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Prestavba chromozémov kultivaru Desi a Kabuli s vyuzitim oligo-mal'ovace;j
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mal'ovacej sonde G, cerveny signal odpoveda sonde R. Signaly odpovedajuce
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vizualizované pomocou DAPI. (A) Lokalizacia telomerickej repeticie spolu s R-
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pre 45S rDNA spolu s R-G oligo-mal'ovacim systémom na chromozémoch A,

B.
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Chromozomy boli vizualizované pomocou DAPI.
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1 UvVOD

Cicer barani (Cicer arietinum L.) je jediny kultivovany druh rodu Cicer a svojou
spotrebou a produkciou patri medzi tri najpestovanejsSie obilné strukoviny na svete. Ma velky
ekonomicky vyznam, predstavuje kvalitny nutri¢ny zdroj a vdaka schopnosti symbioticke;j
fixacie dusika sa tiez podiel’a na zarodiiovani pody. Hospodarsky vyznamné su dva kultivary -
Desi a Kabuli, ktoré sa okrem odlisnej morfologie semien lisia tiez v odolnosti voci biotickym
a abiotickym stresom.

Vitsina produkcie je sustredend do polosuchych oblasti Indického subkontinentu, kde
sa cicer pestuje na nekvalitnych pddach s deficitom vody, co vedie k vyraznému znizovaniu
jeho produktivity. Napriek skutocnosti, ze celkova plocha pestovania tejto strukoviny
predstavuje skoro 18 milionov hektarov, bol vynos semien za rok 2018 menej ako 1 tona/hektar.
Tato hodnota je omnoho niz§ia ako odhadovany produkcény potencial v zavlazovanych
podmienkach.

Vzhl'adom na vplyv réznych stresov, ktoré nepriaznivo vplyvaju na trodu ciceru je
doélezité vyvinut’ znacné usilie v oblasti vyvoja vylepSenych odrdd alebo alternativnych stretégii
pestovania, ktoré umoznia udrzitelni produkciu ciceru i v nepriaznivych podmienkach.
Aplikéacia pristupov na zvySenie produktivity si vyzaduje lepSie pochopenie Struktury gendému
kultivovaného ciceru ako aj pribuznych druhov. Predkladand diplomova praca si preto kladie
za ciel’ analyzu karyotypu oboch pestovanych kultivarov ciceru baranieho pomocou najnovsich

molekularne-cytogenetickych metod.



2 CIELE PRACE

Ciel'om teoretickej Casti  prace  bolo  vypracovat  literarny  prehlad
o vSeobecnej a cytogenetickej charakteristike ciceru baranieho (Cicer arietinum L.) a jeho
hospodarsky vyznamnych kultivarov. Popisat’ molekularne a cytogenetické techniky pouzivané
k analyze karyotypu rastlinnych druhov.

Ciel'om experimentalnej Casti bola identifikacia jednotlivych chromozémov, zostavenie
a analyza karyotypu dvoch pestovanych kultivarov ciceru, novou metdodou oligo-malovania
chromozémov. Pre overenie funk¢nosti tejto novej metoddy, bolo d’alsim cielom pouzit’ ako
podpornu metdodu mapovanie génov pre rDNA, telomerick repeticiu a vybraté BAC klony.
Z dovodu vyuzitia techniky oligo-mal'ovania, ktord u ciceru doposial’ nebola pouzita, bol

CiastoCny ciel’ tiez optimalizécia pripravy preparatov z rastlinného materialu.



3 LITERARNY PREHIAD

3.1 Charakteristika ciceru baranieho (Cicer arietinum L.)

3.1.1 Povod, vyznam a vyskyt ciceru

Cicer barani (Cicer arietinum L.) je samoopeliva diploidna (2n=16) plodina
pochéadzajuca z juhovychodného Turecka a po domestikovani na Blizkom vychode sa rozsirila
po celom Stredomori az do Indie a Etidpie (Vavilov, 1926; Ladizinsky, 1975; Van der Maesen,
1987). V oblastiach jeho pdvodu sa vyskytuju navzdjom pribuzné druhy, z ktorych sa tato
kultivovana forma pravdepodobne vyvinula. Nazov ,arietinum* ma grécky povod a suvisi
s podobnostou medzi tvarom semena plodiny a tvarom hlavy barana (Van der Maesen, 1987).

