce. Tyto banany se zpracovavaji vafenim
nebo fermentaci. V rozvojovych zemich jsou hlavnim zdrojem obzivy pro miliony lidi (Gowen, 1995;
Horry et Jay 1988; Lebot et al., 1993). Vyuzivany jsou také listy bananovniku, které slouzi k baleni
potravy, k vyrob¢é provazii nebo jako krmivo pro zvifata (Stover et Simmonds, 1987). Triploidni
kultivary AAB a ABB vznikly mezidruhovym kfiZenim mezi diploidnim druhem M. acuminata ssp.

nebo M. balbisiana a mezidruhovym AB hybridem. (Perrier ef al., 2011).

Na mezidruhové hybridizaci jedlych kultivari se v mensi mife podili také M. schizocarpa
(sekce Eumusa, 2n = 2x = 22, genom S), ktera hrala roli napft. pfi vzniku bananovnikia vychodoafrické
vysoéiny (EAHB, East African Highland bananas, genom AAA) (Némeckova et al., 2018). Dalsi jedlou
odridu tvori skupina Fe'i (sekce Australimusa, 2n = 2x = 20) (Hfibova et al., 2008). Plody Fe'i
jsou charakteristické  oranzové barvy, ktera je dana vysokym obsahem karotenoidu
(Englberger et al., 2006). K mezidruhové hybridizaci doslo také mezi vzdalené pifibuznymi druhy
M. acuminata (sekce Eumusa, genom A) a M. textilis (sekce Australimusa, genom T). Touto cestou

vznikly AxT klony (D’Hont et al., 2000).

3.2.3 Cytogeneticka charakteristika bananovniku

Mimo vySe popsanou taxonomii bananovniku k zakladnim charakteristikam druhu patfi také velikost
jadern¢ho genomu. Ta je dualezita pfi analyzach jeho struktury. Velikost genomu je mérena pomoci
pratokové cytometrie, ktera se vyuziva také k analyze ploidie nebo bunééného cyklu. Pratokova
cytometrie je zaloZzena na detekci fluorescencniho signalu, ktery je emitovan DNA obarvenou
fluorochromem. Jadra obarvena fluorochromem protékaji celou prutokového cytometru jedno
za druhym, coZ umoziuje laserim o specifickych vinovych délkach méfit intenzitu fluorescence DNA
kazdého jadra. Velikost jaderného genomu je charakterizovana C-hodnotou (udavana v pg). Hodnota
IC je rovna mnozstvi DNA v jedné haploidni sadé¢ chromozomu pred replikaci DNA

(Dolezel et al., 2003).

Jaderny genom rodu Musa je pomérné maly. 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/1C
(Dolezel et al. 1994; Lysak et al., 1999). Tyto rozdily v obsahu jaderné DNA jsou zptisobeny odlisSnym
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mnozstvim repetitivni DNA (Moore et al., 1993). Barto§ et al. (2005) zméfil obsah DNA
u M. schizocarpa (genom S), pficemz vysledna velikost byla 673 Mbp/1C. Velikost genomu M. textilis
(genom T) byla 701 Mbp/1C. Cizkova et al. (2015) studovala velikost genomu sekce Callimusa
pohybujici se mezi 680 a 867 Mbp/1C. Pozorovala tak negativni korelaci mezi velikosti jaderného
genomu (1C) a zakladnim chromozomovym ¢islem (x). Druhy nalezici k sekci Callimusa maji nejvétsi
genomy ze vSech bananovniku, ale zaroven nejmensi zakladni chromozomové Cislo, které je pouze x =9

nebo x = 10.

Soubor chromozomu v jadfe je oznaovan jako karyotyp. Jedna se o dalsi dulezitou charakteristiku
druhu, ktera je dana po¢tem a morfologii chromozomi. Poéet chromozomu zavisi na sekci a druhu
bananovniku. Pohybuje se mezi 9 a 11 chromozomy v haploidnim genomu. Metafazni chromozomy
Musa jsou metacentrické nebo submetacentrické a vysoce kondenzované. Chromozomy maji stejny tvar
a velikost, ktera se pohybuje mezi pouhymi 1 az 2 um (Dolezel et al. 1998). Jak jiz bylo zminéno,
velikost jaderného genomu je priblizn¢ 600 Mbp, coz znamena, ze velikost primérného chromozomu je
okolo 50 Mbp DNA (Dolezel et al. 1994). Tyto faktory maji za nasledek, Ze nelze jednoznaéné urcit
polohu centromery (primarni konstrikce). Nelze tak od sebe mnohdy jednoznacné rozlisit dlouhé
a kratké rameno chromozomu. Snadno lze ale lokalizovat sekundarni konstrikei, ktera koresponduje
s ploidii bananovniku, a slouzi tak jako duilezity morfologicky znak k odliSeni chromozomu. Sekundarni
konstrikce obsahuje oblast nesouci geny pro 45S rRNA. Je lokalizovana na konci kratkého raménka
jednoho paru chromozomu a oddéluje satelit. Problémem je, Ze se satelit béhem pfipravy metafaznich
preparati od chromozomu casto ulomi a zcela oddéli. Tento ulomeny fragment pak muze byt chybné

povazovan za dals§i chromozom. (DoleZelova et al. 1998).

Pro §lechténi novych odriad bananovniku je dulezité identifikovat jednotlivé chromozomy v karyotypu
a identifikovat jejich pripadné piestavby v genomu (Dolezel et al. 1998). Zminéné faktory znacné
zt€¢zovaly pouziti klasickych molekularnich cytogenetickych metod. Metoda pruhovani chromozomii,
ktera umoznuje identifikovat jednotlivé chromozomy u rostlinnych druht s velkymi genomy bohuzel

u bananovniku nebyla pouzitelna (Greilhuber, 1977; Schubert et al., 2001).

3.2.4 Fluorescencniin situ hybridizace u bananovniku

3.2.4.1 Geny pro ribozomalni rRNA

Pomoci sondy pro 45S rRNA geny je mozné rozpoznat sekundarni konstrikci, ktera je u diploidnich
druht bananovniku lokalizovana na kratkém raménku jednoho paru chromozomu (obrazek 3)
(Dolezelova et al., 1998). Sekundarni konstrikce obsahuje oblast nesouci organizator jadérka (NOR).
45S rRNA geny se u diploidnich druhti nachazi na dvou chromozomech, u triploida na tfech
atetraploidnich druhti na ctyfech chromozomech. Odpovidaji tedy ploidii  rostliny

(Dolezelova et al., 1998; Osuji et al., 1998; Bartos et al., 2005; Cizkova et al., 2013).
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Obrazek 3: Fotografie mitotickych metafdznich chromozomiti Musa. Chromozomy byly vizualizovany pomoci
DAPI. Metitko = 5 pm. Fotografie jsou zobrazeny v bile pseudo barvé. Sipky znazoriji pozici sekundarni
konstrikce. (A) M. acuminata ssp. burmannicoides ITC 0249 (2n = 2x = 22), sekce Eumusa; (B) M. laterita
ITC 1575 (2n = 2x = 22), sekce Rhodochlamys; (C) M. maclayi ITC 1207 (2n = 2x = 20) sekce Australimusa; (D)
M. beccarii ITC 1070 (2n = 2x = 18) sekce Callimusa. (pievzato z Simonikova et al., 2022)

Vysoce konzervovana jednotka 5S rDNA je u AA genotypu lokalizovana na cCtyfech
az Sesti chromozomech, u BB genotypu vétSinou na Sesti chromozomech. Dale bylo pozorovano, ze 45S
rDNA a 5S rDNA se nenachazeji na stejnych chromozomech. Pocet 5S rDNA lokusti je v ramci riiznych
druhtt Musa znaén¢ variabilni v porovnani s 45S rDNA (Dolezelova et al., 1998; Osuji et al., 1998;
Cizkova et al., 2013; Némeckova et al., 2018; Simonikova et al., 2019). 5S rDNA a 45S rDNA
jsou velice uziteénymi cytogenetickymi markery pro identifikaci chromozom a prispély k porozuméni

evoluce a variability genomu u zastupcu rodu Musa (Osuji et al. 1998).

Valarik et al. (2002) sestavil ¢astecné genomické knihovny M. acuminata a M. balbisiana, u kterych
byl proveden skrining pro klony obsahujici repetitivni sekvence, mobilni elementy a rDNA.

Klon pojmenovany Radkal je homologni s 26S rDNA genem ryze, ktery je pfitomen v genomu mnoha
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rostlin. Pomoci tohoto klonu je po FISH mozné odlisit sekundarni konstrikei. Klon Radka 7 je 543 bp
dlouhy fragment homologni s 26S rDNA genem ryze. TaktéZ je lokalizovany na organizatoru jadérka
se signalem na jednom paru chromozomu u diploidnich druhi. Tento klon v§ak neni homologni ke klonu

Radka 1. Klon s nazvem Radka 2 je homologni s 5S rDNA genem ryze.

Dals$im izolovanym klonem je Radka 5, ktery je homologni s repetitivnim elementem M. acuminata.
Tento 61 bp dlouhy segment po FISH hybridizuje v centromerické oblasti na vSechny chromozomy
M. acuminata. Sila signalu u M. balbisiana je asi 30krat niz§i nez u M. acuminata, coz zna¢i velkou
variabilitu v sekvenci DNA. Klon Radka 6 je tandemové organizovana repetitivni sekvence
lokalizovana v centromerické oblasti vSech chromozomu, sila signalu je u M. balbisiana piiblizn¢ 3krat

slabsi (Valarik et al., 2002).

3.2.4.2 Repetitivni DNA sekvence - retrotranspozony, satelity

Jaderny genom bananovniku je z 45 % tvofen repetitivnimi sekvencemi, které se ¢leni na zaklad¢ jejich
organizace v genomu na rozptylené a tandemové usporadané (D Hont ef al., 2012). K rozptylenym
repeticim se fadi zejména transpozony. Koduji proteiny, které usnadnuji jejich replikaci a integraci
do jaderného genomu (Kubis et al., 1998). Tandemové repetice jsou sloZeny z nekddujicich sekvenci

organizovanych v dlouhé fetézce, které se za sebou mnohonasobné opakuji (Charlesworth ez al., 1994).

Hribova et al. (2010) ve své studii popsala repetitivni oblast genomu Musa pomoci 454 sekvenovani.
LTR retrotranspozoény tvofi vyznamnou cast genomu bananovniku. Konkrétné retrotranspozon
Tyl/copia predstavuje 16 % genomu a pri FISH jsou signaly detekovany v (peri)centromerické oblasti
vSech chromozomu. Dal$im hojn¢ zastoupenym retrotranspozénem je Ty3/gypsy, ktery tvofi priblizné
7 % genomu. Ty3/gypsy také po FISH hybridizuje v (peri)centromerické oblasti vSech chromozomii.
Retrotranspozén monkey piedstavuje 0,2 — 0.5 % genomu. Cast kopii tohoto retrotranspozénu byly
soustfedény predevsim v oblasti organizatoru jadérka spolu s rRNA geny. Ostatni kopie elementu v§ak

byly rozptyleny napfi¢ celym genomem (Balint-Kurti ez al., 2000).

