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Abstrakt

Tato praca sa zaobera metodousitu hybridizacie, jej prinosmi v modernej
cytogenetike a jej vyuzitia v ramci vyskumu evoli¥icia craccaagg. V prvejcasti
praca popisuje samotni metddu ajej typy, defirupymentva zéakladné pojmy
metody, detailne priblizuje postupy pripravy a pebu pokusov a vysv&tje sposob
vyhodnocovania a interpretacie vysledkov. V naglgckj ¢asti sa praca zameriava na
niektoré konkrétne priklady vyuzitim ISH v praxiopgtsuje, ako bola ISH pouZzita na
rozpoznanie introgresnych linii krizencov aich dplosti, vyskum populécii so
zmieSanymi ploidiami a evainého vzniku nonaploida a vyskum repetitivnych
sekvencii v telomérachaliovitych. V d’alSej casti praca popisuj¥icia craccaagg.

z hradiska morfologického, ale hlavne systematickéhaavere je navrhnuté, akym
spbsobom je mozné vyuwZzigendmovu in situ hybridizaciu na odhalenie predkov
tetraploidaV. craccaa priebehu evollcie v ramci agregatu.

KTracové slova¥Vicia craccaagg., in situ hybridizacia, GISH, polyploid

Abstract

The main focus of this thesisiis situ hybridization method and its impacts in
modern cytology. The first chapter of the thesiscibes the method itself and its
types, defines and enumerates fundamental terie ahethod, describes the steps of
preparation and actual experiments in detail anulagxs the process of evaluation
and interpretation of results. Following chaptesaties several cases studies on
plants performed using ISH. It describes use of t8Hecognize introgression lines
among hybrids and to determine their fertility,stnidy polyploids and evolution of
the nonaploids and to study repetitive sequencedomeres of lily plants. In the next
chapter the thesis describ&4cia cracca agg. from morphological but mainly
systematical point of view. The thesis is concludad suggestion of possible
utilization of genomicin situ hybridisation in order to reveal the pregenitofs o

tetraploidV. craccaand the evolution within the aggregate.

Key words:Vicia craccaagg., in situ hybridization, GISH, polyploid
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Uvod

V poslednej dobe sa v cytogenetikel’me rozSirilo pouzitie metdédyn situ
hybridizacie (ISH). Tato revotmda metéda ma Siroké uplatnenie v medicine,
v pao’nohospodarstve, evalnej biologii a vdalSich disciplinach. V medicine sa
pouziva napriklad pri diagnostike inf@kich chordb a skdmani nadorov.
V pol'nohospodéarstve poméha lokalizé\gény s vyhodnymi znakmi a tym radikélne
urahtuje achtenie lepSich odréd vyznamnychl'pmahospodarskych plodin (napr.
odolnejSich alebo s lepSim vynosom). V praci seokiného podrobnejSie priblizime

niektoré konkrétne vyuzitia.

ISH je zlozita, ale oto zaujimavejSia cytogenetiaketdda, ktora zaa
farebné ozngEenie zndmeho Useku nukleovej kyseliny (DNA alebo ARNjej
naviazanie na skimanu nukleovu kyselinu a nasledaérovanie farebného signalu.
PopiSeme ju J@ni podrobne vratane prebiehajucich mechanizmovbarédrnych

postupov.

Vyhody ISH oproti klasickej cytogenetike stasova nenatmod’, rddovo
vysSSia citlivog a &Einnog’ hybridizacie a detekcie. Je sice trochu t@degsia na
zrealizovanie a financovanie, ale odkedy séalzgpouziva neradioaktivne postupy,
metdda sa rychlo rozSirila dod&ny vyznamnych vedeckych institucii. Vyhoda ISH
oproti PCR (polymerase chain reaction), ktord sazp@ napriklad na diagnostiku
nadorov, je moznadetekcie viékych usekov nukleovej kyseliny. ISH sa da pdwai
na karyotypovanie (skimanie ¢to a vzifadu chromozémov v jadre eukaryotickej

bunky) malych chromozémov, u ktorych sa nedaju poiadne iné techniky.

Chceme navrhni pouZzitie tejto metdédy pri skimani evollucie polygy
agregatwicia cracca Ako neskor ukazeme aj na priklade z praxe, ISH®&iva na
zistovanie Struktiry gendmu polyploida, konkrétnékama réznych predkov a aka
¢as’ gendmu od ktorého z nich.



In situ hybridizacia

In situ hybridizacia (ISH) je zakladna metdda modernej oldgie
a molekularnej bioldgie. Ma Siroké vyuzitie napr.genetike, evolinej bioldgii,
génovom inZinierstve, ¢i medicine. ISH je hybridizacia ozteného
komplementarneho DNA alebo RNA vlakna (sondy) naAD&lebo RNA (n situ)
skumaného pletiva/tkaniva (¢@vu DNA/RNA) na mikroskopickom skiku.

ISH bola prvy krat popisana v roku 1969. Ako sohdk pouzita radioaktivna
ribozomalna RNA a ci®mva DNA bola z oocytov Zabyenopus laevi§Gall & Pardue
1969). Tato metdda je tmi citliva, ale trva niektko tyzdiov, kym sa radioaktivny
signél prejavi (Schwarzacher & Heslop-Harrison 200Cig’om Stadie bolo
pochopenie ISH ako takej a optimalizacia pouZzitfethnik (Gall & Pardue 1969).
ISH bola na rastlinny material prvy krat pouzit&g36 rokmi. Timmis et al. (1975)
vtedy pomocou cRNA (komplementarna RNA) sondy s/igp koncom lokalizovali
usek repetitivnej DNA druh8cilla sibirica(Darby & Hewitson 2006).

Fluorescetinu in situ hybridizaciu (FISH), ktora sa pévodne pouZivala na
chromozomy cicavcov, prvy krat pouzili na rastlincBromozémy v roku 1989
Schwarzacher et al. (1989) a Yamoto & Mukai (198@5kor sa jej aplikacia rozSirila
na extendované vlakna jadrovej DNA (Frasz et 86)% chloroplastovi DNA (fiber
FISH, Lilly et al. 2001).

Z hradiska povahy sondy a skumanej loiej] sekvencie sain situ
hybridizatné techniky delia:

- DNA:DNA ISH — sonda aj civa sekvencia je DNA. PouZiva sa na
mapovanie konkrétnych sekvencii na chromozéme, dentifikaciu
a charakterizovanie chromozémov alebo icasti ana vyfadavanie
nedavnych aj evoline historickych zmien v genome (Schwarzacher &
Heslop-Harrison 2000)

« RNA:DNA ISH - sonda RNA a clevéa sekvencia hybridizacie DNA



« RNA:RNA ISH — sonda aj cleva sekvencia je RNA, skimaju sau vzory
génovej expresie (Schwarzacher & Heslop-HarrisobOR&o sa vyuZziva vo

vyvojovej bioldgii, funknej genomike a neurobioldgii (Liet al. 2010).