Podl'a Organizacie pre vyzivu apolnohospodarstvo (FAO) je cicer tretia
najpestovanejsia obilnd strukovina po hrachu (Pisum sativum) a fazuli (Phaseolus vulgaris)
(FAO 2018, www.fao.org/faostat). Je cennym zdrojom mnohych bielkovin, ktorych obsah sa
v zavislosti od odrody a podmienok Zivotného prostredia pohybuje v rozmedzi 15-30% (Hulse,
1994). Predstavuje tak vysoko kvalitny zdroj proteinov, nie len, vo vegetaridnskej strave. Cicer
je bohaty na dolezité nenasytené mastné kyseliny a vitaminy, ako st riboflavin, niacin, tiamin,
folat a prekurzor vitaminu A, B-karotén. Studie priniesli dokazy o potencialnych priaznivych
ucinkoch zloziek ciceru na znizenie vyskytu roznych druhov rakoviny, vysokého cholesterolu,
cukrovky II. typu ¢i srdcovych ochoreni (Roy et al., 2010; Jukanti et al., 2012). Konzumuje sa
ako jedlé semeno, slizi na vyrobu muky, vyvar z listov moze byt aplikovany ako liecivo
a cicerovy Skrob je vhodny na upravu textilii. Vd’aka svojej schopnosti symbiotickej fixacie
atmosférického dusika ma tiez ekologicky vyznam v zurodiiovani pody (Ladizinsky, 1975; Gil

et al., 1996).
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Obrazok 1: Mapa produkcie ciceru vo svete. Zeleno st vyznacené oblasti prirodzeného

vyskytu ciceru, fialovo st znazornené oblasti, kde bol cicer pristahovany. Prevzaté

z http://www.plantsoftheworldonline.org/.

Vicsina produkcie ciceru sa sustred’'uje do rozvojovych krajin, hlavne do polosuchych
oblasti Indie. Napriek skuto¢nosti, Ze sa tato strukovina pestuje vo viac ako 50 krajinach sveta
na 17,8 miliona hektaroch (Obrazok 1), je produktivita ciceru menej ako 1 tona/hektar (FAO
2018, www.fao.org/faostat). Tato hodnota je omnoho nizsia ako je odhadovany produkcny
potencial - cca 6 ton/hektar za optiméalnych podmienok. Maximalny vynos (6 044 kg/ha) bol
dosiahnuty v Izraeli, kde sa cicer pestuje v zavlazovanych podmienkach (Arnon, 1972; Singh,
1985; Millan et al., 2015).

Produktivitu ciceru nepriaznivo ovplyvituji rézne biotické a abiotické faktory. Medzi
hlavné stresy zodpovedné za zniZenie vynosu semien patri sucho, teplo a chlad, problémom st
tiez rozsirené choroby ako plesent Ascochyta ¢i Fusarium (Singh, 1985; Ruelland et al., 2002).
Najvécsiu vyzvu v oblastiach kde sa cicer pestuje, sposobuje prave sucho, ktoré vynos globalne
znizuje az o 40-50% (Ahmad et al., 2005). Pestovanie ciceru v polosuchych oblastiach na
podach nizkej kvality a v kombinacii s nachylnostou na sucho a plesiiové choroby, tak
obmedzuje vynos semien vyrazne pod teoreticky potencial. Vzhl'adom na vplyv roéznych
faktorov, ktoré nepriaznivo vplyvaju na produktivitu ciceru je dolezité vyvinut vylepSené
odrody ¢i stratégie pestovania, ktoré umoznia udrzite'ni produkciu ciceru aj v nepriaznivych

podmienkach.