Non-LTR retrotranspozony jsou v genomu bananovniku vzacné, pricemz nejvyznamngjsi z nich
se nazyva LINE, tvorici pfiblizn¢ 1 % genomu. Signal LINE retrotranspozénu byl pozorovan
v centromerické oblasti v§ech chromozomiu, coz z néj déla dualezity cytogeneticky marker pro detekci

primarni konstrikce (Hfibova et al., 2010; Cizkova et al., 2013).

Satelitni DNA je slozena z tandemov¢ usporadanych repetic dlouhych az n¢kolik tisic nukleotidi. Hojné
se vyskytuje v oblastech bohatych na heterochromatin, které jsou typické pro centromerické
a telomerické oblasti. Lokusy bohaté na satelity typicky vykazuji specifické pruhovani, coz usnadniuje
identifikaci, analyzu strukturnich chromozomovych zmén a déla z nich uzite¢ny cytogeneticky marker.
Jaderny genom bananovniku (Musa spp.) je na rozdil od mnoha rostlinnych druhii na satelitni DNA
chudy. Tvoii pouze 0,3 % genomu (Cizkova et al., 2013). Satelit CL33 je tandemové organizovana

repetice, pricemz délka opakujici se jednotky je 130 bp. Signal Ize pozorovat v telomerické oblasti dvou
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para chromozomu M. acuminata ssp. burmannicoides cv. ‘Calcutta 4°. Druhym identifikovanym
satelitem je CL18. Taktéz se jedna se o tandemov¢ organizovanou repetici, kdy délka jednotky ¢ini 2 kb.
CL18 lze detekovat v subtelomerické oblasti jednoho paru chromozomu M. acuminata ssp.

burmannicoides cv. ‘Calcutta 4° (Hfibova ef al., 2010).

3.2.4.3 Genomova in situ hybridizace (GISH)

Dalsi metodou, ktera byla wvyuzita ke studiu  struktury genomu  bananovniku,
je genomova in situ hybridizace (GISH), ktera umoziuje identifikovat puavodni rodicovské
chromozomy u mezidruhovych hybridu (Jiang et Gill, 1994). Sonda pro GISH je pfipravena z celkové
genomové DNA jednoho druhu, coz pomaha urcit puvod a chromozomalni prfestavby u rostlinnych

hybrida (Schwarzacher et al., 1992).

GISH byla u bananovniku pouzita k odliseni ¢tyf genomu rodu Musa (A, B, S a T) (Osuji et al., 1997,
D’Hont et al., 2000). Sonda specificka k uréitému genotypu vSak Casto nehybridizuje pouze na jediny
genotyp. Vétsina hybridizovanych mist obsahuje repetitivni DNA sekvence, které jsou spoleéné pro vice

genotypu bananovniku (Osuji et al., 1997).

M. schizocarpa (genom S) je fylogeneticky blizce pfibuzna s M. acuminata (genom A). M. balbisiana
(genom B), ktera nalezi do stejné sekce Eumusa, je t¢émto druhtim o néco vzdalengjsi. Stale se vSak jedna
o blizce pfibuzné druhy. Druhy spadajici do sekce Australimusa jsou vzdalené pfibuzné od tfi
zminénych druhid naleZicich do sekce Eumusa. (Cheesman, 1947). To muze byt zpusobeno tim, ze druhy
ze sekce Australimusa se vyskytuji v jinych geografickych oblastech (Shepherd, 1999). Po GISH
na AxT hybridech nedochazi k témér Zadnému prekryvani signali, 1ze jednozna¢né urcit chromozomy
pochazejici z genomu A, resp. T. Naopak GISH u AxB a AxS hybridi neni vhodna pro identifikaci
chromozomu pochazejicich z jednotlivych genomu, dochazelo totiz k prekryvani signala, kdy sondy
pripravené z A i B, resp. S genomové DNA hybridizovaly po GISH na v§echny chromozomy dan¢ho
hybrida (D Hont et al., 2000).

Krom¢ hybridizace na mitotickych metafaznich chromozomech (Osuji ef al., 1997, D’Hont et al., 2000),
lze GISH aplikovat také na meiotické pachyténni chromozomy, coz umoziuje studovat parovani
chromozomi. U sterilnich hybridi dochazi béhem meidzy kromé bivalenti také k tvorbé univalenti
i multivalentd, a pomémé cCasto také dochazi k parovani homeolognich A a B chromozomu

(Jeridi et al., 2011).

Dalsi nevyhodou GISH u bananovniku je, Ze genomické sondy nehybridizuji na celé chromozomy, ale
pouze na (peri)centromerické oblasti chromozomu. To bylo pozorovano jak u mitotickych, tak
u meiotickych chromozomu (D Hont et al., 2000; Jeridi et al., 2011). Tento jev byl pozorovan u druhu
s malymi genomy, které obsahuji vét§inu heterochromatinu blizko (peri)centromery (Kamisugi et al.

1993; Barre et al., 1998). V distalni oblasti chromozomu se nachazi velmi malo repetitivnich sekvenci,
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coz omezuje vyuziti GISH pro detekci chromozomalnich prestaveb, které jsou Cetnéj$i na koncich

chromozomu (D Hont et al., 2000).

3.2.4.4 Jednokopiové BAC (bacterial artificial chromosome) klony

Kvuli snaze vytvofit sondy pro FISH z DNA fragmenti bananovniku klonovanych ve vektoru BAC,
bylo selektovano osmdesat BAC klonu obsahujicich nizké mnozstvi repetitivni DNA. Ty by tak
potencialné mohly byt pouzity jako chromozomove¢ specifické sondy pro FISH u bananovniku. Bohuzel
pouze jeden BAC klon s nazvem 2G17 prokazal chromozomové specificky signal. BAC klon 2G17
je lokalizovany v subtelomerické oblasti na jednom paru chromozomu M. acuminata ssp.

burmannicoides cv. ‘Calcutta 4° v oblasti nesouci geny pro 5S rRNA (Hribova et al., 2008).

Signaly ostatnich BAC klonu byly po FISH bud’ rozptylen¢ na vSech chromozomech, nebo signal nebyl
detekovan Zadny. Pritomnost rozptylenych signalt byla zpusobena pfitomnosti repetitivnich sekvenci
DNA (Hribova et al., 2008). BAC klony, které nevykazaly Zadny signal, mohou nést chloroplastovou
nebo mitochondrialni DNA, ktera s¢ v malé mife v knihovnach vyskytuje (Vilarinhos er al., 2002).
Dalsim faktorem, pro¢ FISH s nékterymi BAC klony selhala, mize byt vysoce kondenzovany chromatin
metafaznich mitotickych chromozomi. Re$enim by mohlo byt pouziti méné kondenzovanych
meiotickych pachyténnich chromozomui (Lysak er al., 2001). Vétsina BAC klont nebyla kvili
pfitomnosti rozptylenych repetitivnich sekvenci v genomu Musa chromozomové specificka. Z toho

divodu BAC klony nepomohly k identifikaci chromozomi a sestaveni karyotypu (Hfibova et al., 2008).

3.2.4.5 Oligo painting FISH

Vyuzitim kombinaci vySe zminénych typu sond (geny pro rRNA, BAC klon 2G17, repetitivni DNA
sekvence — CL33 a CL18) byla snaha identifikovat jednotlivé chromozomy a vytvofit tak karyotyp
bananovniku. Ukazalo se, ze dostupné sondy jsou pro identifikaci vSech chromozomu nedostatecné
(Cizkova et al., 2013). Tento problém vyfesila az moderni metoda oligo painting FISH. S vyuzitim této

metody byl poprvé sestaven karyotyp bananovniku (obrazek 4) (Simonikova ef al., 2019).
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Obrizek 4: Idiogram tii diploidnich druhii Musa naleZicich do sekce Eumusa (pievzato z Simonikova et al., 2019)
(A) M. acuminata ssp. malaccensis “Pahang” (genom A) ITC 0609; (B) M. balbisiana “Tani” (genom B)
ITC 1120; (C) M. schizocarpa “Schizocarpa” (genom S) ITC 0560; (D) schéma pouzitych sond.

Simonikova ef al. (2019) pfipravila 19 oligo malovacich sond specifickych na jednotlivé chromozomy,
resp. chromozomova ramena bananovniku. Pro in silico identifikaci kratkych unikatnich oligomera byla
vyuzita referencni genomova sekvence M. acuminata ssp. malaccensis (D’Hont et al., 2012;
Martin et al., 2016). Vyuzitim kombinace oligo malovacich sond a dostupnych cytogenetickych
markeru (tj. (DNA, BAC klon 2G17, satelity CL18 a CL33) byl poprvé sestaven karyotyp tii diploidnich
druhti bananovniku, a to M. acuminata spp. malaccensis (genom A), M. balbisiana (genom B)
a M. schizocarpa (genom S) nalezicich do nejvyznamnéjsi sekce Eumusa. Bylo tedy prokazano, Ze touto
metodou l1ze studovat také blizce pribuzné druhy. Navic bylo zji§téno, Ze je metoda vhodna pro detekci
chromozomalni prestaveb (translokaci). Sondy mohou byt detekovany jak na mitotickych, tak
na meiotickych chromozomech. Pfi pouziti meiotickych pachytennich chromozomi, které jsou pfiblizné
padesatkrat delsi, je mozné detailnd pozorovat chromozomalni strukturu. (Simonikova er al., 2019).
Oligo malovaci sondy pfipravené M. acuminata spp. malaccensis byly pozdé&ji pouzity i na dalSich
20 polozek rodu Musa zahmujicich predevsim jedl¢ hybridni klony a druhy, ze kterych klony vznikly
(Simonikova et al., 2019).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pro praktickou cast této bakalarské prace bylo pouzito 12 genotypu diploidnich a triploidnich klonu
bananovniku (Musa spp.), viz Tabulka 1, ziskanych z International Musa Transit Centre (ITC,
Bioversity International, Lovari, Belgie) ve form¢ in vitro zakofenénych rostlin. Rostliny byly pfeneseny

do substratu osetfen¢ho Basamidem a uchovavany ve skleniku.