V stasnej dobe sa vyuZivad&ie mnozstvo ISH metdd, medzi najznamejSie

patria nasledujuce metédy:

+ FISH = fluorescetnd ISH — DNA:DNA ISH, pri ktorej su sondy zfené
fluorescednymi farbivami, méa vyhody v rozliSeni, kontrasteychlosti
a bezpénosti a najma obrovskd vyhodu pri pozorovani vigcercig’ovych
sekvencii pri jednom pokuse (Schwarzacher & Heslapison 2000).
Pouziva sa napr. pri skimani inzercii plastidovegitachondrialnej DNA do
jadra (Roarket al. 2010), diverzity karyotypov pribuznych druhov (Atbet
al. 2010).

e GISH = gendbmova ISH — ako sonda sa pouZzije Upln& @BNomu, pouziva
sa na ufenie evoldnych predkov polyploidov (Renny-Byfieldt al. 2010)

a hybridov (Tuet al. 2009; Tanget al. 2010) a pri skimani introgresie (Harper
et al.2011).

e CGH (comparative genomic hybridization) = porovr@sa gendémova
hybridizacia — pouziva sa na detekciu zmnoZeniboakiraty usekov DNA
nejakej bunky {asto sa pomocou nej skimaju rakovinotvorné bunky)

e CISS (chromosomain situ supression hybridization) = ISH, pri ktorej sa
okrem sond pouZziva aj neozead gendmova DNA, ktord sa naviaze na
repetitivne Useky clevej nukleovej kyseliny. Blokovacia DNA zalige
prekrytiu  signalu sond pre jediée® sekvencie (di niZSie)
signélom z repetitivnych sekvencii (Lichter et24106).

« PRINS (primer extensiom situ hybridization) — in situ hybridizacia vhodn&
na detekciu kratkych uUsekov. Jej zakladom je pradinie sondy, ktora
zarove sluzi ako primer pre DNA polymerazu. DNA skimanéhmohu sluzi
ako templat pre novo syntetizovanytaeec, do ktorého DNA polymeraza
zaral’'uje zn&ené nukleotidy (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000



Sonda

Sonda je Ricovou s@ag’ou in situ hybridizacie. Je to usek DNA alebo RNA
ozn&eny, aby sa dalo detekaveiesto jeho hybridizacie na t@/i DNA/RNA. Na
ISH sa pouzivaju rézne typy sond, vratane kompleéameaj DNA (cDNA), cRNA
a umelych oligonukleotidov (Jin & Lloyd 1997). NagtejSie sa pouZivaju klonované
DNA sekvencie, ale bezne sa pouZzivaju aj Uplna mend DNA, ¢i produkty PCR.

Pod’a toho, akitag’ genomu zviditiuju, delime DNA sondy na:

« Sondy Specifické pre jediteé sekvencie/gény/lokusy

« Sondy pre repetitivne sekvencie a zhluky génov

« Satelitné — su to sondy napr. pre centromerickéoaielomerické oblasti
« Marovacie — viaZzu sa na jeden chromozom alebo ¢akbd

« Celogenémové

Z nich prvé Styri druhy spadaju pod FISH a poslegrog GISH. Potha
charakteru nukleovej kyseliny delime sondy na:

« Sondy z dvojvlaknovej cDNA — klonovany DNA plazmish rozstiepi
pomocou restrignych enzymov. Optiméalnalika isekov DNA sondy je 200-
500 bp. Takéto sondy by sa pred hybridizaciou maliaturové pri vysokej
teplote. NajastejSie sa pouzivaju prave cDNA sondycema nick translaciou
alebo metddou zrkania pomocou nahodnych primerov (Jin & Lloyd 1997).

« Jednovlaknovd DNA (ssDNA) sonda — sonda sa pripeavyoomocou
asymetrickej PCR, pri ktorej sa na rozdiel od #adj PCR pouziva iba jeden
primer a namnoZzi sa iba jedno vidkno DNA (Broeksal. 1993).

« CcRNA sondy (ribosondy) — pripravuju sa transkripgipricom ako vzor slizia
sekvencie cDNA. cDNA sa vilozi do transkmgho vektoru. Insert je
ohranteny 2 miestami (napr. T7 a Sp6) pre naviazanie RKmerazy. To
dovd’uje nasyntetizoua sense aj antisense vldkno. OSetrenim preparatu po
hybridizacii cRNA sondy ribonukleazou A (RNazou Aga redukuje
neSpecificky signal z pozadia, & enzym rozlozi iba jednovlaknovi RNA.
cRNA sondy su citlivejSie a menej stabilné, ale @i vySSiu Specificitu
reakcie a su vhodné pre detekciu low-copy génoggniovej expresii (Jin &
Lloyd 1997).



« Oligonukleotidové sondy — su to jednovlaknové DNAlekuly v rozpati 20-
50 béz. Generuju sa automatickym DNA syntetizér@tigosondy 'ahSie
prenikaji do buniek adaka tomu maju vyborny signdl. Ich priprava je
jednoducha alacna. Otajne sa zn@a koncovym zné&nim (Jin & Lloyd
1997).

Znacéenia sond

Nukleotidy DNA alebo RNA sondy sa musia pred IShag’ tak, aby sa ich
lok&cia dala detekovgpo hybridizacii s cibovou DNA. Vhodné zngenie (labelling)
musi ma& chemickl Struktiru, ktord sa v biwom preparate bezne nenachadza, musi
pren existova citlivA rozpoznavacia metdéda, ktora umozni rozpdzaj par
ozn&enych skupin a mozZntsnaviazania zngnia na DNA alebo RNA sondy

(Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000). Z tohtadiska delime ziania na:

(1) Radioaktivne zn&nie pomocou radioaktivnych prvkov nap, *°s,*2, 3%p,
ktoré sa detekuje réntgenovym Ziarenim alebo adiamaou emulziou (dnes
sa uz radiaktivne metddy pouZzivaju iba na RNA spndy

(2) Neradioaktivne zngnie napr. fluoresceinom, biotinom, digoxigeninom aleb
alkalickou fosfatazou, ktoré sa detekuju pomocoustoechemickych

a imunochemickych metod (Jin & Lloyd 1997).

Réadioaktivne zngenie sa dnes uZz takmer nepouziva, pretoze je zdravi
Skodlivé a zthavé. Pri neradioaktivnom zfeni mdze by sonda bd’ priamo znaena
fluorochromom (iba fluorescéné zng&enie) alebo nepriamo cez haptény
(digoxigenin, biotin) a k nim sa viaZzuce protilatkya tieto protilatky mézu by
naviazané fluorofory (nepriame fluores¢eé@ znaenie), enzymy (ktoré katalyzuju

reakciu s farebnym produktom) alebo kovy (zlatdeze).