3.1.2 TaxonoOmia

Z hladiska taxonomickej klasifikacie patri cicer do riSe rastlin (Plantae), podrise
cievnaté rastliny (Tracheobionta), oddelenie krytosemennych rastlin (Magnoliophyta), triedy
dvojkli¢nolistové (Magnoliopsida), rad bobotvaré (Fabales) a calad’ bobovitych (Fabaceae)
(www.plants.usda.gov). Spociatku bol cicer sicastou podcelade vikvovitych (Viciae), ale pre
svoje odlisné znaky bol neskor zaradeny do monogenerickej podcelade Cicereae (Singh et al.,
1997). Rod Cicer obsahuje 34 trvalych druhov a9 letniciek (Obrazok 2). Na zdklade
morfologie, geografického rozsirenia a dizky Zivota bol subklasifikovany do 4 podrodov:
Monocicer, Chamaecicer, Polycicer a Akantocicer. Cicer arietinum patri medzi jednorocné
druhy do sekcie Monocicer a je jedingm domestikovanym druhom rodu (Ladizinsky, 1975; Van
der Maesen, 1987). Ako progenitor kultivovaného ciceru bol identifikovany divoky druh Cicer

reticulatum (Ladizinski et Adler 1976a).
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Cicer reticulatum
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Obrazok 2: Schematické znazornenie rozdelenia rodu Cicer.



3.1.3 Morfologia

Cicer arietinum je jednoro¢na bylina, ktord dorasta do vysky 100 cm a v zéavislosti od
rastovych podmienok dosahuje az 150 cm. Vetvenie zac¢ina od trovne terénu a podla uhlu vetvi
moze byt rastlina vzpriamend, polovzpriamena, rozprestierajica sa alebo vetvy lezia na zemi
(Obrazok 3). Typ vetvenia zohrava dolezita rolu v architektare rastliny, ktora méa zasadny
agronomicky vyznam, pretoze ovplyviiuje jej adaptibilitu a tym potencidlny vynos semien
(Reinhardt, 2002; Sajja et al., 2017). Povrch celej rastliny je pokryty zlaznatymi
a bezzlaznatymi chipkami. Zlazové chlpy vyluuju zmes kyselin, ktora pdsobi ako obranny

mechanizmus proti Skodcom.

Pérovito
zloZeny list

Primarna vetva

Pocinajlce vetvenie na
urovni povrchu

Korerovy uzlik %,_._
— Rhizobium _

N

Obrazok 3: Morfologia rastliny ciceru baranieho (Cicer arietinum L.). Prevzaté s ipravami

od Sajja et al., 2017.

Stonka ciceru je vd’aka hypodermalnemu kolenchymu pevnd, ma hranaty a vrubkovany
tvar. Rastlina produkuje 3 typy vetvi: primarne, sekundarne a terciarne. Primdrne vetvy su
drevit¢ s pevnou kutikulou a Casto su zamienané s hlavnou stonkou. Sekundarne vetvy

vyrastaju z uzlov na primarnych vetvach a st pomerne tenké. Tieto vetvy nesu listy a kvety.



V zévislosti od genotypu a rastovych podmienok mdze byt’ pritomné aj terciarne vetvenie (Sajja
et al., 2017).

Listy ciceru su zlozené a obsahuju 5—7 parov ochlpenych listkov na jeden list, ulozené
striedavo alebo oproti sebe. Listky st ovalneho alebo eliptického tvaru zakoncené zabkovitymi
okrajmi (Obrazok 3) (Sajja et al., 2017).

Robustny koretiovy systém sa vyznacuje silnym primarnym korenom s niekol'kymi
boc¢nymi korienkami. Povrch korena je zl'aznato ochlpeny a vylu¢ovana zmes kyselin poméha
pri solubilizacii podnych zivin. Pritomnost’ korefiovych uzlikov naznacuje symbiotcky vztah
medzi cicerom a baktériami rodu Rhizobium (Mesorhizobium ciceri). Tato symbidza umoziuje
strukovine biologicku fixaciu dusika, ¢im zlepSuje urodnost’ pody (Obrazok 3). Korenovy
systém dosahuje viac ako 3 metre do hibky atym rastline napomaéha preZit' v stresovych
podmienkach (Sajja et al., 2017).