Tabulka 1: Seznam analyzovanych genotypu bananovniku

ITC  Rod Sekce Nézev polotky  Druh/Skupina Potet — — pioidie
Cislo chromozomii
Musa textilis ax
0079 Musa  Australimusa textilis 40 (genom
(Abaca) )
2x
0539 Musa  Australimusa Musa textilis textilis 20 (genom
T)
0614 Musa  Australimusa Musa maclay.l maclayi 20 2x
type Hung Si
Musa peekelii
0618 Musa  Australimusa Ssp. peekelii 20 2x
angustigemma
0854 Musa ~,CUmusax Umbubu AT 21 2x
Australimusa
0917 Musa  Australimusa Musa peeke.l.u peekelii 20 2x
ssp. peekelii
0927 Musa  Australimusa Kawaputa Fe'i 20 2x
0928 Musa ~ CUmusax Kabulupusa AAT 32 3x
Australimusa
0956 Musa  Australimusa  Musa lolodensis lolodensis 20 2x
1021  Musa  Australimusa Menei Fe'i 20 2x
1213 Musa ~CUmusax Sar AAT 32 3x
Australimusa
1716  Musa  Australimusa Tongkat Langit Fe'i 30 3x
Papua

'Cislo piidéleno centrem International Transit Centre (ITC, Lovan, Belgie).
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4.2

4.2.1

Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie
2-mercapto-ethanol

5x Phusion pufr

8-hydroxychinolin

Agaro6za

Aminoallyl-dUTP-Cy5
Anti-dioxigenin-fluorescein isothiokyanat
Biotin-16-dUTP

Blocking reagent

Bromfenolova modr

Celulaza Onozuka R-10

Citronan sodny dihydrat

Dextran sulfat
Digoxigenin-11-dUTP
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH>PO4)
DMSO (Dimethylsulfoxid)

Ethanol 96%

Ethidium bromid

Formaldehyd 37%

Formamid 99,5%

Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus

Glycerol

(Fluka, kat. ¢. 63690)

(New England Biolabs, kat.c. B0518S)
(SERVA, kat. ¢. 25368)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. A9539)

(Jena Bioscience, kat ¢. 86376)
(Sigma-Aldrich, kat.¢. 11207741910)
(Jena Bioscience, kat ¢. NU-803-BIO16)
(Amersham Biosciences, kat. ¢. RPN418)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. BO126)

(Yakult Honsa, kat. ¢. 150422-01)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. S1804)
(SERVA, kat. ¢. 9011-18-1)

(Roche, kat. ¢. 11093088910)
(Lach-Ner, kat.¢. 30016-AP0)
(Lach-Ner, kat. ¢. 20022-CT0-M5000-1)
(Lach-Ner, kat. ¢.20025-A96)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. E8751)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. 252549-1L)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. 47671-1L-F)
(Fermentas, kat. ¢.: SM0321)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. G5516)

Hydrogenfosforeénan sodny (Na,HPO, - 12 H>O)

Chlorid draselny (KCI)
Chlorid horeénaty (MgCl,)
Imerzni olej Immersol 518 F

Kyselina borita

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)

Kyselina octova 99,8%
Methanol 99,5%

(Lach-Ner, kat.¢. 30067-APO0)
(Lach-Ner, kat. ¢. 7447-40-7)
(Finnzymes, kat. ¢. AB0359)

(Carl Zeiss, kat. ¢. 12-624-66A)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. B7660-500G)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. E5134)
(Lach-Ner, kat. ¢. 10047-A9B)
(Lach-Ner, kat. ¢. 20038-ATO)

Nukleotidy: dATP, dCTP, dGTP, dTTP, kazdy 100 mmol-1-1
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4.2.2

4.2.3

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

Pektolyaza Y-23 (Ducheva Biochemie, kat. ¢. 015595.02)
Phusion polymeraza (New England Biolabs, kat.¢. M0530S)
Primer T3 (ATT AAC CCT CAC TAA AGG GA)

(New England Biolabs, kat.¢. 67541565)
Primer T7 (TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG)

(New England Biolabs, kat.¢. 67541566)

Pufr pro Taq polymerazu (New England Biolabs, kat.¢. B7002S)
Streptavidin Cy3 (Invitrogen, kat. ¢. 434315)

Taq DNA polymeraza (New England Biolabs, kat.c. M0209L)
TRIS (kat. ¢islo: 30009-AP0)

Tween 20 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P2287)
Vectashield s DAPI (Vector Laboratories, kat. ¢. H-1200)
Xylencyanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. X4126)

Pouzité soupravy

BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

(Applied Biosystems, kat. ¢.: 4337455)
ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent

(Applied Biosystems, kat. ¢.: 78205.10.ML)
Invisorb® spin plant mini kit (Stratec molecular, kat ¢. 1037100300)
PureLink™ PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. K310001)

Pouzité roztoky a jejich priprava

v Erlenmayerov¢ barice — pracovat v digestofi

0.5 mol-I"" EDTA (100 ml): 18,61 g EDTA rozpustit v 80 ml deionizované vody — doplnit do 100 ml —

autoklavovat — upravit pH na 8

1 mmol-1""dTTP (200 pl): smichat 2 pl 100 mmol-1"' dTTP a 198 ul deionizované vody

1 mmol 1" smé&s dNTPs se znaéenym 1 mmol-1"'dUTP — Cy5 (50 pl): Nukleotidy zfedit na 12,5 mmol-1-

'~ 1,25 ul nukleotidu (100 mmol-1" dATP, 100 mmol-1"" dCTP, 100 mmol-1"' dGTP, 100 mmol-1"
dTTP) + 8,75 ul deionozované vody. Smichat 1 ul 12,5 mmol-1"' dATP + 1 ul 12,5 mmol-1"' + dCTP +
1 pl 12,5 mmol-1"" dGTP + 0,5 pl 12,5 mmol-1"' dTTP + 6 pl 1 mmol-1" dUTP — Cy5 + 40,5 ul

deionozované vody.
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1% blokovaci pufi: 0,5 g blocking reagent — rozpustit v 50 ml 4x SSC/Tween jednu hodinu pii 70°C —

vyautoklavovat — rozpipetovat po 1 ml

2 mmol-1"' dNTPs kromé& dTTP (200 wl): smichat 4 ul 100 mmol-1"! dATP + 4 ul 100 mmol-1"' dCTP +
4 ul 100 mmol-1"! dGTP + 188 ul deionizované vody

50 mmol-1"! fosfatovy pufr obsahujici 0.2% 2-mercaptoethanolu (50,1 ml): 50 ml 50 mmol-I!

fosfatového pufru (pH 7) + 100 pl 2-mercapto-ethanolu — pracovat v digestofi

50 mmol 1" fosfatovy puft: 2,267 g KH,PO4; 5,97 g Na,HPO, - 12 H,O — rozpustit kazdé zvlast' v 250
ml deionizované vody — smichat 175 ml Na,HPO, - 12 H,O + 75 ml KH,PO4 — pH upravit na 7

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

5x TBE pufr: 54 g TRIS base + 27.5 g kyseliny borité + 20 ml 0,5 mol-1"' EDTA, pH 8 — doplnit

deionizovanou vodou do 11

6x STOP C (10 ml): 2 ml 0,5 mol-I" EDTA + 1 ml 10% SDS + 4,3 ml 99,9% glycerolu + 5 mg

bromfenolové modii + 5 mg xylenecyanolu — doplnit deionizovanou vodou do 10 ml

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

90% ethanol (100 ml): 93,75 ml 96% ethanolu + 6,25 ml deionizované vody

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

methanolu — vzdy pfipravit ¢erstvou fixaz

Fixaz ethanol: kyselina octova (3:1): 15 ml 96% ethanolu + 5 ml 99,8% ledové kyseliny octové — vzdy

pfipravit cerstvou fixaz

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

— doplnit deionizovanou vodou do 11

Roztok 0.1x SSC + 2mmol 1" Mg** - 6H,0: 5 ml 20x SSC + 1 ml Tween + 0,406 g chloridu hofeénatého

(hexahydrat) — doplnit vodou na 1 1 — pH upravit na 7,0 — vyautoklavovat

Roztok 20x SSC: 175,3 g 3 mol-1"' NaCl + 88,2 g 0,3 mol'1"! citronan sodny (dihydrat) — rozpustit v 1 1

deionizovan¢ vody — pH upravit na 7,0 — prefiltrovat, autoklavovat 25 min — rozlit po 500 ml

do vyautoklavovanych lahvi

Roztok 2x SSC: 300 ml 20x SSC + 2700 ml deionizované vody — pH upravit na 7,0 — vyautoklavovat
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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 — vyautoklavovat

Roztok 75mmol-1"" KCI + 7. 5mmol-1"" EDTA: 2,796 g KCI; 0,396 ¢ EDTA — rozpustit kazdé zvIast

v 200 ml deionizované vody — smichat a doplnit deionizovanou vodou do 500 ml — pH upravit na 4

Roztok enzymu 4% celulazy a 1% pektolyazy (250 mikrozkumavek): 200 mg celulazy Onozuka R-10

+ 50 mg pektolyazy Y-23 — rozpustit v 5 ml 75 mmol-1"! KCl a 7,5 mmol 1" EDTA pufru — smichat,

centrifugovat — rozpipetovat po 20 ul do 250 mikrozkumavek

TE (TRIS-EDTA) pufr (50 ml): 500 pl 1M TRIS-HCI1 + 100 pl 0,5M EDTA - doplnit deionizovanou

vodou na 50 ml — upravit pH na 8

TRIS pufr (pH 7.5): 10 mmol-1"' TRIS (302,85 mg) + 10 mmol-1"! Na,-EDTA (930,6 mg) + 100 mmol-1-

''NaCl (1,461 g) — doplnit do 250 ml deionizovanou vodou — upravit pH na 7,5

2 mmol-1"" sm&s dNTPs se znaéenym dUTP — pomoci digoxigenin-11-dUTP/ Biotin-16dUTP: dNTPs
(dATP, dCTP, dGTP) o koncentraci 100 mmol-1"! zfedit na 2 mmol-1"! smichanim 0,4 pl dCTP + 0,4 pl
dGTP + 0,4 ul dATP + 58,8 ul deionizované vody. Smichat a ziedit dUTP (1 mmol-1"! Didoxigenin-11-
dUTP/Biotin-16-dUTP) a 100 mmol-1""' dTTP 1:3 na koncentraci 2 mmol-1"! pfidanim 0,75 pl dTTP +
25 ul dUTP + 24,25 pl deionizované vody. Smichat 60 pl 2 mmol-1"' smési dATP, dCTP, dGTP s 50 pl
2 mmol-1"! smési dUTP s dTTP.

4.3 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

- Centrifuga Micromax RF IEC (Thermo)
- Digestor (Merci)
- Elektroforeticka aparatura Owl A6 (Thermo Fisher Scientific)

- Fluorescencni mikroskop Axio Imager.Z2 s CCD kamerou

(Zeiss, Oberkochen, Némecko)

- Fluorometr Qubit 3 (Thermo Fisher Scientific)
- Hlubokomrazici mrazak (Thermo Scientific)

- Hybridiza¢ni komora Slide Moat 240000 (Boekel Scientific)

- Lyofilizator Coolsave (Labogene)

- Odsavaci systém (Nederman)

- Spektrofotometer NanoDrop ND — 1000 (Thermo Fisher Scientific)
- Stolni centrifuga MiniStar silverline (VWR International)

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

- Termocycler C1000 Touch (Bio-Rad)

- Trepacka Reax Top (Heldolph Instruments)
- Trepacka s vodni lazni WB 14 s vikem WB 14-LI (Memmert)

- UV transiluminator InGenius (Syngene)

- Oscila¢ni mlyn MM 301 (Retsch)

- Vodni lazen SM 30 (Grant)

- Vyrobnik ledu MF 26 (Scotsman)

- Zdroj pro elektroforézu MP-300V (Major Science)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

Prakticka ¢ast bakalafské prace byla provedena na UEB AV CR v.v.i. v Centru strukturni a funkéni
genomiky rostlin v Olomouci. Skladala se ze dvou ¢asti. Prvni ¢ast byla zamétena na fyzické mapovani
AXT hybridnich klonti bananovniku pomoci fluorescencéni in situ hybridizace (FISH). K analyze byly
vyuzity 3 genotypy bananovniku (polozky ITC 0854, ITC 0928 a ITC 1213).

Druha ¢ast se vénovala analyze sekvenci specifickych pro genom bananovnika ze sekce Australimusa,
které by potencialné mohly byt vyuzity jako sondy pro FISH. K analyze bylo vyuzito 10 genotypu
bananovniku (polozky ITC 0079, ITC 0539, ITC 0614, ITC 0618 ITC 0854, ITC 0917, ITC 0927,
ITC 0956, ITC 1021 aITC 1213).

