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Abstrakt 

Táto práca sa zaoberá metódou in situ hybridizácie, jej prínosmi v modernej 

cytogenetike a jej využitia v rámci výskumu evolúcie Vicia cracca agg. V prvej časti 

práca popisuje samotnú metódu a jej typy, definuje a vymenúva základné pojmy 

metódy, detailne približuje postupy prípravy a priebehu pokusov a vysvetľuje spôsob 

vyhodnocovania a interpretácie výsledkov. V nasledujúcej časti sa práca zameriava na 

niektoré konkrétne príklady využitím ISH v praxi. Popisuje, ako bola ISH použitá na 

rozpoznanie introgresných línií krížencov a ich plodnosti, výskum populácií so 

zmiešanými ploidiami a evolučného vzniku nonaploida a výskum repetitívnych 

sekvencií v telomérach ľaliovitých. V ďalšej časti práca popisuje Vicia cracca agg. 

z hľadiska morfologického, ale hlavne systematického. V závere je navrhnuté, akým 

spôsobom je možné využiť genómovú in situ hybridizáciu na odhalenie predkov 

tetraploida V. cracca a priebehu evolúcie v rámci agregátu. 

Kľúčové slová: Vicia cracca agg., in situ hybridizácia, GISH, polyploid 

Abstract 

The main focus of this thesis is in situ hybridization method and its impacts in 

modern cytology. The first chapter of the thesis describes the method itself and its 

types, defines and enumerates fundamental terms of the method, describes the steps of 

preparation and actual experiments in detail and explains the process of evaluation 

and interpretation of results. Following chapter describes several cases studies on 

plants performed using ISH. It describes use of ISH to recognize introgression lines 

among hybrids and to determine their fertility, to study polyploids and evolution of 

the nonaploids and to study repetitive sequences in telomeres of lily plants. In the next 

chapter the thesis describes Vicia cracca agg. from morphological but mainly 

systematical point of view. The thesis is concluded by suggestion of possible 

utilization of genomic in situ hybridisation in order to reveal the pregenitors of 

tetraploid V. cracca and the evolution within the aggregate. 

Key words: Vicia cracca agg., in situ hybridization, GISH, polyploid 
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Úvod 

V poslednej dobe sa v cytogenetike veľmi rozšírilo použitie metódy in situ 

hybridizácie (ISH). Táto revolučná metóda má široké uplatnenie v medicíne, 

v poľnohospodárstve, evolučnej biológii a v ďalších disciplínach. V medicíne sa 

používa napríklad pri diagnostike infekčných chorôb a skúmaní nádorov. 

V poľnohospodárstve pomáha lokalizovať gény s výhodnými znakmi a tým radikálne 

uľahčuje šľachtenie lepších odrôd významných poľnohospodárskych plodín (napr. 

odolnejších alebo s lepším výnosom). V práci si okrem iného podrobnejšie priblížime 

niektoré konkrétne využitia. 

ISH je zložitá, ale o to zaujímavejšia cytogenetická metóda, ktorá zahŕňa 

farebné označenie známeho úseku nukleovej kyseliny (DNA alebo RNA), jej 

naviazanie na skúmanú nukleovú kyselinu a následné pozorovanie farebného signálu. 

Popíšeme ju veľmi podrobne vrátane prebiehajúcich mechanizmov a laboratórnych 

postupov. 

Výhody ISH oproti klasickej cytogenetike sú časová nenáročnosť, rádovo 

vyššia citlivosť a účinnosť hybridizácie a detekcie. Je síce trochu náročnejšia na 

zrealizovanie a financovanie, ale odkedy sa začali používať nerádioaktívne postupy, 

metóda sa rýchlo rozšírila do väčšiny významných vedeckých inštitúcií. Výhoda ISH 

oproti PCR (polymerase chain reaction), ktorá sa používa napríklad na diagnostiku 

nádorov, je možnosť detekcie veľkých úsekov nukleovej kyseliny. ISH sa dá použiť aj 

na karyotypovanie (skúmanie počtu a vzhľadu chromozómov v jadre eukaryotickej 

bunky) malých chromozómov, u ktorých sa nedajú použiť žiadne iné techniky.  

Chceme navrhnúť použitie tejto metódy pri skúmaní evolúcie polyploidov 

agregátu Vicia cracca. Ako neskôr ukážeme aj na príklade z praxe, ISH sa používa na 

zisťovanie štruktúry genómu polyploida, konkrétne koľko má rôznych predkov a akú 

časť genómu od ktorého z nich. 
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In situ hybridizácia 

In situ hybridizácia (ISH) je základná metóda modernej cytológie 

a molekulárnej biológie. Má široké využitie napr. v genetike, evolučnej biológii, 

génovom inžinierstve, či medicíne. ISH je hybridizácia označeného 

komplementárneho DNA alebo RNA vlákna (sondy) na DNA alebo RNA (in situ) 

skúmaného pletiva/tkaniva (cieľovú DNA/RNA) na mikroskopickom sklíčku.  

ISH bola prvý krát popísaná v roku 1969. Ako sonda bola použitá rádioaktívna 

ribozomálna RNA a cieľová DNA bola z oocytov žaby Xenopus laevis (Gall & Pardue 

1969). Táto metóda je veľmi citlivá, ale trvá niekoľko týždňov, kým sa rádioaktívny 

signál prejaví (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000). Cieľom štúdie bolo 

pochopenie ISH ako takej a optimalizácia použitých techník (Gall & Pardue 1969). 

ISH bola na rastlinný materiál prvý krát použitá pred 36 rokmi. Timmis et al. (1975) 

vtedy pomocou cRNA (komplementárna RNA) sondy s lepivým koncom lokalizovali 

úsek repetitívnej DNA druhu Scilla sibirica (Darby & Hewitson 2006). 

Fluorescenčnú in situ hybridizáciu (FISH), ktorá sa pôvodne používala na 

chromozómy cicavcov, prvý krát použili na rastlinné chromozómy v roku 1989 

Schwarzacher et al. (1989) a Yamoto & Mukai (1989), neskôr sa jej aplikácia rozšírila 

na extendované vlákna jadrovej DNA (Frasz et al. 1996) a chloroplastovú DNA (fiber 

FISH, Lilly et al. 2001). 

Z hľadiska povahy sondy a skúmanej cieľovej sekvencie sa in situ 

hybridizačné techniky delia: 

• DNA:DNA ISH – sonda aj cieľová sekvencia je DNA. Používa sa na 

mapovanie konkrétnych sekvencií na chromozóme, na identifikáciu 

a charakterizovanie chromozómov alebo ich častí a na vyhľadávanie 

nedávnych aj evolučne historických zmien v genóme (Schwarzacher & 

Heslop-Harrison 2000) 

• RNA:DNA ISH – sonda RNA a cieľová sekvencia hybridizácie DNA 
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• RNA:RNA ISH – sonda aj cieľová sekvencia je RNA, skúmajú sa ňou vzory 

génovej expresie (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000), čo sa využíva vo 

vývojovej biológii, funkčnej genomike a neurobiológii (Liu et al. 2010). 