Kvety ciceru su obojpohlavné a pravidelné. Pit’ ochlpenych a vzajomne zrastenych
kli¢nych listov vytvara kalich s piatimi okvetnymi listkami. Okvetné listky mézu byt’ ruzovej,
bielej, fialovej alebo modrej farby v papilionovom usporiadani, typickom pre strukoviny.
Kvitnutie zavisi od genotypu, pddy ¢i pocasia, zvyCajne zacina v rozmedzi 24-80 dni od
zasiatia rastliny (Kumar et Rao, 1996; Gaur et al., 2012). Po vyraznom poklese hladiny vlhkosti
dochadza k samoopeleniu a tvorbe plodov (Sajja et al., 2017).

Plodom ciceru su lusky, ktorych pocet zavisi opat’ od genotypu rastliny a podmienok
prostredia, najmé od dostupnosti vlhkosti. Velkost’ lusku sa pohybuje v rozmedzi 15-30 mm
v zavislosti od konkrétneho genotypu a kazdy obsahuje spravidla 1-2 semena. Na konci vyvoja
semien dochadza k Zltnutiu listov a naslednému vyschnutiu celej rastliny, ¢o znaci zrelost'.
Velkost' a farba semien st odrodovo charakteristické a do znacnej miery ovplyvnené
prostredim. V sucasnosti sa pestuji dva hlavné typy kultivovaného ciceru - Desi a Kabuli (Sajja

et al., 2017).



3.1.4 Porovnanie kultivarov Desi a Kabuli

Dva hlavné kultivary domestikovaného ciceru (Cicer arietinum L.) zdiel'aja spolo¢ny
povod a predpoklada sa, ze typ Kabuli sa vyvinul z typu Desi v Stredomorskej oblasti cielenou
selekciou velkosti semien ¢i hrabky semenného plasta (Moreno et Cubero, 1978; Gil
et Cubero, 1993). Medzi tymito dvomi odrodami su vyznamné rozdiely v agronomickych
vlastnostiach. Odolnost’ vo¢i plesni Ascochyta, tolerancia chladu a vzpriameny typ rastu sa
CastejSie vyskytuju u typu Kabuli, zatial ¢o utypu Desi prevlada odolnost’ voci plesni
Fusarium, vacsia tolerancia tepla a sucha a skoré kvitnutie (Singh, 1987). Kultivary sa liSia tiez
v hrubke semien, obsahu vlédkniny, zlozeni minerdlnych a stopovych prvkov alebo obsahu

polyfenolickych zlucCenin (Jambunathan ez Singh, 1981; Gil et al., 1996).

Obrazok 4: Typ semien kultivaru Desi (nalavo) a Kabuli (napravo) typ semena. Prevzaté od

Sajja et al., 2017.

Kultivar Desi dominuje v Indickej produkcii, pestuje sa tiez v Pakistane ¢i vychodne;j
Afrike. VyznaCuje sa relativne malymi semenami hranatého tvaru s vyraznym
charakteristickym ,,zobdkom®, v ktorom je umiestnend embryonalna os (Obrazok 4). Vdaka
pigmentacii antokyanmi st semend tohto typu sfarbené od svetlohnedého po Cierny odtien
s mnohymi variadciami. V zavislosti od genotypu sa ich vaha pohybuje v rozmedzi 0,1-0,3g.
Hribka semenného plasta tvori 14 % z celkovej hmotnosti semena. Semend sa niekedy
konzumuju vcelku, ale vac¢sinou sa odlupnu (odstrani sa semenny plast’), klicne listy sa
rozitiepia a vytvori sa produkt oznadovany ako ,,dhal®. Dal§im spracovanim sa vyraba miika
znama ako ,,besan®. V svetovej produkcii prevlada prave tento kultivar ciceru a predstavuje az
80 % celkovej produkcie, pretoze je lahSie pestovatelny a lacnejSi (Pundir et al, 1985;
Muehlbauer et Sarker, 2017).