4.4.1 Odebirani korinku a jejich fixace

Mladé kofinky byly pinzetou odebrany z rostlin ve skleniku do cerstvé pfipraveného roztoku
obsahujiciho 50 mmol-1"! fosfatového pufru (pH 7) a 0,2% 2-merkaptoethanol. V digestofi byly kofinky
kratce osuSeny na buniCit¢ vaté a nasledné byly preneseny do 0,05% 8-hydroxychinolinu, kde
byly inkubovany 3 hodiny pii pokojové teploté, coz zapficinilo akumulaci bunc¢k v metafazi. Pres noc
byly kofinky fixovany pfi -20 °C v Cerstvé pripravené fixazi 3:1 (96% ethanol: 99,8% kyselina octova).
Nasledujici den byly dvakrat promyty v 70% ethanolu po dobu 5 minut pfi pokojové teploté
(Dolezel et al., 1998). Takto pripravené kofinky byly bud’ uchovany v 70% ethanolu pfi -20 °C, nebo

byly ihned pouzity na pfipravu nakapavanych preparatii metafaznich chromozomii.

4.4.2 Priprava nakapavanych preparatu metafaznich chromozomu

Priprava nakapavanych preparatii metafaznich chromozomui probihala na ledové tfisti na zakladé¢
protokolu Kato et al. (2004, 2006) s upravami podle clanku Danilova et al. (2012). Zafixované kofinky

byly v prab¢hu 10 minut tfikrat promyty deionizovanou vodou v 2ml mikrozkumavce obsahujici 1-2
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kofinky. Nasledné byly kofinky jednou promyty v 75mmol-1"' KCI a 7,5mmol 1" EDTA pufru (pH 4)
po dobu 5 minut. Skalpelem byla od kazdého kofinku oddé¢lena 1-2 mm kofenova Spicka, ktera byla
vlozena do 20 ul enzymatické smési obsahujici 4% celulazu R-10 a 1% pektolyazu Y-23 v 75mmol-1'!
KClI a 7.5mmol 1! EDTA pufru. Nasledné byly kofenové $picky inkubovany v blokovém termostatu
pii 37 °C po dobu 62 minut. Po inkubaci byly kofenové Spicky v enzymatické smési umistény na led.
Pisobeni enzymu bylo zastaveno pfidanim 200 ul TE (TRIS-EDTA) pufru (pH 8) po dobu 5 minut.
Dale byly kofenové $picky v priabéhu 10 minut tfikrat promyty v 96% ethanolu. Macerovany material
byl v 31 pl Cerstvé pripravené fixaze 9:1 (99,8% kyselina octova: 99,5% methanol) homogenizovan
tfenim preparacni jehly o sténu mikrozkumavky. Suspenze byla ponechana na ledové tfisti 5 minut,
nasledné byla jemnym poklepanim na mikrozkumavku promisena. Z takto pfipravené homogenni
suspenze bylo 5 pl nakapnuto na podlozni sklicko, které bylo vzapéti umisténo do polystyrenového boxu
vylozeného papirovymi navlh¢enymi ubrousky. V boxu s vysokou vlhkosti, ktery byl z poloviny

prekryty vikem, byla sklicka ponechana, dokud volné na vlhkém vzduchu neuschla.

Na podlozni skli¢ko bylo pfidano 12 pl Vectashield montovaciho média s DAPI a bylo pfekryto krycim
sklickem. Kvalita preparatu byla zkontrolovana na fluorescencnim mikroskopu Axio Imager.Z2
vybaveného CCD kamerou (Zeiss, Oberkochen, Némecko). Jestlize se v preparatu vyskytovalo dostatek
figur s metafaznimi mitotickymi chromozomy, byla suspenze dale pouzita pro fluorescencni

in situ hybridizaci.
4.4.2.1 Postfixace preparatu metafaznich chromozomu

Postfixace byla provedena kvili zlepSeni kvality pozorovanych chromozomi, chromozomy

tak po denaturaci Iépe drzi svuj tvar.

V digestofi byly preparaty po dobu 10 minut pii pokojové teploté fixovany ve 4% formaldehydu, ktery
byl pripraven smichanim 5 ml 37% formaldehydu s 42 ml 2x SSC. Nasledn¢ byly preparaty tfikrat
po dobu 4 minut promyty ve 2x SSC, dale pak v ethanolov¢ fadé (70, 90 a 96% cthanol) vzdy po dobu
2 minut. Ethanol se z preparati nechal odpafit volné na vzduchu a takto pfipravena postfixovana

podlozni skla byla pouzita na fluorescencni in situ hybridizaci.
4.4.3 Priprava znacenych sond Radka sekvenci

4.4.3.1 Priprava sondy pro lokus 45S rDNA

Sonda specificka pro lokus 45S rDNA byla piipravena podle Cizkova er al. (2013) PCR znadenim
Radkal DNA klonu (45S rDNA) (Valarik et al., 2002) s vyuzitim biotin-16-dUTP. K PCR amplifikaci
byly pouzity T3/T7 primery. Celkovy objem PCR reakce byl 20 pl, PCR reakéni smés byla pipetovana
podle tabulky 2.
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Tabulka 2: Rozpis PCR reakéni smési pro pfipravu sondy specifické pro lokus 45S rDNA o celkovém
objemu reakce 20 pl

Chemikilie ko%lits-:(l)llt):;ce kozégilt:;ce Pouilﬁil?b]em
Pufr+ (s MgCly) 10x 1x 2
smes dNTPsds I?%%ox1genln—l 1- 2 mmol-1*! 200 pmol 1 ’
Primery (T3 + T7) 50 pmol-1"! 1 pmol-1"! 0.4
Radkal DNA klon 100x 1
Taq polymeraza 5U/ul 20/100ul 0,08
H,O 14,52

PCR amplifikace byla provedena podle nize uvedené tabulky 3. Pro ovéfeni uspésnosti provedené PCR
amplifikace sondy specifické pro lokus 45S rDNA byla provedena elektroforéza v 1,2% agardzovém
gelu. Nasledné precisténi sondy pomoci PureLink PCR Purification Kitu je popsano v kapitole 4.4.3.6

(Precisténi fluorescencénich sond).

Tabulka 3: Teplotni a ¢asovy profil PCR reakce pro pfipravu sondy specifické pro lokus 45S rDNA

Proces Teplota [°C] Cas  Polet cyklua
Pocatecni denaturace 94 5 min 1
Denaturace 94 50s
Nasedani primera 55 50s 30
Elongace 72 50s
Zavérecna elongace 72 5 min 1
Ukonceni reakce 4

4.4.3.2 Priprava sondy specifické pro lokus 5S rDNA

Piimo znadena sonda specificka pro lokus 5S rDNA byla nejprve piipravena podle Cizkova et al. (2013)
znacenim Radka2 DNA klonu (5S rDNA) (Valarik ef al., 2002) podobnym zpusobem jako sonda
pro lokus 45S rDNA (tabulka 2). Rozdil byl v pfimém znaceni Radka2 DNA klonu za vyuziti dUTP-
CyS. Molekula fluorochromu Cy35 je vEtsi nez napriklad jiz zminéna molekula digoxigeninu, tudiz pro
lepsi inkorporaci fluorochromu byl do amplifikacni smési pfidan 1 ul DMSO. Touto cestou vSak
po FISH byly ziskany pouze velmi slabé signaly. Z tohoto divodu byl vyuZit jiny postup pomoci dvou
kol PCR reakci. PCR amplifika¢ni smés o celkovém objemu 10 ul byla pipetovana podle tabulky 4.
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Tabulka 4: Rozpis PCR reakéni smési pro amplifikaci Radka2 DNA klonu s T3 a T7 primery
o celkovém objemu reakce 10 pl

Chemikalie Zasobni koncentrace  Finalni koncentrace  PouZity objem [pl]

Phusion pufr 5x 1x 2
Phusion polymeraza 2 U/ul 2U/100 wl 0,1
Radka 2 DNA klon 100x 2

dNTPs 10 mmol-1! 200 pmol 1! 0,2

Primer T3 10 pmol 1" 500 nmol-1"! 0,5

Primer T7 10 umol-1"! 500 nmol-1! 0,5

H-O 4,7

PCR amplifikace byla provedena v termocykléru, ktery byl nastaven podle nize uvedené tabulky 5.

Uspésnost PCR amplifikace byla ovéiena elektroforeticky v 1,2% agarézovém gelu.

Tabulka 5: Teplotni a ¢asovy profil PCR reakce pro amplifikaci Radka2 DNA klonu

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykla
Pocatecni denaturace 98 30s 1
Denaturace 98 10s
Nasedani primera 55 30s 35
Elongace 72 30s
Zavére¢na elongace 72 8 min 1
Ukonceni reakce 4

V druh¢ PCR reakci byl ziskany PCR produkt znacen za vyuziti dUTP-Cy5. PCR reakce byla pipetovana
podle nize uvedené tabulky 6, pficemz celkovy objem reakce ¢inil 50 pl. Pfiprava 2 mmol-1"! dNTPs
krom¢& dTTP a 1 mmol-1"! dTTP je popsana v kapitole 4.2.2 (Pouzité roztoky a jejich pfiprava).
Nastaveni teplotniho a c¢asového profilu na termocykléru bylo totozné s prvni PCR reakci
(viz tabulka 5). Uspé&sné provedeni PCR znadeni bylo ovéieno elektroforetickou separaci v 1,2%

agarozovém gelu. Sonda byla precisténa pomoci PureLink PCR Purification Kitu.
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Tabulka 6: Rozpis PCR reakéni smési pro fluorescencni znaceni lokusu 5S rDNA o celkovém objemu
reakce 50 pl

Chemikalie Zasobni koncentrace  Finalni koncentrace  Pouzity objem [pl]

Phusion pufr 5x 1x 10

Phusion polymeraza 2 U/ul 2U/100 pl 0,5

PCR produkt 0,5
dNTPs - dTTP 2 mmol-1" 200 umol-1"! 5

dTTP 1 mmol-1! 150 umol-1'! 7.5

Aminoallyl-dUTP-Cy5 1 mmol-1"! 50 pmol-1"! 2,5
Primer T3 10 pmol-1"! 1 pmol-1"! 5
Primer T7 10 pmol-1"! 1 pmol-1"! 5

H>O 14

4.4.3.3 Priprava sondy Radka 5 a Radky 6

Neprimo znacené sondy Radka 5 a Radka 6, které jsou specifické pro A genom Musa acuminata
(Valarik et al., 2002), byly pfipraveny pomoci PCR reakce, jejiz pipetovaci schéma je popsano nize
v tabulce 7. Sonda Radka 5 byla pfipravena znacenim DNA klonu Radka 5 s biotin-16-dUTP. DNA
klon Radka 6 byl znacen pomoci digoxigenin-11-dUTP. Celkovy objem reakce Cinil 20 pl.

Tabulka 7: Rozpis PCR reakéni smési pro pripravu sond Radka 5 a Radka 6 o celkovém objemu reakce
20 ul

Chemikalie Zasobni Finalni Pouzity objem
koncentrace koncentrace [ul]
Pufr+ (s MgCly) 10x 1x 2
sm¢s dNTPs s digoxigenin-11-dUTP/ 2 mmol-1! 200 umol-1! 2
biotin-16-dUTP
Primery (T3 + T7) 50 pmol 1" 1 pmol-1'! 0,4
DNA klon Radka5/ DNA klon Radka6 100x 1
Taq polymeraza 5U/ul 20/100ul 0,08
HO 14,52

PCR reakce probihala pfi podminkach uvedenych v predeslé kapitole 4.4.3.1 (tabulka 3). Byla
provedena elektroforéza v 1,2% agar6zovém gelu, aby byla ovéfena uspéSnost reakce.