V súčasnej dobe sa využíva väčšie množstvo ISH metód, medzi najznámejšie 

patria nasledujúce metódy: 

• FISH = fluorescenčná ISH – DNA:DNA ISH, pri ktorej sú sondy značené 

fluorescenčnými farbivami, má výhody v rozlíšení, kontraste, rýchlosti 

a bezpečnosti a najmä obrovskú výhodu pri pozorovaní viacerých cieľových 

sekvencií pri jednom pokuse (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000). 

Používa sa napr. pri skúmaní inzercií plastidovej a mitochondriálnej DNA do 

jadra (Roark et al. 2010), diverzity karyotypov príbuzných druhov (Albert et 

al. 2010).  

• GISH = genómová ISH – ako sonda sa použije úplná DNA genómu, používa 

sa na určenie evolučných predkov polyploidov (Renny-Byfield et al. 2010) 

a hybridov (Tu et al. 2009; Tang et al. 2010) a pri skúmaní introgresie (Harper 

et al. 2011). 

• CGH (comparative genomic hybridization) = porovnávacia genómová 

hybridizácia – používa sa na detekciu zmnoženia alebo straty úsekov DNA 

nejakej bunky (často sa pomocou nej skúmajú rakovinotvorné bunky)  

• CISS (chromosomal in situ supression hybridization) = ISH, pri ktorej sa 

okrem sond používa aj neoznačená genómová DNA, ktorá sa naviaže na 

repetitívne úseky cieľovej nukleovej kyseliny. Blokovacia DNA zabraňuje 

prekrytiu signálu sond pre jedinečné sekvencie (viď nižšie) 

signálom z repetitívnych sekvencií (Lichter et al. 2006). 

• PRINS (primer extension in situ hybridization) – in situ hybridizácia vhodná 

na detekciu krátkych úsekov. Jej základom je predlžovanie sondy, ktorá 

zároveň slúži ako primer pre DNA polymerázu. DNA skúmaného druhu slúži 

ako templát pre novo syntetizovaný reťazec, do ktorého DNA polymeráza 

zaraďuje značené nukleotidy (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000).  
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Sonda 

Sonda je kľúčovou súčasťou in situ hybridizácie. Je to úsek DNA alebo RNA 

označený, aby sa dalo detekovať miesto jeho hybridizácie na cieľovú DNA/RNA. Na 

ISH sa používajú rôzne typy sond, vrátane komplementárnej DNA (cDNA), cRNA 

a umelých oligonukleotidov (Jin & Lloyd 1997). Najčastejšie sa používajú klonované 

DNA sekvencie, ale bežne sa používajú aj úplná genómová DNA, či produkty PCR. 

Podľa toho, akú časť genómu zviditeľňujú, delíme DNA sondy na: 

• Sondy špecifické pre jedinečné sekvencie/gény/lokusy  

• Sondy pre repetitívne sekvencie a zhluky génov 

• Satelitné – sú to sondy napr. pre centromerické alebo telomerické oblasti 

• Maľovacie – viažu sa na jeden chromozóm alebo jeho časť 

• Celogenómové 

Z nich prvé štyri druhy spadajú pod FISH a posledný pod GISH. Podľa 

charakteru nukleovej kyseliny delíme sondy na: 

• Sondy z dvojvláknovej cDNA – klonovaný DNA plazmid sa rozštiepi 

pomocou restrikčných enzýmov. Optimálna dĺžka úsekov DNA sondy je 200-

500 bp. Takéto sondy by sa pred hybridizáciou mali denaturovať pri vysokej 

teplote. Najčastejšie sa používajú práve cDNA sondy značené nick transláciou 

alebo metódou značenia pomocou náhodných primerov (Jin & Lloyd 1997). 

• Jednovláknová DNA (ssDNA) sonda – sonda sa pripravuje pomocou 

asymetrickej PCR, pri ktorej sa na rozdiel od tradičnej PCR používa iba jeden 

primer a namnoží sa iba jedno vlákno DNA (Brooks et al. 1993). 

• cRNA sondy (ribosondy) – pripravujú sa transkripciou, pričom ako vzor slúžia 

sekvencie cDNA. cDNA sa vloží do transkripčného vektoru. Insert je 

ohraničený 2 miestami (napr. T7 a Sp6) pre naviazanie RNA polymerázy. To 

dovoľuje nasyntetizovať sense aj antisense vlákno. Ošetrením preparátu po 

hybridizácii cRNA sondy ribonukleázou A (RNázou A) sa redukuje 

nešpecifický signál z pozadia, keďže enzým rozloží iba jednovláknovú RNA. 

cRNA sondy sú citlivejšie a menej stabilné, ale umožňujú vyššiu špecificitu 

reakcie a sú vhodné pre detekciu low-copy génov pri génovej expresii (Jin & 

Lloyd 1997). 
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• Oligonukleotidové sondy – sú to jednovláknové DNA molekuly v rozpätí 20-

50 báz. Generujú sa automatickým DNA syntetizérom. Oligosondy ľahšie 

prenikajú do buniek a vďaka tomu majú výborný signál. Ich príprava je 

jednoduchá a lacná. Obyčajne sa značia koncovým značením (Jin & Lloyd 

1997). 

Značenia sond 

Nukleotidy DNA alebo RNA sondy sa musia pred ISH označiť tak, aby sa ich 

lokácia dala detekovať po hybridizácii s cieľovou DNA. Vhodné značenie (labelling) 

musí mať chemickú štruktúru, ktorá sa v cieľovom preparáte bežne nenachádza, musí 

preň existovať citlivá rozpoznávacia metóda, ktorá umožní rozpoznať aj pár 

označených skupín a možnosť naviazania značenia na DNA alebo RNA sondy 

(Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000). Z tohto hľadiska delíme značenia na: 

(1) Rádioaktívne značenie, pomocou rádioaktívnych prvkov napr. 3H, 35S, 125I,  32P, 

ktoré sa detekuje röntgenovým žiarením alebo autoradiačnou emulziou (dnes 

sa už rádiaktívne metódy používajú iba na RNA sondy) 

(2) Nerádioaktívne značenie, napr. fluoresceínom, biotínom, digoxigenínom alebo 

alkalickou fosfatázou, ktoré sa detekujú pomocou histochemických 

a imunochemických metód (Jin & Lloyd 1997). 

Rádioaktívne značenie sa dnes už takmer nepoužíva, pretože je zdraviu 

škodlivé a zdĺhavé. Pri nerádioaktívnom značení môže byť sonda buď priamo značená 

fluorochromom (iba fluorescenčné značenie) alebo nepriamo cez haptény 

(digoxigenín, biotín) a k nim sa viažuce protilátky. Na tieto protilátky môžu byť 

naviazané fluorofory (nepriame fluorescenčné značenie), enzýmy (ktoré katalyzujú 

reakciu s farebným produktom) alebo kovy (zlato, železo).  

Mnoho z prvých nerádioaktívnych ISH protokolov využívalo nepriame 

označenie sondy pomocou prirodzene sa vyskytujúcej molekuly biotín (vitamín H) 

a na detekciu miesta hybridizácie jeho vysokú afinitu k avidínu (Langer et al. 1981). 