Mnoho z prvych neradioaktivnych ISH protokolov viwglo nepriame
ozn&enie sondy pomocou prirodzene sa vyskytujucej mijekiotin (vitamin H)
a na detekciu miesta hybridizacie jeho vysoku afikiavidinu (Langeet al. 1981).
Dnes sa pouziva mnoho réznych &a ana detekciu sa vyuZivaju hlavne
antihapténové protilatky. Ako neradioaktivne nemeéazngenie sa okrem biotinu

pouZzivaju aj digoxigenin (steroid z naprstnikegitalis purpureg a fluorescein.
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Fluorescein, ktory sa pouZziva aj na priame:eng (vd’ nizSie), je vynikajuci haptén

s dobrou 3pecificitou a vysokou afinitou k svojinrofdatkam. Tieto molekuly
naviazané na nukleotidoch su kotma dostupné a do Struktiry DNA sondy sa
zabudovavaju r6znymi sposobmi #Zeaia. Na detekciu miest hybridizacie sondy sa
vyuziva avidin (v pripade ztenia biotinom) alebo antihapténové protilatky
(v pripade zn&nia digoxigeninom, biotinom a fluoresceinom), taé je naviazané
fluorescekné farbivo alebo enzym, ktory reaguje s chromogdnrsgbstratom za
vzniku farebného produktu (Schwarzacher & Heslopridan 2000).

V porovnani s nepriamymi neradioaktivnymi Zemaiami je pouZzitie priamych
(fluoroforovych) znaeni rychlejSie ajednoduchSie c¢asto ukazuji menej
neSpecifického signalu z pozadia (Schwarzacher &sldfpeHarrison 2000).
Nevyhodou je ich obmedzena citlitoa Ze neumaiuji zosilnenie signaluDalSou
nevyhodou je, Ze sa nimi neda ozmet’ gendmova DNA ato je dbévod, gre

musime v rdmci vyskum\. craccaagg. poui nepriame neradioaktivne ztemie.

Ked’ sa sondami zré viac cid'ovych Usekov, na kazdu sondu sa naviazu
r6zne zndiace latky a lokalizuju sa gasne pomocou réznych fluoreséeych farbiv
(Lichter 1997). V&mi ¢asto sa pri fluorescénej DNA ISH detekuju 2 sondy, jedna
znaenacervenym a druhd zelenym fluoreséeym farbivom (chromozomy modrym
kontrastnym farbivom) (napr. Wolny & Hasterok 2009akéto znéenie je vhodné
pri skimani repetitivnych sekvencii alebo pri metdmdovania chromozémov
(chromosome painting) (Schwarzacher & Heslop-Harri2000). Pokusy s tromi az
Styrmi réznymi sondami su namejSie, ale poskytnu viac informacii. Realizuju sa
bud pridanim modrej a dlhovinnegervenej alebo pomocou intermediatnych

fluorochrémov (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000)

Obyajne sa nezavisle na sondach farbi cela DNA, aba baditelna
morfolégia chromozémov. Né&gstejSie sa pouziva DAPI (4',6-diamidino-2-
fenylindol), ktoré svieti na modro pri exciticii U¥larenim. M& dve \&é vyhody:
(1) vizualizuje tvar chromozémowim napomaha ich identifikacii a (2)daka
odlidnej vinovej d¢ke neinterferuje so signalom sond. Vynime sa pouZiva
propidiumjodid, ktory vSak emituje svetlo v Sirokospekire a preto interferuje so

slabym signalom hybridizacie. Pri kolorimetrickychmetédach sa pouzivaju
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Standardné nefluoresaare farbiva, napr. Giemsa (Schwarzacher & Heslopibtan

2000).

Metddy znatenia

Pri zna&eni sondy sa do nukleovej kyselinglenia oznaené nukleotidy.

Pouzivaju sa rézne metddy: nick translacia,cenge ndhodnych primerov (random

primer labeling), zmnoZzenie a zr@mie pomocou PCR, koncové Zeaie, translacia

in vitro (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000).

Nick translacia — je bezna a efektivna pre gen@mbBWA alebo véke
klonované uUseky DNA. Na nick translaciu su potrebtéa enzymy:
deoxyribonukleaza | (DNaza l; ¥inou sa ziskava od cicavcov) a DNA
polymeradza | z baktéri€escherichia coli DNaza | nahodne hydrolyzuje
dvojzavitnicu a vytvara zlomy (nicks) v obochaecoch dvojzavitnice DNA
(prilis malo ‘nick’ méze vies k neefektivnosti zrigenia a sondy su prilis dlhé;
naopak prilis vEa ‘nick' vedie ktomu, Ze sondy su prili§ kratk&NA
polymeraza | ma tri funkcie:

0 exonukleazovu — ki odstraiuje jednotlivé baze z ‘nick'-u v smere

od 5’ k 3’ koncu
0 polymeriz&nu — kel’ pridava zn&né nukleotidy k 3’ koncu nicku,
ako templat slizi druhé vliakno dvojzavitnice DNA

0 korektorskd — kontroluje spravrnopolymerizacie od 3’ k 5’ koncu.
Vhodné enzymové zmesi vyprodukuji dostaw® ozndené sondy itky 200
az 300 bp za 60 — 90 min (Schwarzacher & Heslopistar 2000).
Random primer labeling — je vhodnejSia pre mengiezsatva a kratSie useky
DNA ako nick translacia. Jednovldknovd DNA sa nahin@omocou
Klenowovho Useku DNA polymerazy | (ziskanej E. col) v zmesi
s ndhodnymi primerami (obgne hexonukleotidov, pritomné su vSetky
mozné varianty). Na novovznikajlci tezec sU pripajané zfené aj
nezn&ené nukleotidy (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000
PCR zné&enie —¢asto pouzivana metdéda namnoZenia a riazma DNA sond.
Vyuziva mnoho cyklov denaturacie, nasadnutia primarmreplikacie DNA
v pritomnosti termostabilndjaqg DNA polymerazy (Schwarzacher & Heslop-
Harrison 2000).
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Priprava ciePového materialu

Vhodnou metddou pripravy pletiva skatei pristup pri hybridizacii, zaisti sa
dobra morfolégia vzorky a dievé molekuly budd v optimalnom Stadiu {giou
metafaze bunkového delenia). DNA:DNA ISH sacaajejSie realizuje pomocou
chromozoémovych roztlakov — jadra a chromozomy salmia z buniek roztk&enim
na podloznom skiku. Pomocou tejto metddy sa chromozomy oddeliazatonu
a zarové sa zachova ich morfologia, takze sa daju pozaroseetelnym aj
fluoresceddinym mikroskopom (Schwarzacher & Heslop-Harrison @00Aby bol
vysledok ISH kvalitny, je déleZité&isté skltko. Pred pouZzitim sa potrebné mnozZstvo
podloznych sklfok ponori na minimalne 2 dni do etanolu a nasleghesti.