Cicer typu Kabuli je charakterizovany vel'kymi semenami, ktoré mézu mat’ priemer viac

ako 22 mm (Obrazok 4). Tymto semendm chyba antokyanovy pigment, preto su biele alebo



krémovo sfarbené. Maju gulaty tvar a hladky povrch. Spravidla st semena u tohto kultivaru
tazsie, dosahuju vahu 0,2-0,6g. Hribka semien je omnoho tenSia v porovnani s typom Desi,
semenny plast’ predstavuje len 5 % celkovej hmotnosti semien. Produkcia typu Kabuli prevlada
na Blizkom vychode, kde sa varené semend melu na kasu zndmu ako hummus (Pundir ef al.,
1985; Muehlbauer et Sarker, 2017). Predpoklada sa, ze kultivar Kabuli bol dovezeny do Indie
cez Kéabul v Afganistane (preto nazov Kabuli) v polovici az koncom sedemnasteho storocia
(Singh, 1987). Uvadza sa, ze tento typ je nutricne vyzivnejsi ako typ Desi, ma vysSiu trhova

cenu, ktora sa zvySuje imerne so zvac¢Sovanim semien (Singh et al., 1991).

3.2 Cytogeneticka charakteristika

Cytogeneticka charakteristika je subor studii, ktoré popisuju organizmus, na zaklade jeho
genetickej informécie, pomocou cytogenetickych technik. Jednou =zo zakladnych
charakterizacii akéhokol'vek druhu je popis velkosti a ploidie genomu. Velkost' genomu je
dand obsahom DNA v jadre a vyjadruje sa pomocou tzv. C-hodnoty (z angl. constant), ktora
zna¢i mnozstvo DNA v jednej haploidnej sade chromozémov (n), pred replikdciou DNA. Jadro
v G faze bunkového cyklu obsahujice dve kopie nereplikovaného gendmu ma teda 2C DNA
(Swift, 1950). C-hodnota sa udava bud’ v pg DNA alebo v pocte parov baz (bp) (1 pg DNA =
0,978 - 10° bp). Na uréenie velkosti genomu sa dnes bezne pouziva prietokova cytometria, ktora
je zalozena na detekcii optickych parametrov Castic, unaSanych v kvapaline, po pretnuti
svetelnym lucom intenzivneho zdroja Ziarenia (Dolezel et al., 2005). Ako vSeobecny popis
zakladnej genetickej vybavy organizmu sa vyuziva zostavenie karyotypu, ktory predstavuje
pocet, velkost’ a tvar vSetkych chromozomov v jadre. Karyotypova analyza spoliecha na
identifikaciu jednotlivych chromozomov. NajdolezitejSie milniky cytogenetickych pristupov
analyzy karyotypu boli pruhovanie chromozémov (tzv. banding) a in situ hybridizacia (Friebe

et al., 1996).

3.2.1 Velkost’ a organizicia genomu ciceru

Druhy rodu Cicer st diploidné a vSetky vykazuju 16 somatickych chromozémov
(Ladizinski et Adler, 1976b; Ocampo et al., 1992). Napriek stabilnému poctu chromozémov st
vo velkosti gendmu medzi jednotlivymi druhmi rozdiely. Prvy odhad velkosti gendému
u ciceru, pomocu Feulgenovej mikrodenzitometrie, uviedli Bennet e Smith (1976), ktori obsah
jadrovej DNA u Cicer arietinum stanovili na 2C = 1,90 pg. V novsej $tadii Ruperao et al.,
(2014) overili mnozstvo jadrovej DNA u ciceru baranieho prietokovou cytometriou a stanovili

hodnoty 2C = 1,80 pg (1C = 882 Mbp) pre kultivar Kabuli a 2C = 1,77 pg (1C = 866 Mbp) pre
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Desi. Stidie naznacuji, Ze existuje pozitivna korelacia medzi rozdielom vo velkosti gendmu
a genetickou vzdialenost'ou (Ohri et Pal 1991; Buhariwalla et al., 2005).