Dnes sa používa mnoho rôznych značení a na detekciu sa využívajú hlavne 

antihapténové protilátky. Ako nerádioaktívne nepriame značenie sa okrem biotínu 

používajú aj digoxigenín (steroid z náprstníka Digitalis purpurea) a fluoresceín. 
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Fluoresceín, ktorý sa používa aj na priame značenie (viď nižšie), je vynikajúci haptén 

s dobrou špecificitou a vysokou afinitou k svojim protilátkam. Tieto molekuly 

naviazané na nukleotidoch sú komerčne dostupné a do štruktúry DNA sondy sa 

zabudovávajú rôznymi spôsobmi značenia. Na detekciu miest hybridizácie sondy sa 

využíva avidín (v prípade značenia biotínom) alebo antihapténové protilátky 

(v prípade značenia digoxigenínom, biotínom a fluoresceínom), na ktoré je naviazané 

fluorescenčné farbivo alebo enzým, ktorý reaguje s chromogénnym substrátom za 

vzniku farebného produktu (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000). 

V porovnaní s nepriamymi nerádioaktívnymi značeniami je použitie priamych 

(fluoroforových) značení rýchlejšie a jednoduchšie a často ukazujú menej 

nešpecifického signálu z pozadia (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000). 

Nevýhodou je ich obmedzená citlivosť a že neumožňujú zosilnenie signálu. Ďalšou 

nevýhodou je, že sa nimi nedá označovať genómová DNA a to je dôvod, prečo 

musíme v rámci výskumu V. cracca agg. použiť nepriame nerádioaktívne značenie. 

Keď sa sondami značí viac cieľových úsekov, na každú sondu sa naviažu 

rôzne značiace látky a lokalizujú sa súčasne pomocou rôznych fluorescenčných farbív 

(Lichter 1997). Veľmi často sa pri fluorescenčnej DNA ISH detekujú 2 sondy, jedna 

značená červeným a druhá zeleným fluorescenčným farbivom (chromozómy modrým 

kontrastným farbivom) (napr. Wolny & Hasterok 2009). Takéto značenie je vhodné 

pri skúmaní repetitívnych sekvencií alebo pri metóde maľovania chromozómov 

(chromosome painting) (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000). Pokusy s tromi až 

štyrmi rôznymi sondami sú náročnejšie, ale poskytnú viac informácií. Realizujú sa 

buď pridaním modrej a dlhovlnnej červenej alebo pomocou intermediátnych 

fluorochrómov (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000). 

Obyčajne sa nezávisle na sondách farbí celá DNA, aby bola viditeľná 

morfológia chromozómov. Najčastejšie sa používa DAPI (4‘,6-diamidino-2-

fenylindol), ktoré svieti na modro pri excitácii UV žiarením. Má dve veľké výhody: 

(1) vizualizuje tvar chromozómov, čím napomáha ich identifikácii a (2) vďaka 

odlišnej vlnovej dĺžke neinterferuje so signálom sond. Výnimočne sa používa 

propidiumjodid, ktorý však emituje svetlo v širokom spektre a preto interferuje so 

slabým signálom hybridizácie. Pri kolorimetrických metódach sa používajú 
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štandardné nefluorescenčné farbivá, napr. Giemsa (Schwarzacher & Heslop-Harrison 

2000). 

Metódy značenia 

Pri značení sondy sa do nukleovej kyseliny včlenia označené nukleotidy. 

Používajú sa rôzne metódy: nick translácia, značenie náhodných primerov (random 

primer labeling), zmnoženie a značenie pomocou PCR, koncové značenie, translácia 

in vitro (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000). 

• Nick translácia – je  bežná a efektívna pre genómovú DNA alebo veľké 

klonované úseky DNA. Na nick transláciu sú potrebné dva enzýmy: 

deoxyribonukleáza I (DNáza I; väčšinou sa získava od cicavcov) a DNA 

polymeráza I z baktérie Escherichia coli. DNáza I náhodne hydrolyzuje 

dvojzávitnicu a vytvára zlomy (nicks) v oboch reťazcoch dvojzávitnice DNA 

(príliš málo ‘nick‘ môže viesť k neefektívnosti značenia a sondy sú príliš dlhé; 

naopak príliš veľa ‘nick‘ vedie k tomu, že sondy sú príliš krátke). DNA 

polymeráza I má tri funkcie: 

o exonukleázovú – keď odstraňuje jednotlivé báze z ‘nick‘-u v smere          

od 5’ k 3’ koncu 

o polymerizačnú – keď pridáva značené nukleotidy k 3’ koncu nicku, 

ako templát slúži druhé vlákno dvojzávitnice DNA  

o korektorskú – kontroluje správnosť polymerizácie od 3’ k 5’ koncu. 

Vhodné enzýmové zmesi vyprodukujú dostatočne označené sondy dĺžky 200 

až 300 bp za 60 – 90 min (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000). 

• Random primer labeling – je vhodnejšia pre menšie množstvá a kratšie úseky 

DNA ako nick translácia. Jednovláknová DNA sa namnoží pomocou 

Klenowovho úseku DNA polymerázy I (získanej z E. coli) v zmesi 

s náhodnými primerami (obyčajne hexonukleotidov, prítomné sú všetky 

možné varianty). Na novovznikajúci reťazec sú pripájané značené aj 

neznačené nukleotidy (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000). 

• PCR značenie – často používaná metóda namnoženia a naznačenia DNA sond. 

Využíva mnoho cyklov denaturácie, nasadnutia primeru a replikácie DNA 

v prítomnosti termostabilnej Taq DNA polymerázy (Schwarzacher & Heslop-

Harrison 2000). 



 
13 

Príprava cieľového materiálu 

Vhodnou metódou prípravy pletiva sa uľahčí prístup pri hybridizácii, zaistí sa 

dobrá morfológia vzorky a cieľové molekuly budú v optimálnom štádiu (väčšinou 

metafáze bunkového delenia). DNA:DNA ISH sa najčastejšie realizuje pomocou 

chromozómových roztlakov – jadrá a chromozómy sa uvoľnia z buniek roztlačením 

na podložnom sklíčku. Pomocou tejto metódy sa chromozómy oddelia a roztiahnu 

a zároveň sa zachová ich morfológia, takže sa dajú pozorovať svetelným aj 

fluorescenčným mikroskopom (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000). Aby bol 

výsledok ISH kvalitný, je dôležité čisté sklíčko. Pred použitím sa potrebné množstvo 

podložných sklíčok ponorí na minimálne 2 dni do etanolu a následne vyleští. 

(1) Roztlačenie rastlinných chromozómov 

Používa sa akékoľvek rastlinné tkanivo obsahujúce deliace sa bunky, 

najčastejšie meristém mladých koreňov. Podiel buniek, ktoré sa nachádzajú 

v metafáze sa u ktoréhokoľvek meristému dá zvýšiť použitím ľadovej vody alebo 

látkami inhibujúcimi deliace vretienko (napr. kolchicín). Na prípravu mitotických 

chromozómových preparátov z rastlinných meristémov sa používajú dve metódy:  

a) Squashing – z tejto metódy sú zvyčajne kvalitnejšie metafázové roztery 

a môže byť jediným spôsobom ako roztlačiť veľké chromozómy, napr. 

pšenice. Má však nevýhodu, že chromozómy sa môžu prekrútiť. Ide 

o klasickú metódu prípravy chromozómových preparátov roztlačením 

meristematického pletiva pomocou krycieho sklíčka.  

b) Dropping – používa sa pri lokalizácii krátkych úsekov alebo low-copy 

génov. Materiál sa vloží do zmesi enzýmov, ktoré narušia bunkovú 

stenu. Suspeniza buniek sa na podložné sklíčko nakvapkáva z výšky 

5 cm (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000). 