(1) Roztlaenie rastlinnych chromozémov

Pouziva sa akéKeek rastlinné tkanivo obsahujuce deliace sa bunky,
nagastejSie meristétm mladych kéoy. Podiel buniek, ktoré sa nachadzaju
v metafaze sa u ktoréhdkaek meristému da zvySipouzitim Fadovej vody alebo
latkami inhibujacimi deliace vretienko (napr. koicim). Na pripravu mitotickych

chromozomovych preparatov z rastlinnych meristésspouzivaju dve metody:

a) Squashing — z tejto metddy su Zajne kvalitnejSie metafazové roztery
a mo6ze by jedinym spbsobom ako roztid vel’ké chromozomy, napr.
pSenice. Ma vSak nevyhodu, Zze chromozomy sa mogkrit’. Ide
o klasicki metodu pripravy chromozémovych prepardatiztiaienim
meristematického pletiva pomocou krycieho &tdi

b) Dropping — pouZiva sa pri lokalizacii kratkych Uselalebo low-copy
génov. Material sa vlozi do zmesi enzymov, ktoréusia bunkovu
stenu. Suspeniza buniek sa na podlozn&lgklhakvapkava z vySky

5 cm (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000).

KedZe bunkova stena obsahuje Zivice a taniny, zamedzenpetracii sondy
a zaprtinuje vea signalu v pozadi. Preto sa po fixacii z rastlimmématerialu
pomocou enzymov odstmaje bunkova stena (Schwarzacher & Heslop-Harrison
2000).

13



(2) Kontrola preparéatu

Z pripravenych preparatov sa na samotnu hybridiz&gberu iba kvalitné —
s vysokym metafazovym indexom, dostate roztl&enymi chromozémamigisté
a bez zvySkov cytoplazmy. Bezne sa vyberie polozipaeparatov (Schwarzacher &
Heslop-Harrison 2000).

Vlastna DNA:DNA in situ hybridizacia

Skor ako z&neme experiment, musime si z¥olaku pouzijeme stringenciu.
Stringencia je miera presnosti hybridizadidm je vyssia, tym musi lysekvencia
cielovej DNA podobnejSia sekvencii sondy, v opam pripade nebude naviazanie
sondy uspesné. Napriklad pri 85%-nej stringendiijeridné vidkno stabilné, e85
alebo viac percent baz je komplementarnych, resgekula hybridu s menej ako
85%-nou homolégiou nevznikne alebo sa okamzite admp. V pokusoch sa
nagastejSie vyZaduje stringencia v rozmedzi 70% (nizk80% (vysokd). NizSia sa
pouziva napr. pri lokalizacii sond na kbey material z iného druhu, vysSia na
lokalizaciu chromozémovo Specifickych sekvenciii®arzacher & Heslop-Harrison
2000).

Stringencia zavisi od teploty topenia DNA alebo Rshdy T, dizky sondy
a aktualnej teploty hybridizaej reakcie 7. Teplota topenia § DNA:DNA
hybridného vlakna sa vypita z vlastnosti pouzitého hybridizeého roztoku padéh
nasledujuceho vzorca Meinkotha a Wahla (1984),ykigrak predpoklada pouZzitie
sondy s i#kou 50 a viac bp:

Tm = 0,41(% GC v sonde) + 16,6 log (molarna koncemranonovalentnych
katiénov) — 500/(ika Usekov sondy) — 0,61 (% formamidu) + 81,5 °C

Presny vZah na vypoet samotnej stringencie je potom vyjadreny vzorcom:
Stringencia = 100 — MTn — To),

kde M (mismatch faktor) je faktor nezhody sekvencii medmdou a cieom.
Faktor M nadobutda hodnoty medzi 1 a 5 v linearnej zavispustl'a dzky sondy (1

pre sondy > 150bp az 5 pre sondy < 20 bp).
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Z tychto vz’ahov je zrejmé, Ze pri aktualnej teplote hybridieg reakcie
rovnej teplote topeniaJje stringencia 100% a sonda alcga hybridizuju, iba ké
perfektne nasadnu vSetky pary béaz. TaktieZz sate di vyitat', Ze vySSia teplota,
vysSia koncentracia formamidu a nizSia koncentraclazvysuja stringenciu (znizuju
stabilitu dvojzavitnice). V praxi sa na ovplyvnersgingencie a dosiahnutie zvolenej
hodnoty pouZiva hlavne regulacia koncentricie fonida, v mensej miere regulacia

koncentracie soli pripadne teploty (Schwarzachéte&lop-Harrison 2000).

Po tom ako zistime podmienky pre dosiahnutie poZadg miery stringencie,
resp. zloZenie hybridizaého roztoku, méZzeme & sin situ hybridizaciou.

Schwarzacher & Heslop-Harrison (2000) odpeju pred ISH préstit
preparaty z troch dévodov:

(1) aby sa odstranila nadbytma RNA a proteiny, ktoré by zvysili signal v pozadi
(2) aby sa zlepSila priepustnomaterialu a tym kahéil pristup sondy k DNA
(3) aby sa preparat zafixoval.

Naopak, Lichteetal. (2006 cit. sec. Spector & Goldman 2006) to nepaja

Za nutné.

Pred hybridizaciou ozwanej sondy musime dievid DNA v preparate
denaturovd, pricom sa rozdelia vlakna dvojzavitnice. Na denaturasau dnes
nagastejSie pouziva roztok formamidu a soli (v sanjohydridizatnej zmesi) pri
vysokych teplotach. Vyhoda tejto metody oproti pdwe pouzivanej denaturacii
pomocou alkalickych soli a hydroxidov (napr. NaQl@OH, Aridgideset al. 2002)
su homogénne rozloZzené jednovlaknové Useky v r@medomu bez vyraznych strat
cielovych sekvencii (Lichteret al. 2006). Podmienky tepelnej denaturacie su
kompromisom medzi poZzadovanym tvarom jednovldknbvgeovych sekvencii
a posSkodenim Struktlry buniek a ich organel (Licktal. 2006). Tieto podmienky sa
menia so zmenou teploty a/alebasu, najastejSie su v rozmedzi 5-10 min pri 60-
90°C (Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000).

V d'alSom kroku sa na preparat nanesie hybrétiaazmes, ktora uz obsahuje
sondy a priklopi sa krycim skkom. Hybridizacia potom prebieha pri teplat87°C

s r6zne dlhou inkuldaou dobou (1-18 hod, niekedy az 2 dni). Pri vyrammadbytku
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sondy napr. chromozomovo Specifickych sekvencidi steenej ako hodina, naopak
pri hybridizacii malého mnoZstva sondy na malo ktempé sekvencie je potrebnych
48 hodin (Lichteetal. 2006).

Po skoweni hybridizacie musime odstrériybridiza&nld zmes a nenaviazané
alebo slabo naviazané sondy, aby ich svetelny kigeéterferoval so sondami
naviazanymi, ktoré chceme pozorévdNa ich odstranenie pouzivame stringah
oplachy (stringent washes), ktoré prebiehaju takpteparat opakovane vlozime do
oplachového roztoku. Tento roztok ma trochu vy&ebo niZzSiu stringenciu ako
hybridizatna zmes, wW&inou sa vSak nelisi o viac ako 5% (Schwarzachéte&lop-
Harrison 2000).