Nasledovalo precisténi sondy pomoci PureLink PCR Purification Kitu.
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4.4.4 Priprava novych sond specifickych pro genom bananovniku ze sekce
Australimusa

Na zaklad¢ in silico analyzy parovych Illumina ¢teni tfi druhti bananovniku sekce Australimusa
(Hribova, nepublikovano) pomoci programové pipeliny RepeatExplorer (Novak et al., 2013) byly mimo
jin¢ identifikovany tandemové usporadané sekvence, které¢ byly v ramci bakalarské prace blize

charakterizovany a vyuZity pro cytogenetické mapovani.
4.4.4.1. 1zolace a stanoveni koncentrace genomové DNA

Ve skleniku byl ustfizen mlady svinuty list bananovniku a pomoci pinzety opatrmé ponoren do tekutého
dusiku. Rostlinny material byl na noc pfemistén do hluboko mraziciho boxu (-80 °C). Dalsim krokem
bylo vysuSeni listu mrazem v lyofilizatoru pfi pifiblizn¢ -108°C po dobu 2 dni.
Do 2ml mikrozkumavky byly vloZzeny dvé sklenéné homogenizacni kulicky a lyofilizovany rostlinny
material nastfihany na drobné casti. Nasledn€é byl material homogenizovan na prasek pomoci

oscilacniho mlynu po dobu 7 minut pfi 27 otackach za sekundu.

Genomova DNA byla izolovana za vyuziti Invisorb® Spin Plant Mini kitu. K homogenizovanému
materialu bylo pfidano 400 pl lyza¢niho pufru P a 20 pl proteinazy S. Suspenze byla fadné protiepana
na tfepacce a nasledné inkubovana ve vodni lazni po dobu 30 minut pfi 65 °C. Veskery obsah lyzacni
sm¢si byl prfemistén na kolonku Prefilter umisténou ve sbérmé zkumavce a centrifugovan pri 11 000 rpm
po dobu 1 minuty. K filtratu bylo napipetovano 200 ul pufru A. Suspenze byla protfepana na tfepacce
a pfepipetovana na kolonku Spin Filter. Po inkubaci po dobu 1 minuty nasledovala centrifugace
pii 11 000 rpm po dobu 2 minut. Filtrat byl vylit na bunicitou vatu a kolonka Spin Filter s navazanou
DNA byla zpét nasazena na sbémou mikrozkumavku. Na kolonku Spin Filter bylo napipetovano 550 ul
promyvaciho pufru I. Opét nasledovala centrifugace pfi 11 000 rpm po dobu 1 minuty a vyliti filtratu
na bunicicitou vatu. Kolonka Spin Filter byla vsazena zpét do sbémé mikrozkumavky a byla dvakrat
promyta 550 pl promyvaciho pufru II s naslednou centrifugaci pfi 11 000 rpm po dobu 1 minuty.
Po odstranéni filtratu byla kolonka Spin Filter centrifugovana pii 11 000 rpm po dobu 4 minut
k odstranéni zbytkového pufru. Poslednim krokem izolace genomové DNA byla eluce. Kolonka Spin
Filter byla nasazena do ¢ist¢ 1,5ml mikrozkumavky a na stfed filtru bylo napipetovano 100 ul elu¢niho
pufru predehraté¢ho na 65 °C. Po tfiminutové inkubaci pfi pokojové teploté nasledovala centrifugace

pii 11 000 rpm po dobu 1 minuty. Filtrat obsahoval izolovanou genomovou DNA.

Kvalita izolované genomové DNA byla ovérena elektroforeticky v 1,2% agarozovém gelu. Koncentrace
a cistota izolované DNA byla zméfena na fluorometru Qubit 3 a nasledné byla k dalSimu pouziti

uchovana v -20 °C.
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4.4.4.2 PCR amplifikace novych tandemovych repetic identifikovanych v genomu
zastupcu sekce Australimusa

Vyizolovana genomova DNA deseti genotypt bananovniku (ITC 0079, ITC 0539, ITC 0614, ITC 0618,
ITC 0854, ITC 0917, ITC 0927, ITC 0956, ITC 1021 ITC 1213) byla zfedéna deionizovanou vodou
na 25 ng-ul! a slouzila jako templat pro PCR amplifikaci, dale bylo pouzito osm kombinaci primeru,

které jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8: Seznam pouzitych primera specifickych pro genom sekce Australimusa

Nazev primeru Sekvence
CCCCCACTTAAACGACTTGA
0614 52 (L +R)
GGTTGATAGGCCAAAACGAA
GATGCTCGGCAACGCTAC
1021 38 (L +R)
CAGTGAAACGCCGAACGTA
TCACCGTGACATCCTTGAGA
1021 45 (L +R)
TCTGCTAAGCCGGTTTTGTT
CGTATATGCTGGGCTTCGTT
CL33/3(L+R)
CACACTCCCGTGCCTTTAAT
. CCCCCACTTAAACGACTTGA
Fei 72 (L + R)
GGTTGATAGGCCAAAACGAA
) AGGACCAGTCCATTCATGC
Fei 80 (L + R)
GTGAACTCGGGCACAAATG
TGAAGGGAAAATTAGGGGAAA
Fei 90 (L + R)
AGGTTGATGGCGGGTAGTTT
_ TTTGCCATGAATCCGAAA
Fei 91 (L + R)
TTTCGGATTCATGGCAAA

PCR reakce byla pipetovana podle tabulky 9, pricemz objem reakce ¢inil 20 pl.

Tabulka 9: Reakcéni smés pro PCR amplifikaci useka specifickych pro Australimusa o celkovém
objemu reakce 20 pl

Chemikalie Zasobni Finalni Objem na jednu reakci

koncentrace koncentrace [ul]

Pufr 10x bez MgCl. 10x 1x 2
MgCl, 25 mmol-1! 1 mmol-1! 0,8
Taq polymeraza 5U/ul 20/100ul 0,08
dNTPs 10 mmol-1"! 200 pmol-I'! 0,4
H>O 15,3

DNA 1
Primery (tabulka 8) 50 mmol-1'! 1 mmol-1'! 04
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Reak¢ni smés byla pipetovana celkem do 80 jamek 96-jamkové desky, po dikladném protiepani
na tfepacee byla smés amplifikovana v termocykléru nastaveném podle tabulky 3 vySe s rozdilem kratsi
clongace, ktera byla nastavena na 30s. Pfitomnost PCR produktu byla ovéfena s vyuZzitim
elektroforetické separace v 1,2% agar6zovém gelu. PCR produkt byl nasledn¢ pouzit k sekvenacni

analyze.

¥  Wew

4.4.4.3 Precisténi PCR produktiu a sekvenovani

PCR produkty ziskané v predeslé kapitole (4.4.4.2) byly enzymaticky precistény pomoci ExoSAP-IT™
PCR Product Cleanup Reagent (Applied Biosystems). Reakéni smés byla pripravena podle tabulky 10
o objemu 7 pul a nasledné inkubovana v termocykléru podle nasledujiciho programu: 30 minut pii 37 °C

a 20 minut pti 80 °C.

M W

Tabulka 10: Precisténi PCR produktu o celkovém objemu reakce 7 ul

Chemikalie Pouzity objem [pl]
PCR produkt 3
exonukleaza I (Exo) 0,05
alkalicka fosfataza (SAP) 0,5
Pufr P* 3,45

Precistény produkt byl sekvenovan pomoci BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kitu (Applied
Biosystems). Reak¢ni smés byla pfipravena podle tabulky 11 o celkovém objemu 10 pl.

Tabulka 11: Reak¢ni smés pro sekvenacéni reakei o celkovém objemu reakce 10 ul

Chemikalie Mnozstvi na jednu reakci
Sekvenacni pufr 5x Ix(1,5u)
BIG DYE roztok 0,5ul
HO 4 ul
Primer (tabulka 8) 10 pmol-1"" (1 ul)
Precistény PCR produkt 30 ng (3ul)

Reakce byla pipetovana do 96-jamkové desky firmy ABI a protfepana na tfepacce. Amplifikace
probihala v termocykléru, ktery byl nastaven podle tabulky 12.
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Tabulka 12: Teplotni a Casovy profil sekvenaéni reakce

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykla
Pocateéni denaturace 98 5 min 1
Denaturace 96 10's
Nasedani primera 50 55 60
Elongace 60 4 min
Ukonceni reakce 4

Sekvenacni reakce byla precisténa pomoci magnetickych kuli¢ek Agencourt CleanSEQ (Beckman
Coulter), dle protokolu udavan¢ho vyrobcem. Informace o poradi nukleotidu v sekvencich byla ziskana
kapilarni elektroforézou na ABI 3730x/ DNA analyzatoru (96-kapilarovy; Applied Biosystems)

a generované sekvence byly dale analyzovany.

4.4.4.4 Bioinformaticka analyza sekvenacnich dat

Sekvenacni data byla editovana pomoci programu Trev, ktery je soucasti programového baliku Staden

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

Sekvence jednotlivych typt tandemovych repetic byly spolecné se sekvenci rekonstruovanou z Illumina
sekvenacnich cteni tii zastupcu sekce Australimusa (Hribova, nepublikovano) pouzity pro mnohocetné
prifazeni (tzv. multiple alignment) s cilem identifikovat miru homologie sekvenci ziskanych z riznych
genotypu. Pro multiple alignment byl pouzit program MUSCLE (Edgar, 2004), ktery je soucasti
programového baliku Seaview v5.0.5 (Gouy et al., 2010).

4.4.4.5 Priprava sond specifickych pro genom bananovniku ze sekce Australimusa

Osm nepiimo znacenych sond specifickych pro genom bananovnikii patficich do rodu Musa, sekce
Australimusa, bylo pfipraveno dvéma koly PCR reakce. Seznam osmi pouZitych primerii viz tabulka 8.
Prvni kolo PCR reakce bylo pipetovano podle niZze uvedené tabulky 13 o celkovém objemu 20 pl.

Tabulka 13: Rozpis PCR reakéni smési pro amplifikaci genomové DNA polozky ITC1716 s primery
specifickymi pro Australimusa o celkovém objemu reakce 20 pl.

Chemikalie Zasobni koncentrace  Finalni koncentrace Objem na jednu reakci [pl]
Pufr+ (s MgCly) 10x 1x 2
Taq polymeraza 5U/ul 20/100ul 0,08
dNTPs 10 mmol-1'! 200 umol-1'! 0,4
DNA - ITC1716 50 ng- ! 25 ng ! 1
HO 16,12
Primery (L+R) 50 umol 1" 1 umol 1" 0,4
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Pfipravena reakéni smés byla vlozena do termocykléru nastavencho dle niZze uvedené tabulky 14.
Po PCR amplifikaci byla pfitomnost produktu ovéfena elektroforetickou separaci na 1,2% agar6zovém
gelu.