Keďže bunková stena obsahuje živice a taníny, zamedzuje penetrácii sondy 

a zapríčiňuje veľa signálu v pozadí. Preto sa po fixácii z rastlinného materiálu 

pomocou enzýmov odstraňuje bunková stena (Schwarzacher & Heslop-Harrison 

2000). 
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(2) Kontrola preparátu 

Z pripravených preparátov sa na samotnú hybridizáciu vyberú iba kvalitné – 

s vysokým metafázovým indexom, dostatočne roztlačenými chromozómami, čisté 

a bez zvyškov cytoplazmy. Bežne sa vyberie polovica z preparátov (Schwarzacher & 

Heslop-Harrison 2000). 

Vlastná DNA:DNA in situ hybridizácia 

Skôr ako začneme experiment, musíme si zvoliť, akú použijeme stringenciu. 

Stringencia je miera presnosti hybridizácie. Čím je vyššia, tým musí byť sekvencia 

cieľovej DNA podobnejšia sekvencii sondy, v opačnom prípade nebude naviazanie 

sondy úspešné. Napríklad pri 85%-nej stringencii je hybridné vlákno stabilné, keď 85 

alebo viac percent báz je komplementárnych, resp. molekula hybridu s menej ako 

85%-nou homológiou nevznikne alebo sa okamžite rozpadne. V pokusoch sa 

najčastejšie vyžaduje stringencia v rozmedzí 70% (nízka) – 90% (vysoká). Nižšia sa 

používa napr. pri lokalizácii sond na cieľový materiál z iného druhu, vyššia na 

lokalizáciu chromozómovo špecifických sekvencií (Schwarzacher & Heslop-Harrison 

2000).  

Stringencia závisí od teploty topenia DNA alebo RNA sondy Tm, dĺžky sondy 

a aktuálnej teploty hybridizačnej reakcie Ta. Teplota topenia Tm DNA:DNA 

hybridného vlákna sa vypočíta z vlastností použitého hybridizačného roztoku podľa 

nasledujúceho vzorca Meinkotha a Wahla (1984), ktorý však predpokladá použitie 

sondy s dĺžkou 50 a viac bp: 

Tm = 0,41(% GC v sonde) + 16,6 log (molárna koncentrácia monovalentných 

katiónov) – 500/(dĺžka úsekov sondy) – 0,61 (% formamidu) + 81,5 °C 

Presný vzťah na výpočet samotnej stringencie je potom vyjadrený vzorcom: 

 Stringencia = 100 – Mf (Tm – Ta), 

kde Mf (mismatch faktor) je faktor nezhody sekvencií medzi sondou a cieľom. 

Faktor Mf nadobúda hodnoty medzi 1 a 5 v lineárnej závislosti podľa dĺžky sondy (1 

pre sondy > 150bp až 5 pre sondy < 20 bp).  
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Z týchto vzťahov je zrejmé, že pri aktuálnej teplote hybridizačnej reakcie 

rovnej teplote topenia Tm je stringencia 100% a sonda a cieľ sa hybridizujú, iba keď 

perfektne nasadnú všetky páry báz. Taktiež sa z nich dá vyčítať, že vyššia teplota, 

vyššia koncentrácia formamidu a nižšia koncentrácia solí zvyšujú stringenciu (znižujú 

stabilitu dvojzávitnice). V praxi sa na ovplyvnenie stringencie a dosiahnutie zvolenej 

hodnoty používa hlavne regulácia koncentrácie formamidu, v menšej miere regulácia 

koncentrácie solí prípadne teploty (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000).  

Po tom ako zistíme podmienky pre dosiahnutie požadovanej miery stringencie, 

resp. zloženie hybridizačného roztoku, môžeme začať s in situ hybridizáciou.  

Schwarzacher & Heslop-Harrison (2000) odporúčajú pred ISH prečistiť 

preparáty z troch dôvodov: 

(1) aby sa odstránila nadbytočná RNA a proteíny, ktoré by zvýšili signál v pozadí 

(2) aby sa zlepšila priepustnosť materiálu a tým uľahčil prístup sondy k DNA  

(3) aby sa preparát zafixoval.  

Naopak, Lichter et al. (2006 cit. sec. Spector & Goldman 2006) to nepovažuje 

za nutné. 

Pred hybridizáciou označenej sondy musíme cieľovú DNA v preparáte 

denaturovať, pričom sa rozdelia vlákna dvojzávitnice. Na denaturáciu sa dnes 

najčastejšie používa roztok formamidu a solí (v samotnej hybridizačnej zmesi) pri 

vysokých teplotách. Výhoda tejto metódy oproti pôvodne používanej denaturácii 

pomocou alkalických solí a hydroxidov (napr. NaCl a NaOH, Aridgides et al. 2002) 

sú homogénne rozložené jednovláknové úseky v rámci genómu bez výrazných strát 

cieľových sekvencií (Lichter et al. 2006). Podmienky tepelnej denaturácie sú 

kompromisom medzi požadovaným tvarom jednovláknových cieľových sekvencií 

a poškodením štruktúry buniek a ich organel (Lichter et al. 2006). Tieto podmienky sa 

menia so zmenou teploty a/alebo času, najčastejšie sú v rozmedzí 5-10 min pri 60-

90°C (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000).  

V ďalšom kroku sa na preparát nanesie hybridizačná zmes, ktorá už obsahuje 

sondy a priklopí sa krycím sklíčkom. Hybridizácia potom prebieha pri teplote ≥ 37°C 

s rôzne dlhou inkubačnou dobou (1-18 hod, niekedy až 2 dni). Pri výraznom nadbytku 
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sondy napr. chromozómovo špecifických sekvencií stačí menej ako hodina, naopak 

pri hybridizácii malého množstva sondy na málo komplexné sekvencie je potrebných 

48 hodín (Lichter et al. 2006).  

Po skončení hybridizácie musíme odstrániť hybridizačnú zmes a nenaviazané 

alebo slabo naviazané sondy, aby ich svetelný signál neinterferoval so sondami 

naviazanými, ktoré chceme pozorovať. Na ich odstránenie používame stringenčné 

oplachy (stringent washes), ktoré prebiehajú tak, že preparát opakovane vložíme do 

oplachového roztoku. Tento roztok má trochu vyššiu alebo nižšiu stringenciu ako 

hybridizačná zmes, väčšinou sa však nelíši o viac ako 5% (Schwarzacher & Heslop-

Harrison 2000). 

Po ukončení oplachov môžeme miesta hybridizácie sondy detekovať rôznymi 

spôsobmi. Najčastejšie sa používajú fluorescenčné farbivá, ktoré sa excitujú svetlom 

s nižšou vlnovou dĺžkou ako svietia, napr. Texas Red sa excituje zeleným svetlom 

a svieti červeno. Sondy značené fluoroformi (priame značenie) môžeme kombinovať 

s nepriamym značením. Signál priamo značených sond nie je ovplyvnený detekciou 

nepriamo značených sond a detekcia nepriameho značenia nie je ovplyvnená. 