Po ukorteni oplachov mbéZeme miesta hybridizacie sondy detekrdoznymi
spbsobmi. NajastejSie sa pouzivaju fluores¢ag farbiva, ktoré sa excituju svetlom
s nizSou vinovou ktkou ako svietia, napr. Texas Red sa excituje gaiesvetiom
a svieticerveno. Sondy zrtané fluoroformi (priame zrt@nie) mézeme kombinova
s nepriamym zrigenim. Signal priamo zganych sond nie je ovplyvneny detekciou
nepriamo zné&nych sond a detekcia nepriameho ¢eméa nie je ovplyvnena.
Hybridizované metafazy sa otajne zndéia vhodnymi fluorochromami, ktoré sa
vizualizuju bul’ zvlag’ alebo spolu s situ hybridizaciou (kontrastné farbenie). Na
preparat sa aplikuje roztok, ktory brani slabnusignalu. Ddlezitou zloZzkou je

glycerol, ktory stabilizuje fluorescenciu, niekesly viiom pridanélalSie reaktanty.

Na samotné zobrazenie mdzeme poubud fluorescetiny mikroskop
(fluoroformi zna&ené sondy) alebo elektrénovd mikroskopiu (nepriameenie sond
kovmi alebo enzymami sptgjucimi reakciu s farebnymi produktami) (Schwarzach
& Heslop-Harrison 2000).

Preparéaty po prvej ISH sa mézu znova pguiiéZu sa na ne aplikovdalSie
sondy (reprobing) (Schwarzacher & Heslop-Harris6a®.
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Botanické aplikacie

V tejto kapitole uvedieme zopar zaujimavych prikkdpouZzitia in situ
hybridiz&cie z vedeckej praxe. V prv&gsti sa zameriame na genetické inZinierstvo
a akym spbésobom podporuje ISH rozvoj tohto odb&thopnos ISH lokalizova
hradané sekvencie v ramci DNA je totiz pre tento odbisadna. \dalSejcasti si
priblizime niektoré polyploidné druhy a ako sa IBuzila na popukany vyskum
a vyskum pévodu polyploidov. V poslednej aplikgmiukazeme na moznbdpouZitia
ISH na Studium telomér organizmov, ktoré priniepliekvapivé zistenia o ich

Struktare u niektorych druhov.

Introgresia chromozomov u niektorych trav

Prenos chromozomov ¢asti chromozémov medzi pribuznymi druhmi je
dolezity nastroj genetickej kontroly pozadovanychakov. ESte donedavna bol
potencial genetického inZnierstva nevyuZity, pretaiebola metéda na presnud
identifikaciu a charakterizovanie medzidruhovychragresii. Harperet al (2011)
skumali travyLolium perenngmatonoh trvaci) &estuca pratensigkostrava ldna).
VySrachtili linie s jednym nahradenym chromozémom al@&tali ich molekularnu

a cytogenetickl charakteristiku.

Lolium perennghlavny zdroj krmiva v miernom pasme, je vyhodmstpva
z viacerych dovodov: straviteosti, castému vyskytu, rastu na jar av zime. Nema
v3ak genetické predispozicie na zvladanie abidtickstresu, ako napr. znaSanlitzos
sucha, odolnasvodi chladu, efektivnasvyuzZivania vody, vyvoj kor@vej sustavy
a vytrvalog. Takuto genetickl vybavu poohospodarsky vyhodnych znakov vsSak
maju blizko pribuzné druhy, nagfestuca pratensjg-. glaucescend-. arundinaea
F. maire aF. atlantigena ktoré sa moézZu krizis L. perenneal. multiflorum.

Dékazom su prirodzené krizence v severo-zapadnépgeu

Harperet al. (2011) sa preto rozhodli umelym krizenim vytvdkrizenceL.
perenne x F. pratensig vybra z nich také, ktoré maju jeden chromozém druhu
Lolium perennenahradeny homeologickym chromozémdsestuca pratensig13

chromozomov L. perenne a jeden F. pratensiy. Pomocou spatného krizenia
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vyslachtili jedincov, ktori maju rédzne mnozstvo intr&duanych chromozomov.

pratensis Z nich potom pomocou metédy GISH identifikovadem unikatnych linii,
ktoré obsahovali introgresie prave jedného chrommeo Izolaciou siedmych
substiténych linii sa rozlenila geneticka kontrola délezitych znak@ée, ako autori

dufaja, v buddcnosti umozni izolaciu vyhodnych géno

U kazdej substittnej linie uskutonili na materskych bunkach e (pollen
mother cells, PMC) pias meiotickej metafazy | cytologické pozorovani&eulgen

a GISH analyzy. Pozorovali meiotické spravanie ofopdmov.

Na preparatoch farbenych Feulgenovou reakciou nowat univalenty
a zriedkavo multivalenty. Pomocou GISH sa snaidiitz ¢i si chromozémy druhu
Festucav multivalentnych formaciach alebo zaf#iuju poruchu parenia Ustiacu do
univaletnych formacii. Multivalenty zalwjioce chromozémy druhdrestuca boli
vtroch zo siedmych linii,éo naznauje poruchu v synténii medzi druhmi
(v normalnom genotypk. perenneneboli pozorované multivalenty), avSak frekvencia
multivalentov bola vEmi nizka (0.04%). NavySe pritomnogrstencovych bivalentov,
¢o je vysledok rekombinacie ramien chromozérhoperennea F. pratensisindikuje
relativne vysoku Urovezachovania synténie medzi tymito druhmi a davdiagiky
na uspesnu introgresiu vyhodnych génov druRu pratensis do genomu
po’'nohospodarsky vyznamného drulu perenne. Sledované substitné linie
poskytuju jedineény zdroj genetickej variability, ktory sa méz#alej vyuzt' na
uréenie genetickej kontroly &&chtitéd’sky cennych znakov a nasledne vyvinutie

lepSej odrody.. perenne

Odhalenie populacii so zmieSanymi ploidiami a nondpidmi
druhu Spartina

Rod Spartina vykazuje ¢astu hybridizaciu a z#éma klasické priklady
nedavneho vzniku novych druhov prostrednictvom pallgploidie. Vo Vékej
BritAnii su dva hexaploidné druhy pévodri&. maritima a introdukovany S.
alterniflora, ako aj homoploidny hybridS.xtownsendii (2n = 60) a odvodeny
allododekaploids. anglica(2n = 120, 122, 124).
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Na charakterizovanie zloZzenia gendmu a zisteniesn@oploidie na dvoch
lokalitach blizko South Hamptonu v juznom AnglickouZil Renny-Byfieldet al.
(2010) GISH a prietokova cytometriu. Pomocou motd@ySH identifikovali u
nonaploidného jedinca (morfologicky podobrg. anglica 62 chromozomovs.
alterniflora a 30 zoS. maritimaa u jedinceaS. anglicapriblizne po 60 chromozémov
S. maritimaa$S. alterniflora Na lokalite Hythe bola drviva ¢éina (94%) jedincov
hexaploidnych $.xtownsentji a zvySné dva (6%) dodekaploidr. @nglicg, zatid
¢o na lokalite Eling Marchwood boli hexaploidy (36%stlin, S. alterniflorg,
nonaploidy (27%, morfologicky med&. alternifloraa S. anglica a dodekaploidy
(36%).