Tabulka 14: Teplotni a casovy profil PCR reakce pro amplifikaci DNA — ITC1716 s primery
specifickymi pro Australimusa

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykla
Pocatecni denaturace 94 5 min 1
Denaturace 94 50s
Nasedani primera 56 50s 30
Elongace 72 50s
Zavére¢na elongace 72 5 min 1
Ukonceni reakce 4

Dale bylo provedeno druhé kolo PCR reakce, kde doslo k fluorescenénimu znaceni PCR produktu
biotinem nebo digoxigeninem. Celkovy objem jedné reakce byl 20 pl (tabulka 15).

Tabulka 15: Rozpis jedné¢ PCR reakéni smési o objemu 20 ul pro znaceni sondy specifické pro
Australimusa

Chemikalie Zasobni Finalni Pouzity objem
koncentrace koncentrace ]
Pufr+ (s MgCly) 10x 1x 2
Taq polymeraza 5U/ul 20/100ul 0,25
PCR produkt 2
smés dNTPs s digoxigenin-11-dUTP/ 2 mmol-I'! 200 pmol-I'! 2
biotin-16-dUTP
Primery (L+R) 50 umol-1"! 1 umol-1"! 0,4
H,O 13,35

Termocyklér byl nastaven podle jiz uvedené tabulky 14. Nasledovalo ovéfeni pfitomnosti produktu
elektroforetickou separaci na 1,2% agardzovém gelu. Pripravené sondy byly precistény a dale byly

pouzity pro FISH.

4.4.5 Precisténi fluorescencénich sond

Precisténi fluorescenénich sond probéhlo kvili odstranéni neinkorporovanych nukleotidd, ¢imz se
snizilo nespecifické pozadi po hybridizaci sondy s denaturovanou DNA béhem fluorescencni

in situ hybridizace. Precisténi bylo provedeno pomoci PureLink PCR Purification Kitu.

K 60 ul sondy bylo pfidano 240 ul pufru B2, ktery obsahoval isopropanol. Roztok byl pfepipetovan do
kolonky PureLink Spin Column, ktera byla vlozena do sbérmé mikrozkumavky a centrifugovana pfi

10 000 RCF po dobu 1 minuty. Filtrat byl vylit na bunici¢itou vatu. Do kolonky bylo pfidano 650 pl
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promyvaciho pufru, nasledovala centrifugace pti 10 000 RCF po dobu 1 minuty. Obsah mikrozkumavky
byl opét vylit na buni¢itou vatu. Kolonka byla centrifugovana pfi maximalni rychlosti po dobu 2-3
minut, aby byla zbavena zbytku promyvaciho pufru. Kolonka byla vlozena do nové sbérné
mikrozkumavky. Doprostied kolonky bylo napipetovano 50 ul eluéniho pufru, ktery byl s kolonkou
inkubovan 1 minutu. Kolonka byla centrifugovana pfi maximalni rychlosti po dobu 2 minut.
Mikrozkumavka obsahovala precistény PCR produkt, tedy sondu, ktera mohla byt ihned vyuZzita

pro fluorescencni in situ hybridizaci nebo skladovana pii -20 °C.

4.4.6 Fluorescencni in situ hybridizace a fluorescen¢ni mikroskopie

Na podlozni sklo snakapavanym preparatem metafaznich chromozomu bylo naneseno 30 pl
hybridiza¢ni smési podle tabulky 16. Hybridiza¢ni smés byla pfikryta krycim sklickem a nasledné byla
spolu s preparatem metafaznich chromozomu denaturovana pii 80 °C po dobu 50 s, v pfipad¢ post-
fixovaného preparatu 90 az 110 s. Po denaturaci byl preparat pfenesen do vlhké hybridizacni komurky,

kde probihala hybridizace pfes noc pii 37 °C.

Tabulka 16: Rozpis hybridizacni smési pro celkovy objem 30 ul a stringenci 77 %

Chemikalie Zasobni Finalni Pouzity objem [pl]
koncentrace koncentrace
Formamid 100% 50% 15
SSC (citronan sodny 20x 2x 3
dihydrat)
sonda 200-400 ng 1,54
Dextran sulfat 50% Doplnit do vysledného

objemu 30 pl

Nasledujici den bylo odstranéno kryci sklicko a preparat s navazanymi sondami byl promyt v kyveté
v roztocich SSC o riaznych koncentracich pfi pokojové teploté nebo ve vodni lazni se zapnutou
trepackou pfti 42 °C, viz nasledujici tabulka 17.

Tabulka 17: Teplotni a Casovy profil promyvani preparati po hybridizaci pomoci SSC o raznych
koncentracich

Pocet opakovani Koncentrace Doba promyvani Teplota
SSC [min]
2x 2x SSC 7 42 °C
1x 0,1x SSC 10 42 °C
1x 2x SSC 5 42 °C
2x 4x SSC 7 Pokojova teplota

Po promyti bylo na podlozni sklo naneseno 100 pl 1% blokovaciho pufru, sklo bylo pfekryto parafilmem
a inkubovano po dobu 10 minut pii pokojove teploté. V pripad¢, ze byly pouzity sondy zna¢ené nepfimo

digoxigeninem nebo biotinem, bylo tfeba pridat protilatky znacené¢ fluoroforem. K 100 ul
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1% blokovaciho pufru byla pridana protilatka antidigoxigenin-FITC zfedéna v poméru 1:200 a nebo
streptavidin-Cy3 zfedéna v poméru 1:100. Pfed nanesenim protilatek bylo podlozni sklo okapano
o bunicitou vatu. Protilatky s 1% blokovacim pufrem byly napipetovany na podlozni sklo, které bylo

opét prevrstveno parafilmem a vlozeno do vlhké hybridiza¢ni komurky na 1 hodinu pfi 37 °C.

Po inkubaci bylo podlozni sklo tfikrat promyto po dobu 5 minut ve 4x SSC ve vodni lazni se zapnutou
trepackou pii 42 °C. Na takto pfipravené podlozni sklo bylo pfidano 12 ul Vectashield montovaciho
média s DAPI a bylo prekryto krycim sklickem. Preparat byl pozorovan na fluorescenénim mikroskopu
Axio Imager Z.2 Zeis vybavenym chlazenou CCD kamerou a pfislusnymi optickymi filtry
(Zeiss, Oberkochen, Némecko). Fluorescenéni signaly byly zachyceny na pocitaci propojeném
s mikroskopem pomoci softwaru ISIS 5.4.7 (Metasystems). Dale byly pofizené fotografie zpracovany

v programu Adobe Photoshop CC 2019.
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5 VYSLEDKY

5.1 Cytogeneticka lokalizace repetitivnich sekvenci specifickych pro A
genom bananovniku a 5S rDNA na metafiznich chromozomech AXT
hybridnich klonti bananovniku

Pro analyzu pomoci fluorescenéni in situ hybridizace byly vyuZzity mezidruhové klony bananovniku
vznikl¢ pfirozenym kfizenim mezi plané rostoucimi diploidnimi druhy M. acuminata (2n =2x = 22,
genotyp AA, sekce Eumusa) a M. textilis (2n = 2x = 20, genotyp TT, sekce Australimusa). Byla
analyzovana jedna diploidni polozka ITC 0854 (2n = 2x =21, genotyp AT) a dva triploidni klony: ITC
0928 (2n = 3x = 32, genotyp AAT) a ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp AAT). Z vybranych klonu
bananovniku byly pfipraveny preparaty metafaznich mitotickych chromozomt metodou nakapavanych

protoplasti.

Pomoci polymerazoveé fetézové reakce byly pripraveny fluorescenéné znacené sondy. Sondy specifické
pro A genom (Radka 5 a Radka 6) byly pfipraveny znacenim DNA klonu Radka 5 a Radka 6 pomoci
biotin-16-dUTP a digoxigenin-11-dUTP. Pro amplifikaci byly pouzity primery T3 a T7 (kapitola
4.4.3.3). Sonda Radka 2 je specificka ke genu pro 5S rRNA a byla pfipravena dvéma PCR reakcemi.
Béhem prvni reakce byl DNA klon Radka 2 amplifikovan a béhem druhé reakce za vyuziti dUTP-Cy5

fluorescenéné znacen. Opét byly pouzity primery T3 a T7.

Fluorescenéni in situ hybridizace byla u tfi analyzovanych poloZek provedena nejprve s kombinaci sond
Radka 5 a Radka 6. Tyto sondy jsou specifické pro A genom. Sondy dle oéekavani lokalizovaly
na stejnych chromozomech a sjejich pomoci se podarily odli§it chromozomy nalezici A, resp.

T genomu (Obrazek 5).

Zakladni chromozomové Cislo (x) bananovniku ze sekce Eumusa je 11, ze sekce Australimusa 10
(Cheesman, 1947). Jak je patmé z obrazku 5C a 5D, sondy Radka 5 a Radka 6 u diploidniho klonu
ITC 0854 (2n = 2x =21, genotyp AT) dle oc¢ekavani hybridizovaly na 11 chromozomil, které pochazeji
od M. acuminata (genom A, sekce Eumusa). Zbyvajici chromozomy nalezi M. textilis (genom T, sekce
Australimusa). Podobné je tomu tak u triploidnich klonii ITC 0928 (2n = 3x = 32, genotyp AAT; obrazek
5E, 5F) a ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp AAT; obrazek 5A, 5B), kdy na 22 chromozomech byl
detekovan signal sond Radka 5 a Radka 6. Chromozomy bez hybridizovanych sond pak pochazeji
z M. textilis (genom T, sekce Australimusa). Chromozomy na obrazku SE a SF analyzované polozky
ITC 0928 jsou mén¢ kondenzované, sondy tak na tyto prometafazni chromozomy hybridizovaly snaz

nez na plné€ kondenzované metafazni chromozomy.
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Sekundami konstrikce nese geny pro 45S rRNA a oddéluje satelit, ktery je svétle barvitelny a je okem
rozpoznatelny. Pocet sekundarnich konstrikci v genomu odpovida ploidii rostliny. Nicmén¢ sekundarmi
konstrikci bez pouzité sondy pro 458 rDNA lze rozpoznat pouze u metafaznich
mitotickych chromozomii. Bohuzel se¢ na fluorescencnim mikroskopu nepodafilo nasnimat plné
metafazni chromozomy vsech analyzovanych polozek. Sekundarni konstrikce se podafila pozorovat
na dvou chromozomech u diploidni polozky ITC 0854 (2n = 2x = 21, genotyp AT, obrazek SE, 5F)
a na tfech chromozomech triploidniho klonu ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp AAT; obrazek 5A, 5B),

coz odpovida ploidii rostliny.
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Obrazek 5: Cytogenetické mapovani sond Radka 5 a Radka 6 specifickych pro A genom bandnovniku
na mitotickych metafaznich chromozomech AxT hybridnich klomi. Chromozomy byly vizualizovany pomoci
DAPI. Me¢ftitko = 5 um. Radka 5 — Cervené, Radka 6 — zelen€, Sipky poukazuji na sekundarni konstrikci. (A, B)
ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp AAT); (C, D) ITC 0854 (2n = 2x =21, genotyp AT); (E, F) ITC 0928
(2n =3x = 32, genotyp AAT).
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Dale byla analyza stejnych polozek bananovniku roz§ifena o mapovani genu pro ribozomalni DNA
pomoci FISH. Byla pouzita sonda Radka 2, ktera je specificka pro 5S rDNA. Lokusy 5S rDNA
udiploidni polozky ITC 0854 (2n = 2x = 21, genotyp AT; obrazek 6B) byly detekovany
na 4 chromozomech, u triploidni polozky ITC 0928 (2n = 3x = 32, genotyp AAT; obrazek 6C)
aITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp AAT; obrazek 6A) na 5 chromozomech (tabulka 18).