Za vyvoj a Specializaciu rodu Cicer su pravdepodobne zodpovedné Strukturdlne zmeny
chromozémov, sprevadzané chromozomalnymi prestavbami, inzerciami ¢i deléciami génov
(Ohri et Pal 1991; Ocampo et al., 1992; Ahmad et Hymowitz, 1993; Tayyar et al., 1994).
Ahmad (2000) vo svojej §tadii zaznamenal odlisnosti v dizke jednotlivych chromozémov &i
polohe priméarnych a sekundarnych konstrikcii. Rozdiely v relativnej dizke chromozomév
(0,2% — 0,8 %) boli neskor pozorované aj medzi jednotlivymi karyotypmi Desi a Kabuli

u kultivovaného druhu Cicer arietinum (Ruperao et al., 2014).

3.2.2 Identifikacia chromozomov ciceru

Dosledna identifikacia jednotlivych chromozémov u daného druhu je zaklad ispesného
cytogenetického vyskumu. Chromozémy ciceru st malé, ich priemerna dizka v mitotickej
metafaze lezi v rozmedzi od 3,69 um do 1,32 um (Ahmad, 2000). Na zaklade relativnej dizky
boli urodu Cicer pouzité dva systétmy nomenklatiry chromozomov. Ocampo et al., (1992)
pomenovali chromozomy ¢islami 1 (najdhsi) az 8 (najkratsi). Druhy systém (pouzity tiez v tejto
praci) oznacuje chromozomy pismenami A—H, kde A=1; B=2 atd’. (Galasso et al., 1996;
Staginnus et al., 1999; Vlacilova et al., 2002; Zatloukalova et al., 2011).

Okrem sekundarneho zGzenia nevykazuju cicerové chromozémy ziadne vyrazné
znaky, ktoré by umoznili ich klasifikaciu. Struktiru sekundarnej konstrikcie, obsahujiicej gény
pre ribozomalnu DNA (rDNA), vykazuje u druhov Cicer iba jeden par chromozémov (Ohri
et Pal 1991; Tayyar et al., 1994; Kordi et al., 2006). Vynimkou je Cicer reticulatum, ktory ma
dva pary satelitnych chromozomov (Ohri ef Pal 1991; Ocampo et al., 1992; Abbo et al., 1994).
Galasso et al., (1996) pomocou farbenia dusicnanom striebornym preukazali, ze oba lokusy
organizatoru jadierka (NOR) u Cicer reticulatum su aktivne, aj ked’ nie rovnako. Predpokladali,
ze pocas vyvoja z tohto povodného druhu sa stratil jeden z dvoch lokusov pre rDNA gény. Na
zaklade morfologie je teda u ciceru baranieho mozné jednoznacne identifikovat’ iba najdlhsi
submetacentricky chromozom, ktory nesie NOR a najmensi chromozém (Kordi et al., 2006)

(Obrazok 5).
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Obrazok S: Zobrazenie chromozémov ciceru (Cicer arietinum L.) typu Desi (vl'avo) a Kabuli

(vpravo) v metafaze.

3.2.3 In situ hybridizacia (ISH)

Ako uz bolo spomenuté, jednou z najvyznamnejSich cytogenetickych technik, ktord
prispela k pochopeniu organizacie a funkcie gendémov mnohych organizmov, je in situ
hybridizacia. Popisanie ISH na oocytoch Dréapatky vodnej (Xenopus laevis) v roku 1969,
posunulo klasickii cytogenetiku medzi moderné molekuldrne vedy. Stala sa doélezitym
nastrojom vo vedeckom vyskume ako 1 v klinickych aplikaciadch, najma na diagnostické ucely
(Gall et Pardue, 1969; John et al., 1969).