Renny-Byfield et al. (2010) v praci diskutuji o vzniku identifikovar@h
nonaploida, ktory ma dve sady chromozomovSodalternia jednu odS. maritima.
Casto sa predpoklada, Ze polyploidy v prirode vdil@z nezredukovani gamétu.
Frekvencia vyskytu takychto gamét medzi eukarygar®%. Nedavno bol objaveny
gén podi€ajuci sa na vzniku diploidnych gaméiumabidopsis thaliangd’Erfurth et
al. 2008). Mutacia tohto génu zafirila vznik 65% diploidnych p@vych #n.

Aj dve hypotézy vzniku nonaploidaredpokladaju vznik neredukovanej

gamety:

(1) Neredukovana gamét&. alterniflora krizend s redukovanou gamét&i
maritima

(2) Neredukovana gamégaxtownsedikrizena s redukovandal alterniflora

Tam, kde prebieha krizenie, je nizka geneticka abéiia rodtovskych
druhov. Juzné Anglicko je hramym Gzemim rozSireni&. anglicaa populacie tam
netvoria semena. RozmnoZuju sa vegetativne. Aj medimcami S. alterniflorg
ktord bola introdukovana z Ameriky, je nizka vaiiiéd kvoli efektu zakladat&a. Na
zéklade tychto poznatkov je zaloZenda tretia hymotézniku nonaploida krizenim
redukovanych gamét med3i anglicaaS. alterniflora Z vysledkov tejto Studie vSak

nevyplyva, ktora alternativa sa v evédtej minulosti rodu naozaj udiala.

S. anglica je dynamicky druh, rastie na slaniskach a odkedyikol

polyploidizaciouS.xtownsentiiexpandoval na slaniska v celej Europe a postupne s
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rozSiril na niekdko kontinentov. V juznej Britanii vyt pévodnuS. maritima
pozdZ celého juzného pobrezia Anglicka, ktorejzostdda zopar populacii na
ostrove Hayling blizko Southamptonu a moZzno na IsleWight. Aj vyskyt S.

alterniflora je poda Charmana (1990) obmedzeny len na rik&dokalit v okoli

Southamptonu. AvSak Studia Renny-Byfiagtlal. (2010) spochyituje Charmanove
tvrdenia a ukazuje, Ze aj napriek nepriaznivému lagickému habitatu (slané
mokrade pri morskom pobrezi) na Hythe a viac akoroshej koexistencii,
konkurertne silnaS. anglicanevytl&ila sterilny homoploidny hybri&.xtownsendii

ani hexaploidé&. alterniflorana Eling Marchwood.

Renny-Byfield et al. (2010) postupovali pri GISH nasledovne: zhotovili
cytologické preparaty z embryi semien adakov korgiov rastlin pestovanych
v kvetin&och. Pouzili metddu squashing. Ako sondy pouziti@aové DNA zn&né
pomocou nick translacia to S. alternifloradigoxigeninom &. maritimabiotinom.

PouZzili nasledujuce protilatky s naviazanymi flisoergnymi farbivami:

« anti-digoxigenin IgG — vizualizicia son8y alterniflora

« Cy3 naviazany na streptividin — vizualizacia soB8dynaritima
a na zviditénenie chromozomov pouZili flurochrém DAPI.

Preparaty pozorovali epifluoreséerym mikroskopom a spracovali

v programe Improvision Openlab.

Pomocou GISH autori okrem zloZenia gendmu polypleidiez zistili, Zze
aroveai rekombinécie medzi roghvskymi sadami chromozémov je minimélna alebo

chyba. VSetky chromozomy niesli signal vzdy lemjgidarby.

Kontroverzné teloméry Paliovitych

Na koncoch chromozomov sa u mnohych organizmov ausdju vysoko
Specifické tandemové repeticie kratkych sekventiéto Struktira je zachovana
u eukaryotickych organizmov, hoci sa u rdznych $kupepatrne lisi. U stavovcov je
tato sekvencia (TTAGGG) aurastlin (TTTAGGG) Sekvencia telomerickej
repeticie u rastlin bola ¢gna daka Studiu telomér druhérabidopsis thaliana

pomocou klonovacich technik. Pomocou ISH sa zjskiéotato repetitivna sekvencia
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je bezna uwsiny rastlinnych druhov. Vynimkou su niektoréelade radu
Asparagales, napr. Alliaceae, Hyacinthaceae alepphddelaceae. U inycteladi
tohto radu su naopak repetitivne sekvencie zhodm&smou rastlin. Jednym
z moznych vysvetleni je napr. mutacia v RNA vzoe®rmerazy alebo v aktivnom
mieste telomerazy. Na overenie tejto hypotézy skiidea la Herranet al. (2005)
molekularnu Struktaru telomér Siestich druhov paich do radu Aspargales a dvoch
patriacich do Liliales. PouZili metédy SoutherntdoFISH. Na detekciu telomér boli
pouzité dva oligonukleotidy (TTTAGGG)a (TTTAGGG) obsahujuce repeticie

zistené v telomérach stavovcov &siay rastlin.
Vysledky Southern blot, ktoré nasledne potvrdiF§H, su:

(1) u obochraliotvarych druhovTulipa autralis(Liliaceae) aMerendera montana
(Colchicaceae) konce chromozémov hybridizovali igasiukleotidmi
pripominajuce telomérové repeticie rastlin (TTTAGEG stavovcov
(TTAGGG),.

(2) Styrom druhom radu AspargaleBhormium tenax (Hemerocallidaceae),
Muscari comosum(Hyacinthaceae)Narcissus jonquilla(Amaryllidaceae)
aAllium sativum(Alliaceae) chybaju obe teloméroveé repeticie Hirag aj od
stavovcov.

(3) dvadalSie druhy radu Aspargalesloe vera(Asphodelaceae) a krizenbts
(Iridaceae) hybridizovali s telomérovymi repeticiastavovcov, nie vSak

rastlin.

Casto sa predpoklada, Ze telomérové repeticie diozané u celého knia
alebo dokonca riSe. Preto je prekvapivé, Ze v jedmade — Aspargales — su tri

skupiny druhov s réznymi telomérami:

 lIris, Aloe— telomérova repeticia stavovcov hybridizovala sADivt koncoch,
u Iris aj vnutri ramien chromozémov

e Muscari, Phormium, Narcissus, Allium telomérové repeticie stavovcov ani
rastlin nehybridizovali

« Ornithogalum, Scilla- maju Standardné telomérové repeticie rastlin
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ZloZenie teloméry chromozémov Aloe alris dokazuje, Ze u niektorych
druhov radu Asparagales bola telomérova repetigickd pre rastliny nahradena
typickou pre stavovce. MoZnym vysvetlenim je uZ emend mutacia v aktivhom
mieste telomerazy¢o podporuje aj fakt, Ze aktivhe miesta telomeraausastlin
rychlo vyvijaja. Existuju aj ine eukaryotické orgamy, ktoré maju neStandardné
telomérové sekvencie odliSné od sekvengibyTalebo TAG,. Pre&o je vSak prave
u radu Asparagales také Siroké spektrum telométowgkvencii je predmetom pre

d’alSie Studie.
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Wuzitie ISH pri skimani evolulcie Vicia cracca
agg.