Hybridizované metafázy sa obyčajne značia vhodnými fluorochromami, ktoré sa 

vizualizujú buď zvlášť alebo spolu s in situ hybridizáciou (kontrastné farbenie). Na 

preparát sa aplikuje roztok, ktorý bráni slabnutiu signálu. Dôležitou zložkou je 

glycerol, ktorý stabilizuje fluorescenciu, niekedy sú v ňom pridané ďalšie reaktanty. 

Na samotné zobrazenie môžeme použiť buď fluorescenčný mikroskop 

(fluoroformi značené sondy) alebo elektrónovú mikroskopiu (nepriame značenie sond 

kovmi alebo enzýmami spúšťajúcimi reakciu s farebnými produktami) (Schwarzacher 

& Heslop-Harrison 2000).  

Preparáty po prvej ISH sa môžu znova použiť, môžu sa na ne aplikovať ďalšie 

sondy (reprobing) (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000). 
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Botanické aplikácie 

V tejto kapitole uvedieme zopár zaujímavých príkladov použitia in situ 

hybridizácie z vedeckej praxe. V prvej časti sa zameriame na genetické inžinierstvo 

a akým spôsobom podporuje ISH rozvoj tohto odboru. Schopnosť ISH lokalizovať 

hľadané sekvencie v rámci DNA je totiž pre tento odbor zásadná. V ďalšej časti si 

priblížime niektoré polyploidné druhy a ako sa ISH použila na populačný výskum 

a výskum pôvodu polyploidov. V poslednej aplikácii poukážeme na možnosť použitia 

ISH na štúdium telomér organizmov, ktoré priniesli prekvapivé zistenia o ich 

štruktúre u niektorých druhov. 

Introgresia chromozómov u niektorých tráv  

Prenos chromozómov a častí chromozómov medzi príbuznými druhmi je 

dôležitý nástroj genetickej kontroly požadovaných znakov. Ešte donedávna bol 

potenciál genetického inžnierstva nevyužitý, pretože nebola metóda na presnú 

identifikáciu a charakterizovanie medzidruhových introgresií. Harper et al (2011) 

skúmali trávy Lolium perenne (mätonoh trváci) a Festuca pratensis (kostrava lúčna). 

Vyšľachtili línie s jedným nahradeným chromozómom a študovali ich molekulárnu 

a cytogenetickú charakteristiku. 

Lolium perenne, hlavný zdroj krmiva v miernom pásme, je výhodné pestovať 

z viacerých dôvodov: stráviteľnosti, častému výskytu, rastu na jar a v zime. Nemá 

však genetické predispozície na zvládanie abiotického stresu, ako napr. znášanlivosť 

sucha, odolnosť voči chladu, efektívnosť využívania vody, vývoj koreňovej sústavy 

a vytrvalosť. Takúto genetickú výbavu poľnohospodársky výhodných znakov však 

majú blízko príbuzné druhy, napr. Festuca pratensis, F. glaucescens, F. arundinaea, 

F. maire a F. atlantigena, ktoré sa môžu krížiť s L. perenne a L. multiflorum. 

Dôkazom sú prirodzené krížence v severo-západnej Európe.  

Harper et al. (2011) sa preto rozhodli umelým krížením vytvoriť krížence L. 

perenne × F. pratensis a vybrať z nich také, ktoré majú jeden chromozóm druhu 

Lolium perenne nahradený homeologickým chromozómom Festuca pratensis (13 

chromozómov L. perenne a jeden F. pratensis). Pomocou spätného kríženia 
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vyšľachtili jedincov, ktorí majú rôzne množstvo introdukovaných chromozómov F. 

pratensis. Z nich potom pomocou metódy GISH identifikovali sedem unikátnych línii, 

ktoré obsahovali introgresie práve jedného chromozómu. Izoláciou siedmych 

substitučných línií sa rozčlenila genetická kontrola dôležitých znakov, čo, ako autori 

dúfajú, v budúcnosti umožní izoláciu výhodných génov.  

U každej substitučnej línie uskutočnili na materských bunkách peľu (pollen 

mother cells, PMC) počas meiotickej metafázy I cytologické pozorovania – Feulgen 

a GISH analýzy. Pozorovali meiotické správanie chromozómov.  

 Na preparátoch farbených Feulgenovou reakciou pozorovali univalenty 

a zriedkavo multivalenty. Pomocou GISH sa snažili zistiť, či sú chromozómy druhu 

Festuca v multivalentných formáciách alebo zapríčiňujú poruchu párenia ústiacu do 

univaletných formácií. Multivalenty zahrňujúce chromozómy druhu Festuca boli 

v troch zo siedmych línií, čo naznačuje poruchu v synténii medzi druhmi 

(v normálnom genotype L. perenne neboli pozorované multivalenty), avšak frekvencia 

multivalentov bola veľmi nízka (0.04%). Navyše prítomnosť prstencových bivalentov, 

čo je výsledok rekombinácie ramien chromozómov L. perenne a F. pratensis, indikuje 

relatívne vysokú úroveň zachovania synténie medzi týmito druhmi a dáva vyhliadky 

na úspešnú introgresiu výhodných génov druhu F. pratensis do genómu 

poľnohospodársky významného druhu L. perenne. Sledované substitučné línie 

poskytujú jedinečný zdroj genetickej variability, ktorý sa môže ďalej využiť na 

určenie genetickej kontroly a šľachtiteľsky cenných znakov a následne vyvinutie 

lepšej odrody L. perenne.  

Odhalenie populácií so zmiešanými ploidiami a nonaploidmi 
druhu Spartina  

Rod Spartina vykazuje častú hybridizáciu a zahŕňa klasické príklady 

nedávneho vzniku nových druhov prostredníctvom allopolyploidie. Vo Veľkej 

Británii sú dva hexaploidné druhy pôvodná S. maritima a introdukovaný S. 

alterniflora, ako aj homoploidný hybrid S.×townsendii (2n = 60) a odvodený 

allododekaploid S. anglica (2n = 120, 122, 124). 
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Na charakterizovanie zloženia genómu a zistenie úrovne ploidie na dvoch 

lokalitách blízko South Hamptonu v južnom Anglicku použil Renny-Byfield et al. 

(2010) GISH a prietokovú cytometriu. Pomocou motódy GISH identifikovali u 

nonaploidného jedinca (morfologicky podobný S. anglica) 62 chromozómov S. 

alterniflora a 30 zo S. maritima a u jedinca S. anglica približne po 60 chromozómov 

S. maritima a S. alterniflora. Na lokalite Hythe bola drvivá väčšina (94%) jedincov 

hexaploidných (S.×townsentii) a zvyšné dva (6%) dodekaploidné (S. anglica), zatiaľ 

čo na lokalite Eling Marchwood boli hexaploidy (36% rastlín, S. alterniflora), 

nonaploidy (27%, morfologicky medzi S. alterniflora a S. anglica) a dodekaploidy 

(36%). 

Renny-Byfield et al. (2010) v práci diskutujú o vzniku identifikovaného 

nonaploida, ktorý má dve sady chromozómov od S. alterni a jednu od S. maritima. 

Často sa predpokladá, že polyploidy v prírode vznikajú cez nezredukovanú gamétu. 