Tabulka 18: Genotypy analyzovanych polozek bananovniki pomoci FISH

ITC Nazev Genomové Pocet .3 Pocet 5S rDNA
et 1 v v . o Ploidie o
Cislo polozky slozeni chromozomii lokusi
0854 Umbubu AT 21 2x 4

0928  Kabulupusa AAT 32 3x 5

1213 Sar AAT 32 3x 5

1Cislo pridé€leno centrem International Transit Centre (ITC, Lovan, Belgie).

Lokusy 35S T1RNA geni u diploidni polozky ITC 0854 byly pozorovany celkem
na ¢tyfech chromozomech (obrazek 6B), pri¢emz tato sonda kolokalizuje se sondou Radka 6 na tfech
chromozomech pochazejicich od M. acuminata (genom A, sckce Eumusa). Pouze jeden signal 5S rDNA
nese chromozom pochazejici z M. textilis (genom T, sekce Australimusa). U triploidnich polozek
ITC 0928 a ITC 1213 sonda Radka 2 hybridizovala celkem na 5 chromozomu. 5S rDNA
se u polozky ITC 0928 (2n = 3x = 32, genotyp AAT) nachazela na jednom chromozomu z M. textilis
(genom T, sekce Australimusa; obrazek 6C). U zbylych ¢tyt signalu byla pozorovana kolokalizace
sondy Radka 2 a Radka 5 na stejnych chromozomech. Jedna se tedy o chromozomy, které pochazeji
od M. acuminata (genom A, sekce Eumusa). Triploidni polozka ITC 1213 (2n =3x =32, genotyp AAT)
se lisila v poctu signala, kdy kolokalizovala sonda Radka 2 a Radka 5 pouze na tfech chromozomech
(obrazek 6A). Dva signaly tedy nalezi chromozomum z M. textilis (genom T, sekce Australimusa).
Sekundami konstrikce se nepodarila pozorovat, jelikoz na fotografiich nejsou plné kondenzované
metafazni mitotické chromozomy (obrazek 6A, 6B). Béhem praktické casti této prace byla pripravena
také sonda specificka pro lokus 45S rDNA znacenim Radka I DNA klonu. Bohuzel se z ¢asového
hlediska nepodarilo tuto sondu cytogeneticky zamapovat na tfi zminéné A x T hybridni klony, a proto

neni priloZena fotografie, kde by byla sekundarni konstrikce fluorescencné znacéena.
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Obrazek 6: Cytogenetické mapovani sondy Radka 5 nebo Radka 6 specifickych pro A genom bananovniku
a sondy Radka 2 specifické pro 5S rRNA geny na mitotickych metafaznich chromozomech AxT hybridnich klonii.
Chromozomy byly vizualizovany pomoci DAPIL. Méfitko = 5 pm. Sipky znazortiuji lokalizaci sondy Radka 2 (A)
ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp AAT), Radka 5 — Cerven¢, Radka 2 — zeleng; (B) ITC 0854 (2n = 2x = 21,
genotyp AT), Radka 6 — zelené, Radka 2 — Cervené; (C) ITC 0928 (2n = 3x = 32, genotyp AAT), Radka 5 —

Cervené, Radka 2 — zelen¢.
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5.2 Analyza variability repetitivnich sekvenci specifickych pro T genom
bananovniku

Analyza variability repetitivnich sekvenci specifickych pro T genom bananovniku byla provedena
za pomoci 8 kombinaci primert navrzenych pro repetitivni 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, CL 33/3 L+R
a Fei 91 L+R). Primery byly pouzity pro PCR amplifikaci genomové DNA polozky ITC 1716
(2n =3x= 30, sekce Australimusa). V druhé PCR reakci pak doslo k fluorescencnimu znaceni
PCR produkti. Touto cestou bylo vytvoreno 8 sond znacenych digoxigenin-11-dUTP nebo biotin-16-
dUTP. Usp&snost PCR amplifikace byla ovéiena elektroforetickou separaci. Ve dvou piipadech,
kdy byly pro znaceni PCR produktu pouzity primery CL 33/3 L+R a Fei 91 L+R, neprobchla
amplifikace. Znaceni bylo opakovano, avSak stale bez vysledku. Sondy, které¢ se podarilo ispésné
naznacit, byly pouzity pro fluorescencni in sifu hybridizaci na mitotickych metafaznich preparatech
chromozomu polozek ITC 0618 (2n = 2x = 20, sekce Australimusa), ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp
AAT)alITC 1716 (2n =3x =30, sckce Australimusa). FISH byla opakovana tfikrat, av§ak ani v jednom
piipad¢ nebyl detekovan hybridizacni signal. Nepomohlo ani pfecisténi sond a snizeni stringence
pii hybridizaci z 77% na 71%. Snizeni stringence zajisti lepsi hybridizaci sondy na vysetfovany tsek

DNA, zaroveri je ale sniZena specifita sondy pro dany usek.

DNA vybranych deseti druht, resp. klont bananovniku (ITC 0079, ITC 0539, ITC 0614, ITC 0618, ITC
0854, ITC 0917, ITC 0927, ITC 0956, ITC 1021 a ITC 1213) byla amplifikovana PCR reakci
s 8 kombinacemi primera (viz vyse), které¢ byly navrzeny pro DNA useky specifické k M. textilis
(genom T, sekce Australimusa). Amplifikovana DNA byla enzymaticky pomoci exonukleazy
a fosfatazy precisténa a byla provedena sekvenacni reakce. Ziskana data byla analyzovana a upravena
v programovém baliku Staden package. V programu SeaView (obrazek 7) byla porovnana homologie
sekvenci s referenéni sekvenci (tabulka 19 a 20) identifikované pomoci Repeat Explorer analyzy
parovych Illumina sekvena¢nich ¢teni tii zastupct sekce Australimusa sestavené dfive v laboratofi
Ustavu experimentalni botaniky AV CR v Olomouci (Hfibova, nepublikovano). Vysoka mira
homologie mezi puvodni referenéni sekvenci a sekvencemi ziskanymi v této bakalarské praci potvrdila

pritomnost vybranych tandemovych repetitivnich sekvenci v genomu analyzovanych genotypt.
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Obrazek 7: Piiklad mnohoCetného piifazeni pro repetitivni sekvenci Fei 72 provedeny pomoci MUSCLE

v programovém baliku Seaview v5.0.5

Tabulka 19: PCR amplifikace repetitivnich sekvenci specifickych pro T genom bananovniku

Fei72 0927 _c clo r  cofic@@sceecicEicEsEcociBccElsclscllcEcEsccEiEscoiEsiclscol-coic cclcEcElSR

Genomova DNA Primery specifické pro urcitou tandemovou repetici
polozky ITC! 0614/52 1021/45 1021/38 Fei/80 Fei/90 Fei/72 CL33/3 Fei/9l
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
1Cislo piidéleno centrem International Transit Centre (ITC, Lovaii, Belgie).
A: Doslo k uspésné amplifikaci; N: Nedoslo k amplifikaci
Tabulka 20: Variabilita repetitivnich sekvenci specifickych pro T genom bananovniku
Genomova Pocet variabilnich mist pro primery specifické pro uritou tandemovou repetici
DNA polozky
ITC! 0614/52  1021/45  1021/38  Fei/80 Fei/90 Fei/72 CL33/3 Fei/91
ITC 0614 1,4 % 35,2 % - - 103% 1,7% - -
ITC 0539 0,7 % - - - 6,3 % 0 % - -
ITC 0927 - - - - 30% 0.8% - -
ITC 1021 58,6 % 6,9 % - - 47% 729 % - -
ITC 0917 0 % 2,0 % - - 51 % 124 % - -
ITC 0956 32 % 2,8 % - - 0 % 0 % - -
ITC 0079 1,4 % - - - 0 % 0 % - -
ITC 1213 2,5 % - - - - 125% 4,0 % -
ITC 0854 5,8 % 21,1 % - - 0 % 1,0% 11,0% -
ITC 0618 9,8 % - - - 16,2 % - - -

1Cislo piidéleno centrem International Transit Centre (ITC, Lovat, Belgie).
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Z 10 polozek bananovniku zminénych vyse bylo vybrano celkem 5 polozek (ITC 0079, ITC 0618,
ITC 0854, ITC 1213 a ITC 1716), které jsou uchovavany ve skleniku a bylo tak mozné odebrat jejich
kofinky pro pfipravu suspenzi protoplastii a nasledné preparatii metafaznich mitotickych chromozomu
pro FISH analyzu. Znova byla provedena PCR reakce za vyuziti genomové DNA téchto péti druhd, resp.
kloni bananovniku s 8 primery navrzenymi pro repetitivni sekvence specifické pro T genom
bananovniku. Ugelem této PCR amplifikace bylo zjistit, zda-li je dana DNA amplifikovana s pouZitim

prislu§ného primeru ¢i nikoliv (obrazek 8) a zda ji tedy lze fluorescenéné naznadit a pouzit pro FISH.

ITC 1213 ITC 0854 ITC 0618 ITC 1716

1000 bp 1000 bp

500 bp 500 bp

Obrazek 8: Elektroforeticka analyza PCR produktu ziskanych amplifikaci vybranych vzorki izolované genomové
DNA s osmi primery navrzenymi pro tandemové organizované repetitivni sekvence identifikované z Illumina
sekvenaCnich dat zastupcu sekce Australimusa (Hfibova, nepublikovano). PCR produktu byly naneseny
v mnozstvi 1 pl.

1 a 44: Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus; 2 — standard (A DNA, 100 ng/ul); 43: standard (A DNA, 50 ng/ul);
3-10: PCR amplifikace s templatovou DNA ziskanou z ‘Musa textilis® ITC 0079; 11-18: PCR amplifikace
s templatovou DNA ziskanou z ‘Sar’ ITC 1213; 19-26: PCR amplifikace s templatovou DNA ziskanou
z ‘Umbubu’ ITC 0854; 27-34: PCR amplifikace s templatovou DNA ziskanou z ‘Musa peekelii ssp.
angustigemma’ ITC 0618; 35-42: PCR amplifikace s templatovou DNA ziskanou z ‘Tongkat Langit Papua’
ITC 1716. Kazdy genotyp byl amplifikovan s primery specifickymi pro tandemovou repetici 0614/52 (3, 11, 19,
27,35), 1021/45 (4, 12, 20, 28, 36), 1021/38 (5, 13, 21, 29, 37), Fei80 (6, 14, 22, 30, 38), Fei%0 (7, 15, 23, 31, 39),
Fei72 (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 zakladé¢ wvysledki ze Sangerova sekvenovani byly vybrany tandemové repetice,
které se amplifikovaly u vétsSiho mnozstvi vybranych genotypu (CL 33/3, Fei 80 a Fei90) a kter¢ byly
nasledn¢ cytogeneticky mapovany na vybrané zastupce sekce Australimusa. Pro pfipravu
cytogenetickych sond byla amplifikovana genomova DNA polozek ITC 0854 (2n = 2x = 21, genotyp
AT) a ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp AAT) za pouziti primerd CL 33/3 L+R, Fei 80 L+R
a Fei 90 L+R. Byly vytvofeny 3 fluorescenéné znacené sondy. Pfitomnost PCR produktu byla potvrzena
elektroforetickou separaci a takto pripravené sondy byly vyuzity k FISH na preparatech mitotickych
metafaznich chromozomui polozek ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp AAT) alTC 0854
(2n =2x =21, genotyp AT). Hybridizacni signaly byly zaznamenany pouze u jedné sondy s nazvem

CL 33/3 na preparatu mitotickych metafaznich chromozomii polozky ITC 1213 (2n = 3x = 32,
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genotyp AAT; obrazek 9). Zbyl¢ sondy byly precistény, avSak ani poté nebyl detekovan Zadny signal.
FISH analyza byla provedena pouze dvakrat, tudiz mohlo dojit k chybam béhem FISH procedury
nebo se repetitivni sekvence v genomu nachazi v prilis nizkém poctu kopii, aby byly detekovany pomoci

metody FISH.