Rod Vicia je rozSireny v miernom pasme severnej pologuldrapoch Juznej
Ameriky. NajvySSia druhové diverzita je v stredoimar na Kaukaze, ale centrum
povodného rozSirenia je stale nezname (El-Shangh®Boliman 1996). Tento rod
sa pred 35 rokmi pokusila taxonomicky &enit” Kupichova (1976). Rozdelila ho na
dva podrodyVicia L. a Vicilla (Schur) Rouy. Do podrod¥icia zaradila druhy
s nektériami na spodnej strane palistov¢Sugou jednokvetymi sukvetiami vzdy
kratSimi ako protiahly list a do podrodWicilla druhy bez nektarii, s viackvetymi
sukvetiami rovnako dlhymi alebo presahujucimi giatiy list. PodrodVicia s 32
druhmi rozdelila na 5 sekcii a podrdficilla so 101 druhmi na 17 sekcii. Hadjej
konceptu je podroW¥icilla SpecializovanejSi (EI-Shanshoury & Soliman 199&nto
koncept sa az na malé zmeny, ktoré navrhol Ja&8db), zachoval dodnes. Dnes sa
pre Kupichovej podrodVicilla pouziva nazovCracca. Tento podrod zdka tri
Stvrtiny celkovej variability rodu. RozSirenie podu Cracca je skoro zhodné
s rozSirenim rodu (EliaSova 2008). Druhovo n&gpoejSou sekciou podrodu je sekcia
Cracca Do tejto sekcie sa radi aj agre¥étia craccaagg., ktory bude predmetom
vyskumu mojej diplomovej prace. Agregat #gh5 druhov: diploidn&. incana(2n =
12) aV. dalmatica(2n = 12) tetraploidnéV. tenuifolia(2n = 24) av. oreophila(2n =
28) a druhVicia craccas. str., ktory sa vyskytuje v troch cytotypochpldidnom (2n
= 14), triploidnom (2n = 21) a tetraploidnom (2n28). VSetky druhy agregatu su
trvalky. V. craccaaV. incanasu plazive, zvySné dva druhy n\é. craccaje pévodna
v celej Eurazii, ale jej siasné rozSirenie je okeerozsiahlejSie. Bola introdukovana do
Severnej Ameriky, Australie a na Novy Zéland.tenuifoliasa vyskytuje v Eurézii,
juznejSie akoV. cracca V. incanaje rozSirena v stredozemnom pasme, zapadnej
a strednej Europe, v Litve a na Ukrajine. Oblagskytu V. dalmaticasu Nemecko,
zapadnd, juhovychodna ajuzna Eurdpa, Ukrajinahezaipadna ajuzna Azial.

orephilasa lokalne vyskytuje v pohoriach strednej Eurépia@eva 2008).

Travnicek et al. (2010) skumali rozSirenie cytotypovicia craccas. Sstr.
v Ceskej republike, v Nemecku, Rakisku a na Slovengkwolnej prirode mézeme

nagastejSie najs tetraploidy a diploidy. Tetraploidy dominuju v zmej casti
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skimaného Uzemia a diploidy vo vychodnej. HtaéilUzemie tychto cytotypov, na
ktorom sa nachadzalo 7% populécii, lezi na hracticieskej a Slovenskej republiky.
Za poslednych 40 rokov sa rozSirenie cytotypov drufrazne nezmenilo. Jedinou
zaznamenanou zmenou je vyhynutie diploidov v jubn§fechach, ktoré moze ma

dve prEiny:

(1) KedZe saV. craccavyskytuje skoro vyltine na lokalitach obhospodarovanych
¢lovekom, mohli vyhynutie sp6sabzmeny v obhospodarovani.

(2) Diploidy mohli vyhyn® nasledkom selekcie zavislej na frekvencii cytotypu

(tzv. minority cytotype exclusion, Trawgk etal. 2010).

Triploidné jedince druhwicia craccasu vé€mi vzacne, EliaSova (2008) nasla len 8
vo vzorke 6613 skiumanych jedincov zo 4 krajin. Aleynto fenomén vysvetlila,
pokuSala sa paridiploida s tetraploidom, nevznikli vSak Ziadnglwidné semena. To
znamena, Zze krizeniu medzi cytotypmi zabja silné prezygotické alebo
postzygotické bariéry. Prikladom takychto bariépieferencia rozdielnych habitatov,
rbzna doba kvitnutia, prezygotickd selekcia alekteksia proti hybridom medzi

ploidiami.

ElidSova (2008) sa na zaklade alozymovych (aleliékdmy rovnakého
enzymu kodované na rovnakom lokuse) dat piikkl& autopolyploidnému pdvodu
tetraploidného cytotypwicia cracca Diploidy aj tetraploidyVicia cracca maju
rovnaku vékos haploidnej sady chromozomov. Tento fakt tiez podpo
autopolyploidny pb6vod tetraploidov (Travek et al. 2010). Na to, aby sa tato
hypotéza definitivne potvrdila st v3ak potreliiadSie Studie. Metdda, ktora bycite
prispela k pochopeniu vzniku tohto tetraploida, GdSH. Tato metéda sa uz
mnohokrat osvatla pri urcovani pévodu polyploidov (napr. Mahelktal. 2011, Liu
& Gu 2011, Renny-Byfieldet al. 2010). Najbliz§i pribuzny skimany podobnou
metddou (FISH) je tetraploidlicia amoenavar. amoenaStudia potvrdila, Ze diploid
V. amoenavar. serica je blizky pribuzny a J@mi pravdepodobne predok tohto
tetraploida (Lietal. 2001).