Hybridizécia in situ je oznacenie molekularne-cytogenetickych metod, ktoré spocivaja
v naviazani znaCenych fragmentov nukleovej kyseliny, oznacovanych ako sondy, na
komplementarnu ciel'ova sekvenciu DNA ¢1 RNA fixovanu na mikroskopickom skle. P6vodne
boli sondy znacené pomocou radioaktivnych izotopov a k vizualizacii cielovych miest sa
vyuzivala autoradiografia. Jedna sa o velmi citlivé znacenie, avSak s nizkym rozliSenim.
Nevyhodou je tiez zdihavy postup, dlhd expozicia anaroéna manipuldcia pri praci
s radioaktivnym materialom (Langer-Safer et al., 1982b). Pre svoju nepraktickost’ bolo
znacenie na bazy radioaktivnych izotopov nahradené neradioaktivnym znacenim. Stucasné
techniky znacenia sond vyuzivaju fluorescenné znacenie (Lukumbuzya et al., 2019; Jiang et

al., 2019).
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3.2.4 Fluorescenéna in situ hybridizacia (FISH)

Nastup fluorescencnej techniky in situ hybridizacie priniesol doblezité poznatky
o lokalizacii Specifickych sekvencii DNA (napr. Galasso et Pignone, 1992; Abbo et al., 1994,
Galasso et al., 1996; Vl1agilova et al., 2002; Simonikova et al., 2019). Oproti povodnej metode
vyuzivajucej radioaktivne znacenie, je fluorescencnd in situ hybridizacia rychla, umoziuje
viacnasobné lokalizacie a poskytuje vysoké rozliSenie (Schwarzacher ef Heslop-Harrison,
2000). Technika bola vyvinutd zaciatkom 80. rokov minulého storofia na polyténnych
chromozémoch Drosophily melanogaster (Langer-Safer et al., 1982). Metdda je zalozena na
detekcii Specifickych sekvencii na chromozémoch alebo v interfaznych jadrach pomocou
fluorescen¢ne znacenych fragmentov nukleovej kyseliny, oznacovanych ako sondy. Optimalna
dizka tychto fragmentov pouzitych na FISH leZi v rozmedzi 100-300 bp (Schwarzacher, 2003).
Ako sondy sa podla povahy prevadzaného experimentu pouzivaji rézne fragmenty DNA
¢1 RNA, PCR produkty, syntetick¢ oligonukleotidy, repetitivne sekvencie DNA, dlhé
fragmenty DNA sekvencii zaklonovanych do BAC (Bacterial Artificial Chromosome) vektoru
alebo celkova genomova DNA (Trask, 1999).

Ciel'ova molekula DNA, spolu so sondou pridanou v hybridiza¢nej zmesi, si najskor
teplom alebo chemicky (napr. hydroxidom) denaturované, kedy dochadza k rozruseniu
vodikovych vézieb dsDNA. Nasledne komplementdrna sonda na vzniknuti jednovlaknovu
DNA hybridizuje na zaklade homolégie nukleotidovej sekvencie. Vysledny signal naviazanej
sondy je detekovany pomocou fluorescencnej mikroskopie (Obrazok 6) (Langer-Safer et al.,

1982; Schwarzacher et Heslop-Harrison, 2000)
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Obrazok 6: Schéma priebehu fluorescencnej in situ hybridizacie s priamym a nepriamym

znacenim.