Tandemova repetice CL 33/3 byla detekovana na 4 chromozomech triploidniho klonu ‘Sar” ITC 1213.
Nasledn¢ byla provedena FISH s repetici CL 33/3 v kombinaci se sondou Radka 2 specifickou pro 5S
rRNA geny (obrazek 9B). Sonda Radka 2 hybridizovala na péti chromozomech. Byla pozorovana

kolokalizace sondy Radka 2 a CL 33/3 na jednom chromozomu (obrazek 9B, oznaceno Sipkou).

Obrazek 9: Cytogenetické mapovani sondy CL 33/3 — repetitivni sekvence specifické pro T genom bananovniku
na mitotickych metafaznich chromozomech AxT hybridniho klonu ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp AAT).
Chromozomy byly vizualizovany pomoci DAPI. M¢fitko = 5 pum. (A) ITC 1213, CL 33/3 — Cervené; (B)
ITC 1213, CL 33/3 — Cervené, Radka 2 — zelené.
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6 DISKUSE

Cilem prvni casti této bakalarské prace bylo provést cytogenetickou analyzu pomoci fluorescenéni
in situ hybridizace s vyuzitim sond specifickych k M. acuminata (genom A) a pomoci nich odlisit
A aTgenom bananovniku. K analyze byly pouzity mezidruhové klony bananovniku vzniklé
pfirozenym kfizenim mezi plan¢€ rostoucimi druhy M. acuminata (genom A, sekce Eumusa) a M. textilis
(genom T, sekce Australimusa). Tyto druhy jsou fylogeneticky vzdalené pribuzné. Byla analyzovana
jedna diploidni polozka ITC 0854 (2n =2x =21, genotyp AT) a dva triploidni klony: ITC 0928
(2n =3x = 32, genotyp AAT) a ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp AAT). Jako sondy byly pouzity
fluorescenéné znacené klony Radka 5 a Radka 6. Jedna se o tandemov¢ organizované repetitivni
sekvence homologni s repetitivnim elementem M. acuminata. Tyto klony lokalizuji na vSechny
chromozomy M. acuminata v (peri)centromerické oblasti (Valarik er al., 2002). Po FISH s vyuzitim
sondy Radka 5 a Radka 6 na metafaznich mitotickych chromozomech diploidni polozky ITC 0854 byly
zaznamenany signaly na 11 chromozomech, u triploidnich klona ITC 0928 a ITC 1213 pak

na 22 chromozomech.

Ve studii D’Hont et al. (2000) byl odliSen A a T genom u mezidruhovych A x T hybridi pomoci
genomové in situ hybridizace. Jako sonda byla vyuzita genomova DNA z M. acuminata (2n = 2x = 22,
genom A) znacena pomoci FITC, a genomova DNA z M. augustigemma (2n = 2x = 20, genotyp TT)
znac¢ena pomoci Texas Red. Sondy byly pouzity pro GISH na metafazni mitotické chromozomy
triploidniho klonu ‘Karoina® (2n = 3x = 32, genotyp AAT). 22 chromozomu bylo pfifazeno

k M. acuminata a 10 chromozomu k sekci Australimusa.

FISH analyza dale byla obohacena o mapovani genti pro ribozomalni RNA. Pro analyzu byly pouzity
stejné¢ polozky bananovniku a jako sonda byl pouzit fluorescenéné znaceny klon s nazvem Radka 2,
ktery je homologni s 5S rDNA genem ryze (Valarik et al., 2002). Geny pro ribosomalni RNA (rRNA)
jsou tandemové se opakujici sekvence, které¢ jsou rozliSovany na 45S rDNA a 5S rDNA. Tyto vysoce
konzervované geny se bézn¢ vyskytuji v rostlinach, kde se ispésn¢ podarily mapovat. Prikladem je
pSenice (Triticum aestivum) a jeémen (Hordeum vulgare) (Mukai et al., 1990; Leitch et Heslop-Harrison

1992).

Po FISH se sondou Radka 2 (5S rDNA) byly u diploidniho klonu ITC 0854 (2n = 2x = 21, genotyp AT)
pozorovany 4 chromozomy nesouci signal. Stejny pocet lokust u klonu ITC 0854 pozorovala ve své
studii také Cizkova et al. (2013). V této studii byl lokus pro 58 rDNA lokalizovan na 4 chromozomech
diploidnich polozek M. acuminata ‘Long Tavoy” (ITC 0283, genotyp AA), M. acuminata ‘TuuGia
(ITC 0610, genotyp AA), M. acuminata ‘Maia Oa’ (ITC 0728, genotyp AA), dale na 6 chromozomech
M. acuminata ‘Pahang’™ (ITC 1511, genotyp AA) a 8 chromozomech M. acuminata ‘Calcutta 4°

(ITC 0249, genotyp AA). Toto pozorovani dokazuje vysokou variabilitu v poctu chromozomu
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nesoucich 35S rDNA (Cizkova et al., 2013). Variabilita v po&tech lokusi nesoucich 5S rDNA v ramci
této studie byla pozorovana pii porovnani diploidniho klonu ITC 0854 (2n = 2x = 21, genotyp AT),
ktery po FISH hybridizoval na 4 chromozomy, a triploidnich klonii ITC 0928 (2n = 3x = 32, genotyp
AAT) a ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp AAT), které¢ hybridizovaly na 5 chromozomech.
Pravdépodobné doslo ke ztrat¢ lokusii pfi vzniku hybridd, tj. pfi pfeusporadani genomu, kdy vznikaji

chromozomalni prestavby.

Jednotka 45S rDNA, ktera se nachazi v oblasti sekundami konstrikce, byla analyzovana bez vyuziti
fluorescencné znacCenych sond. Sekundarni konstrikce odd€luje satelit, ktery se nachazi na kratkém
raménku chromozomii a je okem rozpoznatelny. Pocet lokusu nesoucich 45S rDNA je v genomu
bananovniku oproti 5S rDNA konstantni a odpovida ploidii rostliny. To bylo pozorovano hned
v n¢kolika studiich, pfi¢emz u v§ech diploidnich druht byly pozorovany dva lokusy nesouci 45S rDNA
a tfi lokusy u triploidnich druha (Osuji et al., 1998, Cizkova er al., 2013; Némec&kova et al., 2018;
Simonikova et al., 2019). Stejné vysledky byly pozorovany i v ramci této prace, kdy u diploidniho klonu
ITC 0854 (2n = 2x = 21, genotyp AT) byly zaznamenany 2 lokusy nesouci 45S rDNA a 3 lokusy
u triploidniho klonu ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp AAT). Ziskané vysledky potvrzuji, Ze pocet
45S rDNA lokust odpovida ploidii bananovniku.

Druha ¢ast této studie byla zamérena na molekularni analyzu novych repetitivnich sekvenci specifickych
pro sekci Australimusa. Pracovalo se s celkem 8 primery (tabulka 8, kapitola 4.4.3.1), které byly
navrzeny jako potencionalné specifické pro genom M. Textilis (genom T, sekce Australimusa). Primery
byly vyuzity pro PCR amplifikaci deseti vybranych genotypii bananovniku ze sekce Australimusa
(ITC 0079, ITC 0539, ITC 0614, ITC 0618, ITC 0854, ITC 0917, ITC 0927, ITC 0956, ITC 1021
ITC 1213). Nasledné byla provedena sekvenacni analyza, na zaklad¢ kter¢ byly vybrany tandemové
repetice (CL 33/3, Fei 80 a Fei90), které¢ se amplifikovaly u vétSiho mnozstvi vybranych genotypu
a které byly nasledn¢ fluorescenéné naznaceny a mapovany pomoci FISH na vybrané zastupce sekce
Australimusa. Hybridizaéni signaly byly zaznamenany pouze u jedné sondy s nazvem CL 33/3, ktera
byla pfipravena PCR amplifikaci genomové DNA polozky ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp AAT)
pomoci kombinace primera CL 33/3, a byla znacena haptenem (biotin-16-dUTP). Po FISH byly
pozorovany signaly na 4 chromozomech na preparatu mitotickych metafaznich chromozomu polozky
ITC 1213 (2n = 3x = 32, genotyp AAT). Cizkova et al. (2013) také mapovala satelit CL 33/3
na mezidruhovém klonu z M. acuminata (genom A, sekce Eumusa) a M. fextilis (genom T, sekce
Australimusa), konkrétné se jednalo o diploidni klon ITC 0854 (2n=2x =21, genotyp AT).
U této polozky byly po FISH pozorovany 2 signaly.
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7  ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo provést cytogenetickou a molekularni analyzu u vybranych
mezidruhovych klonti bananovniku, které vznikly pfirozenym kfiZzenim mezi plané rostoucimi druhy

M. acuminata a M. textilis, a prispét tak ve znalostech jejich puvodu a struktury genomu.

V prvni ¢asti byly pomoci fluorescenéni in situ hybridizace mapovany sondy Radka 5 a Radka 6
specifické pro A genom bananovniku a sonda Radka 2 specifickd pro 5S rDNA na mitotickych
metafaznich chromozomech. Pro analyzu byl pouzit jeden diploidni a dva triploidni AxT hybridni
klony. S pouzitim sond Radka 5 a Radka 6, které jsou specifické pro A genom bananovniku, se podafilo
odlisit chromozomy, které pochazeji z M. acuminata (genom A, sekce Eumusa) od chromozomi,
které pochazeji z M. textilis (genom T, sekce Australimusa). Dale byla za pomoci sondy pro lokus

5S rDNA analyza roz§ifena o mapovani ribozomalnich gend.

Druha c¢ast prace byla zaméfena na molekularni analyzu novych repetitivnich sekvenci specifickych
k sekci Australimusa. Byla provedena sekvenacni analyza deseti vybranych genotypt bananovniku
ze sekce Australimusa za vyuZziti osmi kombinaci primerii navrZenych jako potencionalné specifické
kM. Textilis (genom T, sekce Australimusa). Po vyhodnoceni bioinformatickych dat ziskanych
sekvenovanim byly vybrany tandemov¢ repetice, které byly tispésné amplifikovany u vétSiny vybranych
genotypu a nasledovalo jejich fluorescenéni znaceni a cytogenetické mapovani metodou FISH
na mitotickych metafaznich chromozomech polozek ze sekce Australimusa. Tandemova repetice
snazvem CL 33/3 jako jedina uspé$né hybridizovala na chromozomy AXT hybridniho triploidniho
klonu “Sar’ ITC 1213. Prace ukazala na nové potencionalni repetice specifické pro sekci Australimusa,
které by mohly byt predmétem dalSiho studia a napomoci v porozuméni puvodu a struktury genomu

bananovniku (Musa).
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