Frekvencia výskytu takýchto gamét medzi eukaryotmi je 5%. Nedávno bol objavený 

gén podieľajúci sa na vzniku diploidných gamét u Arabidopsis thaliana (d’Erfurth et 

al. 2008). Mutácia tohto génu zapríčinila vznik 65% diploidných peľových zŕn. 

 Aj dve hypotézy vzniku nonaploida predpokladajú vznik neredukovanej 

gaméty:  

(1) Neredukovaná gaméta S. alterniflora krížená s redukovanou gamétou S. 

maritima 

(2) Neredukovaná gaméta S.×townsedii krížená s redukovanou S. alterniflora 

Tam, kde prebieha kríženie, je nízka genetická variabilita rodičovských 

druhov. Južné Anglicko je hraničným územím rozšírenia S. anglica a populácie tam 

netvoria semená. Rozmnožujú sa vegetatívne. Aj medzi jedincami S. alterniflora, 

ktorá bola introdukovaná z Ameriky, je nízka variabilita kvôli efektu zakladateľa. Na 

základe týchto poznatkov je založená tretia hypotéza vzniku nonaploida krížením 

redukovaných gamét medzi S. anglica a S. alterniflora. Z výsledkov tejto štúdie však 

nevyplýva, ktorá alternatíva sa v evolučnej minulosti rodu naozaj udiala. 

S. anglica je dynamický druh, rastie na slaniskách a odkedy vznikol 

polyploidizáciou S.×townsentii expandoval na slaniská v celej Európe a postupne sa 
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rozšíril na niekoľko kontinentov. V južnej Británii vytláča pôvodnú S. maritima 

pozdĺž celého južného pobrežia Anglicka, ktorej zostalo iba zopár populácií na 

ostrove Hayling blízko Southamptonu a možno na Isle of Wight. Aj výskyt S. 

alterniflora je podľa Charmana (1990) obmedzený len na niekoľko lokalít v okolí 

Southamptonu. Avšak štúdia Renny-Byfield et al. (2010) spochybňuje Charmanove 

tvrdenia a ukazuje, že aj napriek nepriaznivému ekologickému habitatu (slané 

mokrade pri morskom pobreží) na Hythe a viac ako storočnej koexistencii, 

konkurenčne silná S. anglica nevytlačila sterilný homoploidný hybrid S.×townsendii 

ani hexaploida S. alterniflora na Eling Marchwood. 

Renny-Byfield et al. (2010) postupovali pri GISH nasledovne: zhotovili 

cytologické preparáty z embryí semien a končekov koreňov rastlín pestovaných 

v kvetináčoch. Použili metódu squashing. Ako sondy použili genómové DNA značené 

pomocou nick translácie a to S. alterniflora digoxigenínom a S. maritima biotínom. 

Použili nasledujúce protilátky s naviazanými fluorescenčnými farbivami:  

• anti-digoxigenín IgG – vizualizácia sondy S. alterniflora  

• Cy3 naviazaný na streptividín – vizualizácia sondy S. maritima 

a na zviditeľnenie chromozómov použili flurochróm DAPI. 

Preparáty pozorovali epifluorescenčným mikroskopom a spracovali 

v programe Improvision Openlab.  

Pomocou GISH autori okrem zloženia genómu polyploidov tiež zistili, že 

úroveň rekombinácie medzi rodičovskými sadami chromozómov je minimálna alebo 

chýba. Všetky chromozómy niesli signál vždy len jednej farby. 

Kontroverzné teloméry ľaliovitých  

Na koncoch chromozómov sa u mnohých organizmov nachádzajú vysoko 

špecifické tandemové repetície krátkych sekvencií. Táto štruktúra je zachovaná 

u eukaryotických organizmov, hoci sa u rôznych skupín nepatrne líši. U stavovcov je 

táto sekvencia (TTAGGG)n a u rastlín (TTTAGGG)n. Sekvencia telomerickej 

repetície u rastlín bola určená vďaka štúdiu telomér druhu Arabidopsis thaliana 

pomocou klonovacích techník. Pomocou ISH sa zistilo, že táto repetitívna sekvencia 
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je bežná u väčšiny rastlinných druhov. Výnimkou sú niektoré čeľade radu 

Asparagales, napr. Alliaceae, Hyacinthaceae alebo Asphodelaceae. U iných čeľadí 

tohto radu sú naopak repetitívne sekvencie zhodné s väčšinou rastlín. Jedným 

z možných vysvetlení je napr. mutácia v RNA vzore telomerázy alebo v aktívnom 

mieste telomerázy. Na overenie tejto hypotézy skúmali De la Herrán et al. (2005) 

molekulárnu štruktúru telomér šiestich druhov patriacich do radu Aspargales a dvoch 

patriacich do Liliales. Použili metódy Southern blot a FISH. Na detekciu telomér boli 

použité dva oligonukleotidy (TTTAGGG)7 a (TTTAGGG)7 obsahujúce repetície 

zistené v telomérach stavovcov a väčšiny rastlín.  

Výsledky Southern blot, ktoré následne potvrdil aj FISH, sú: 

(1) u oboch ľaliotvarých druhov, Tulipa autralis (Liliaceae) a Merendera montana 

(Colchicaceae) konce chromozómov hybridizovali s oligonukleotidmi 

pripomínajúce telomérové repetície rastlín (TTTAGGG)n aj stavovcov 

(TTAGGG)n.  

(2) štyrom druhom radu Aspargales Phormium tenax (Hemerocallidaceae), 

Muscari comosum (Hyacinthaceae), Narcissus jonquilla (Amaryllidaceae) 

a Allium sativum (Alliaceae) chýbajú obe telomérové repetície – rastlinné aj od 

stavovcov.  

(3) dva ďalšie druhy radu Aspargales: Aloe vera (Asphodelaceae) a kríženec Iris 

(Iridaceae) hybridizovali s telomérovými repetíciami stavovcov, nie však 

rastlín.  

Často sa predpokladá, že telomérové repetície sú zachované u celého kmeňa 

alebo dokonca ríše. Preto je prekvapivé, že v jednom rade – Aspargales – sú tri 

skupiny druhov s rôznymi telomérami:  

• Iris, Aloe – telomérová repetícia stavovcov hybridizovala s DNA na koncoch, 

u Iris aj vnútri ramien chromozómov 

• Muscari, Phormium, Narcissus, Allium  – telomérové repetície stavovcov ani 

rastlín nehybridizovali 

• Ornithogalum, Scilla – majú štandardné telomérové repetície rastlín 
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Zloženie teloméry chromozómov u Aloe a Iris dokazuje, že u niektorých 

druhov radu Asparagales bola telomérová repetícia typická pre rastliny nahradená 

typickou pre stavovce. Možným vysvetlením je už zmienená mutácia v aktívnom 

mieste telomerázy, čo podporuje aj fakt, že aktívne miesta telomeráz sa u rastlín 

rýchlo vyvíjajú. Existujú aj ine eukaryotické organizmy, ktoré majú neštandardné 

telomérové sekvencie odlišné od sekvencií TxGy alebo TxAGy. Prečo je však práve 

u radu Asparagales také široké spektrum telomérových sekvencií je predmetom pre 

ďalšie štúdie. 
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Využitie ISH pri skúmaní evolúcie Vicia cracca 
agg. 