Pri skimani evoknych predkov tetraploidnajicia craccachceme pouZiako
cielovy material DNA z kotekov koraiov tejto rastliny a ako sondu Uplnd genémovu

DNA potencionalneho predka, v tomto pripade diplejd/icia cracca.Pod’a toho na
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aku cag’ gendmu tetraploida sa sonda naviaze, budeme’ i, ¢i je diploidna
Vicia craccajedinym predkom alebo jednym z viacerych predlaivaploida a teda

je autopolyploid alebo allopolyploid. A ak je all@gploid, budeme musifeodhadné
d'alSich potencialnych predkov a tuto hypotézu popmmocou hybridizacie oveti
Dalsi tetraploid z agregatu, ktory bude predmetorskugnu v ramci navazujlcej
diplomovej prace jeV. tenuifolia Odhaduje sa, Ze vznikla polyploidizaciat
dalmaticaaleboV. incana,najpravdepodobnejSie vsak je, Zze sa na vzniku paldie
oba tieto taxony &. tenuifoliaje allopolyploid (Rousi 1961). Aby sme zistili,ck&
tedria je pravdiva, opdouzijeme GISH. Predpoklada sa\zedalmaticaa V. incana
vznikli centrickou faziou dvoch parov chromozomWy craccas. str. (Rousi 1961).
Na overenie tejto hypotézy a pripadn&eamie konkrétnych chromozémov, ktoré
sfuzovali pouzijeme metddu FISH. Verime, Ze vysied&sSho vyskumu, na ktory je
tato praca pripravou, prispeju k odhaleniu ewo#j histérie agregat¥icia cracca

agg.
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zZaver

Vicia craccaagg. je predmetom petnych vyskumov uz viac ako 50 rokov.
Pouzivané metody vSak neumoznili s istotou a dmstatpodrobne popigavoluciu
tejto taxonomickej skupiny. In situ hybridizacialativne mlada ale hlavne inovativna
metoda, mbze k rozlusteniu pribuzenskychatov v agregate vyrazne prispiden
nedavno sa naskytla moztiosyuZivania tejto metody v Botanickom Ustave AR
a tito moznas chceme pri vyskume v ramci nadvazujucej diplomgu@ce vyuzi
a prispi¢ tak k vyskumu tohto zaujimavého taxoénu, ktory jatiad@ v mnohom

neprebadany.
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Priloha A: Protokoly k ISH

Priprava sondy

(1) Zober 1 pg DNA a pridaj do 16 pl redestilovanejyod

(2) Pridaj 4 pl DIG-Nick (Biotin-Nick) Transknej zmesi (Roche, USA)
a centrifuguj

(3) Inkubuj 90 min pri tep. 15°C

(4) Zastav reakciu pridanim 1 ul 0,5 M EDTA (pH 8,®ahriatim na 10 min na
65°C

(5) Zlej do 1-2 skumaviek

(6) Pridaj 1/10 z objemu vzorky 3 M octanu sodného §p3), zamiesaj

(7) Pridaj 2 objemy (vzorky DNAgistého alkoholu

(8) Vyzrazaj pri teplote -70 alebo -80°C polhodinu alelthSie

(9) Toc 30 min pri teplote -4°C rychlésu 14.000 rpm

(10) Vylej supernatant, (opatrne!!!) odstiravysky pipetou

(11) Premy 70% etanolom, nechaj odsfa10 min, chviu ta¢ pri 14.000 rpm

(12) Vylej supernatant, odsti&vysky, sus vo vakuu 5-10 min

(13) Rozpus DNA v TE, okolo 1/3 poiatocného objemu ozrtavacej reakcie

Pripravena sonda sa méze skladiowa teplote -20°C dlhSiu dobu.

Priprava chromozomovych roztlakov
Zber + fixacia

(1) Odober koteky mladych korgov (rano/doobeda medzi 11:00 — 13:00) a daj
na 27 — 40 hod diadovej vody
(2) Fixujv 3:1 (96% etanol: kys. octovd) 7 dni priltap 37°C
a. Pre okamzité pouzitie farbi 2 hod v 1% acetokarmiaeoztla
(squashing)
b. Na dlhSie uschovanie zamraz pri -20°C
c. (Po uschovani) farbi v acetokarmine 2 hod, (baSie uschovanie znovu

fixuj v 3:1 a zamraz)
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Squashing (roztl&enie)

1)
@)

3)
(4)
()

(6)
(7)

Podlozné skiiko ulozené najmenej dva dni v etanole dokladneStiyle

Odstr& koreiovu ciapatku, odrez asi 2 mm meristému a rozil kvapke

45%-nej kyseliny octovej poKianie su viditéné Ziadne zvysky pletiva

Jemne zohrej a stla
Zamraz v mrazike pri teplote -80°C alebo na suchdade

Odstra krycie skitko a ihnd’ vlioz do 45%-nej kyseliny octovej, nechaj par

sekund pri izbovej teplote
Preloz na 3 min do 45%-nej kyseliny octovej s tepidb0°C
Vyber a nechaj vilme usudi

Preparaty su v tomto Stadiu pripravené na okanmiat&itie alebo sa mézu nidkm

dni skladové v chladnéke alebo dokonca pri izbovej teplote. Na dlhSiehosanie

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

Hybridizacia

Priprav 1 ml: hybridizéného roztoku [stringencia 77%), bez DNA

. Formamidadeionizovany, bez nukle4z a proteinaz)
+ redestilovana voda
« 50% deXtraﬂésobny roztok 50% (= 20 g na 40 ml roztoku/vody)

« 20x SSC
hybridiza&ného roztoku I(stringencia 87%), bez DNA

. Formamidadeionizovany, bez nukle4z a proteinaz)
+ redestilovana voda
« 50% deXtraﬂésobny roztok 50% (= 20 g na 40 ml roztoku/vody)

« 20x SSC
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hybridizaného roztoku llstringencia 98%), bez DNA

»  Formamid@&deionizovany, bez nukleaz a proteinaz) 500 pl

« redestilovana voda 295 pl
o 50% dextranasobny roztok 50% (= 20 g na 40 mi roztoku/vody) 200 pl

e« 20x SSC 5 ul

Priprav vé&ké mnoZstvo tychto hybridizaych roztokov a skladuj zmrazené pri
-20 °C. Potila potreby bd’ pridaj DNA alebo priprav UpInu hybridizal zmes s DNA

a niekdko mesiacov mbzes skladavamrazené.

Priprav 20 pl* hybridizénej zmesi:

« hybridizany roztok 16 pl
« DNAsondal 1l
« DNA sonda ll 1l
« Redestilovana voda 2 ul

*Dostatané mnoZstvo pre preparat prekryty krycim &adim 22 x 40 mm
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FISH
Prvy deii:

« Nastav inkubator na 37 °C

¢ Nastav termocycler na 80 °C

(1) Na preparat napipetuj 20 pl hybridizej zmesi

(2) Prekry krycim skitkom 22 x 40 mm

(3) Skla zahrievaj na 80 °C pas 2 min 30 s (denaturacia)

(4) Rychlo prenes do vihkej komérky (SM 30, Boekel &tifec, USA)
(5) Inkubuj cez noc pri 37 °C (max 16 h)jr-situ hybridizacia

Druhy deii:
Po hybridizacii:

(1) Zmy krycie sklgko destilovanou vodou (strieideou)

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

(3) Premy destilovanou vodou a usus

(4) Na kazdé sktko daj 30 pl deteiného roztoku , ktory obsahujel,5 pl anti-DIG
FITC (1:200; 200 pg/ml, Roche, USA) a 3 ul Cy3-Stagidinu (1:100; 1
pg/ml, Sigma Aldrich, USA) v 1x blokujucom reaktar{i/ector Laboratories,
USA)

(5) Prikry krycim sklékom

(6) Inkubuj 1-2 hodiny pri 37 °C

(7) Zmy krycie skléko, premy vodou, usu$, pridaj 12 pl uzatvaraciehédim
Vectashield (Vector Laboratories, USA)
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