Rod Vicia je rozšírený v miernom pásme severnej pologule a v trópoch Južnej 

Ameriky. Najvyššia druhová diverzita je v stredomorí a na Kaukaze, ale centrum 

pôvodného rozšírenia je stále neznáme (El-Shanshoury & Soliman 1996). Tento rod 

sa pred 35 rokmi pokúsila taxonomicky rozčleniť Kupichová (1976). Rozdelila ho na 

dva podrody Vicia L. a Vicilla (Schur) Rouy. Do podrodu Vicia zaradila druhy 

s nektáriami na spodnej strane palistov, väčšinou jednokvetými súkvetiami vždy 

kratšími ako protiľahlý list a do podrodu Vicilla druhy bez nektárií, s viackvetými 

súkvetiami rovnako dlhými alebo presahujúcimi protiľahlý list. Podrod Vicia s 32 

druhmi rozdelila na 5 sekcií a podrod Vicilla so 101 druhmi na 17 sekcií. Podľa jej 

konceptu je podrod Vicilla špecializovanejší (El-Shanshoury & Soliman 1996). Tento 

koncept sa až na malé zmeny, ktoré navrhol Jaaska (2005), zachoval dodnes. Dnes sa 

pre Kupichovej podrod Vicilla používa názov Cracca. Tento podrod zahŕňa tri 

štvrtiny celkovej variability rodu. Rozšírenie podrodu Cracca je skoro zhodné 

s rozšírením rodu (Eliášová 2008). Druhovo najpočetnejšou sekciou podrodu je sekcia 

Cracca. Do tejto sekcie sa radí aj agrerát Vicia cracca agg., ktorý bude predmetom 

výskumu mojej diplomovej práce. Agregát zahŕňa 5 druhov: diploidné V. incana (2n = 

12) a V. dalmatica (2n = 12), tetraploidné V. tenuifolia (2n = 24) a V. oreophila (2n = 

28) a druh Vicia cracca s. str., ktorý sa vyskytuje v troch cytotypoch: diploidnom  (2n 

= 14), triploidnom (2n = 21) a tetraploidnom (2n = 28). Všetky druhy agregátu sú 

trvalky. V. cracca a V. incana sú plazivé, zvyšné dva druhy nie. V. cracca je pôvodná 

v celej Eurázii, ale jej súčasné rozšírenie je oveľa rozsiahlejšie. Bola introdukovaná do 

Severnej Ameriky, Austrálie a na Nový Zéland. V. tenuifolia sa vyskytuje v Eurázii, 

južnejšie ako V. cracca. V. incana je rozšírená v stredozemnom pásme, západnej 

a strednej Európe, v Litve a na Ukrajine. Oblasti výskytu V. dalmatica sú Nemecko, 

západná, juhovýchodná a južná Európa, Ukrajina a juhozápadná a južná Ázia. V. 

orephila sa lokálne vyskytuje v pohoriach strednej Európy (Eliášová 2008). 

Trávniček et al. (2010) skúmali rozšírenie cytotypov Vicia cracca s. str. 

v Českej republike, v Nemecku, Rakúsku a na Slovensku. Vo voľnej prírode môžeme 

najčastejšie nájsť tetraploidy a diploidy. Tetraploidy dominujú v západnej časti 
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skúmaného územia a diploidy vo východnej. Hraničné územie týchto cytotypov, na 

ktorom sa nachádzalo 7% populácií, leží na hraniciach Českej a Slovenskej republiky. 

Za posledných 40 rokov sa rozšírenie cytotypov druhu výrazne nezmenilo. Jedinou 

zaznamenanou zmenou je vyhynutie diploidov v južných Čechách, ktoré môže mať 

dve príčiny: 

(1) Keďže sa V. cracca vyskytuje skoro výlučne na lokalitách obhospodarovaných 

človekom, mohli vyhynutie spôsobiť zmeny v obhospodarovaní.  

(2) Diploidy mohli vyhynúť následkom selekcie závislej na frekvencii cytotypu 

(tzv. minority cytotype exclusion, Trávniček et al. 2010).  

Triploidné jedince druhu Vicia cracca sú veľmi vzácne, Eliášová (2008) našla len 8 

vo vzorke 6613 skúmaných jedincov zo 4 krajín. Aby tento fenomén vysvetlila, 

pokúšala sa páriť diploida s tetraploidom, nevznikli však žiadne triploidné semená. To 

znamená, že kríženiu medzi cytotypmi zabraňujú silné prezygotické alebo 

postzygotické bariéry. Príkladom takýchto bariér je preferencia rozdielnych habitatov, 

rôzna doba kvitnutia, prezygotická selekcia alebo selekcia proti hybridom medzi 

ploidiami. 

Eliášová (2008) sa na základe alozýmových (alelické formy rovnakého 

enzýmu kódované na rovnakom lokuse) dát prikláňa k autopolyploidnému pôvodu 

tetraploidného cytotypu Vicia cracca. Diploidy aj tetraploidy Vicia cracca majú 

rovnakú veľkosť haploidnej sady chromozómov. Tento fakt tiež podporuje 

autopolyploidný pôvod tetraploidov (Trávniček et al. 2010). Na to, aby sa táto 

hypotéza definitívne potvrdila sú však potrebné ďalšie štúdie. Metóda, ktorá by určite 

prispela k pochopeniu vzniku tohto tetraploida, je GISH. Táto metóda sa už 

mnohokrát osvedčila pri určovaní pôvodu polyploidov (napr. Mahelka et al. 2011, Liu 

& Gu 2011, Renny-Byfield et al. 2010). Najbližší príbuzný skúmaný podobnou 

metódou (FISH) je tetraploid Vicia amoena var. amoena. Štúdia potvrdila, že diploid 

V. amoena var. serica je blízky príbuzný a veľmi pravdepodobne predok tohto 

tetraploida (Li et al. 2001).  

Pri skúmaní evolučných predkov tetraploidnej Vicia cracca chceme použiť ako 

cieľový materiál DNA z končekov koreňov tejto rastliny a ako sondu úplnú genómovú 

DNA potencionálneho predka, v tomto prípade diploidnej Vicia cracca. Podľa toho na 
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akú časť genómu tetraploida sa sonda naviaže, budeme môcť určiť, či je diploidná 

Vicia cracca jediným predkom alebo jedným z viacerých predkov tetraploida a teda či 

je autopolyploid alebo allopolyploid. A ak je allopolyploid, budeme musieť odhadnúť 

ďalších potenciálnych predkov a túto hypotézu potom pomocou hybridizácie overiť. 

Ďalší tetraploid z agregátu, ktorý bude predmetom výskumu v rámci naväzujúcej 

diplomovej práce je V. tenuifolia. Odhaduje sa, že vznikla polyploidizáciou V. 

dalmatica alebo V. incana, najpravdepodobnejšie však je, že sa na vzniku podieľali 

oba tieto taxóny a V. tenuifolia je allopolyploid (Rousi 1961). Aby sme zistili, ktorá 

teória je pravdivá, opäť použijeme GISH. Predpokladá sa, že V. dalmatica a V. incana 

vznikli centrickou fúziou dvoch párov chromozómov V. cracca s. str. (Rousi 1961). 

Na overenie tejto hypotézy a prípadne určenie konkrétnych chromozómov, ktoré 

sfúzovali použijeme metódu FISH. Veríme, že výsledky nášho výskumu, na ktorý je 

táto práca prípravou, prispejú k odhaleniu evolučnej histórie agregátu Vicia cracca 

agg.  
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Záver 

Vicia cracca agg. je predmetom početných výskumov už viac ako 50 rokov. 

Používané metódy však neumožnili s istotou a dostatočne podrobne popísať evolúciu 

tejto taxonomickej skupiny. In situ hybridizácia, relatívne mladá ale hlavne inovatívna 

metóda, môže k rozlúšteniu príbuzenských vzťahov v agregáte výrazne prispieť. Len 

nedávno sa naskytla možnosť využívania tejto metódy v Botanickom ústave AV ČR 

a túto možnosť chceme pri výskume v rámci nadväzujúcej diplomovej práce využiť 

a prispieť tak k výskumu tohto zaujímavého taxónu, ktorý je zatiaľ v mnohom 

neprebádaný. 
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Príloha A: Protokoly k ISH 

Príprava sondy 

(1) Zober 1 µg DNA a pridaj do 16 µl redestilovanej vody 

(2) Pridaj 4 µl DIG-Nick (Biotin-Nick) Translačnej zmesi (Roche, USA) 

a centrifuguj 

(3) Inkubuj 90 min pri tep. 15°C 

(4) Zastav reakciu pridaním 1 µl 0,5 M EDTA (pH 8,0) a zahriatím na 10 min na 

65°C 

(5) Zlej do 1-2 skúmaviek 

(6) Pridaj 1/10 z objemu vzorky 3 M octanu sodného (pH 5,2), zamiešaj 

(7) Pridaj 2 objemy (vzorky DNA) čistého alkoholu 

(8) Vyzrážaj pri teplote -70 alebo -80°C polhodinu alebo dlhšie 

(9) Toč 30 min pri teplote -4°C rýchlosťou 14.000 rpm 

(10) Vylej supernatant, (opatrne!!!) odstráň zvyšky pipetou 

(11) Premy 70% etanolom, nechaj odstáť 5-10 min, chvíľu toč pri 14.000 rpm 

(12) Vylej supernatant, odstráň zvyšky, suš vo vákuu 5-10 min 

(13) Rozpusť DNA v TE, okolo 1/3 počiatočného objemu označovacej reakcie  

Pripravená sonda sa môže skladovať pri teplote -20°C dlhšiu dobu. 

Príprava chromozómových roztlakov 

Zber + fixácia 

(1) Odober končeky mladých koreňov (ráno/doobeda medzi 11:00 – 13:00) a daj 

na 27 – 40 hod do ľadovej vody 

(2) Fixuj v 3:1 (96% etanol: kys. octová) 7 dní pri teplote 37°C 

a. Pre okamžité použitie farbi 2 hod v 1% acetokarmíne a roztlač 

(squashing) 

b. Na dlhšie uschovanie zamraz pri -20°C 

c. (Po uschovaní) farbi v acetokarmíne 2 hod, (pre ďalšie uschovanie znovu 

fixuj v 3:1 a zamraz) 
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Squashing (roztlačenie) 

(1) Podložné sklíčko uložené najmenej dva dni v etanole dôkladne vylešti 

(2) Odstráň koreňovú čiapočku, odrež asi ½ mm meristému a roztlč v kvapke 

45%-nej kyseliny octovej pokiaľ nie sú viditeľné žiadne zvyšky pletiva 

(3) Jemne zohrej a stlač 

(4) Zamraz v mrazničke pri teplote -80°C alebo na suchom ľade 

(5) Odstráň krycie sklíčko a ihneď vlož do 45%-nej kyseliny octovej, nechaj pár 

sekúnd pri izbovej teplote 

(6) Prelož na 3 min do 45%-nej kyseliny octovej s teplotou 50°C 

(7) Vyber a nechaj voľne usušiť 

Preparáty sú v tomto štádiu pripravené  na okamžité použitie alebo sa môžu niekoľko 

dní skladovať v chladničke alebo dokonca pri izbovej teplote. Na dlhšie uschovanie 

zamraz pri -20°C v krabici na mikroskopické sklá. 

Hybridizácia 

Priprav 1 ml: hybridizačného roztoku I (stringencia 77%), bez DNA 

• Formamide (deionizovaný, bez nukleáz a proteináz) 500 µl 

• redestilovaná voda 200 µl 

• 50% dextran zásobný roztok 50% (= 20 g na 40 ml roztoku/vody) 200 µl 

• 20x SSC 100 µl 

  hybridizačného roztoku II (stringencia 87%), bez DNA 

• Formamide (deionizovaný, bez nukleáz a proteináz) 500 µl 

• redestilovaná voda 275 µl 

• 50% dextran zásobný roztok 50% (= 20 g na 40 ml roztoku/vody) 200 µl 

• 20x SSC 25 µl 
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  hybridizačného roztoku III (stringencia 98%), bez DNA 

• Formamide (deionizovaný, bez nukleáz a proteináz) 500 µl 

• redestilovaná voda 295 µl 

• 50% dextran zásobný roztok 50% (= 20 g na 40 ml roztoku/vody) 200 µl 

• 20x SSC 5 µl 

Priprav veľké množstvo týchto hybridizačných roztokov a skladuj zmrazené pri 

-20 °C. Podľa potreby buď pridaj DNA alebo priprav úplnú hybridizačnú zmes s DNA 

a niekoľko mesiacov môžeš skladovať zmrazené. 

Priprav  20 µl* hybridizačnej zmesi: 

• hybridizačný roztok     16 µl 

• DNA sonda I      1 µl 

• DNA sonda II      1 µl 

• Redestilovaná voda     2 µl 

*Dostatočné množstvo pre preparát prekrytý krycím sklíčkom 22 × 40 mm 
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FISH 

Prvý deň: 

• Nastav inkubátor na 37 °C 

• Nastav termocycler na 80 °C 

 

(1) Na preparát napipetuj 20 µl hybridizačnej zmesi  

(2) Prekry krycím sklíčkom 22 × 40 mm 

(3) Sklá zahrievaj na 80 °C počas 2 min 30 s (denaturácia) 

(4) Rýchlo prenes do vlhkej komôrky (SM 30, Boekel Scientific, USA) 

(5) Inkubuj cez noc pri 37 °C (max 16 h) – in situ hybridizácia 

Druhý deň: 

Po hybridizácii: 

(1) Zmy krycie sklíčko destilovanou vodou (striekačkou) 

(2) Ponor na 10 min do 2x SSC (aby sa odstránil dextran) 

(3) Premy destilovanou vodou a usuš  

(4) Na každé sklíčko daj 30 µl detekčného roztoku , ktorý obsahuje1,5 µl anti-DIG 

FITC (1:200; 200 µg/ml, Roche, USA) a 3 µl Cy3-Streptavidínu (1:100; 1 

µg/ml, Sigma Aldrich, USA) v 1x blokujúcom reaktante (Vector Laboratories, 

USA) 

(5) Prikry krycím sklíčkom 

(6) Inkubuj 1-2 hodiny pri 37 °C 

(7) Zmy krycie sklíčko, premy vodou, usuš, pridaj 12 µl uzatváracieho média 

Vectashield (Vector Laboratories, USA) 

 