Sondy sa mo6zu znacit’ priamo naviazanim réznych fluorochrémov alebo nepriamo
pomocou hapténov. NajcastejSie vyuzivanymi hapténmi su biotin a digoxigenin, ktoré su
nasledne detekované pomocou konjugatu protilatka-fluorochrom (Obrazok 6). Vzhl'adom
k moznosti viacfarebného znacenia sa pre priame znacenie dlhodobo pouziva fluorescein
isothiokyanat (FITC), Cyanin 3 (Cy3) ¢i Cyanin 5 (Cy5). Medzi novsie fluorochromy patria
napriklad série farbiv Alexa Fluor, Atto alebo Texas Red (Kato et al., 2006; Lukumbuzya et al.,
2019). Prvym fluorescenénym farbivom pouzitym na FISH bol prave FITC (Langer-Safer
et al., 1982). Dalsou moznostou je nepriame znadenie naviazanim hapténu, kedy je pre
vizualizaciu hybridiza¢ného signalu nutné pouzit’ protilatku konjugovant s fluorescenénym
farbivom. Nevyhodou nepriameho znacenia je jeho ¢asova narocnost’ a vyssia neSpecifickost’
pozadia, naopak, oproti priamemu znaceniu poskytuje vyssiu citlivost’ reakcie (Schwarzacher
et Heslop-Harrison, 2000).

Predpoklad pre spravnu hybridizaciu sondy na cielové miesto molekuly DNA zavisi
hlavne od ich sekvencnej homolédgie. Aby bola dosiahnuta o najpresnejsia a najSpecifickejsia

hybridizacia, je nutné nastavit vel'mi prisne podmienky hybridizacnej reakcie. Prisnost
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reakénych podmienok, ozna¢ovana ako stringencia, predstavuje percento homologie v parovani
nukleotidov pouzitej sondy a cielovej] DNA. Zavisi predovsetkym od teploty topenia danej
molekuly DNA, od diZky a nukleotidového zloZenia sondy, koncentracie formamidu a katiénov
v hybridizacnom roztoku a tiez od reakcnej teploty (Schwarzacher et Heslop-Harrison, 2000).
Intenzita vysledného snimaného signélu je ovplyvnend G¢innost’ou znacenia sondy, presnostou
hybridizacie, vel'kostou detekovaného miesta a tiez kvalitou detekéného zariadenia (Trask,

1999).

3.2.5 Typy preparatov vyuzivané pre FISH

Citlivost’ a rozliSenie signalu sa tiez 1iSi v zavislosti na stupnii kondenzacie chromatinu.
U rastlin sa cytogenetické mapovanie pomocou FISH prevadza na interfaznych jadrach,
mitotickych ¢i meiotickych chromozémoch, natiahnutych chromozomoch, alebo priamo na
vlaknach DNA.

NajcCastejSie pouzivané st nakvapkavané alebo roztlakové preparaty mitotickych
chromozémov v metafaze. Metafazne chromozomy su vSak vysoko Spiralizované a teda
poskytuju relativne nizke rozliSenie (Jiang et al., 1995; Jiang et Gill, 2006). VysSie rozliSenie
je dosiahnuté v pripade prometafaznych chromozomov, ktoré¢ st menej kondenzované a teda
viac rozvolnené (Jiang et Gill, 2006).

Vyborné rozlidenie poskytuju meiotické pachyténne chromozoémy, ktorych dizka moze
byt v porovnani s metafaznymi az niekol'kondsobne vicsia. Uryze boli pozorované
pachyténne chromozémy az 20-krat dlhSie ako mitotické chromozémy v metafaze (Cheng
et al.,2002).

Cytogenetické mapovanie na natiahnutych chromozémoch (Super-stretched
chromosomes) ponuka podobné rozlisenie ako v pripade pachyténnych chromozomov, az 70
kb scitlivostou 1 kb achromozémy dosahuji az 100-nasobok svojej dizky v metafaze.
Nevyhodou je, ze mapovanie na tomto type chromozoémov je mozné¢ iba u rastlinnych druhov,
u ktorych je mozné izolovat jednotlivé chromozémy prietokovou cytometriou (Valarik et al.,
2004).

Technika, kedy sa in situ hybridizacia prevadza na vldknach DNA z lyzovanych
interfaznych jadier, sa nazyva ,(fiber-FISH*. Tato metdéda umoziuje rozliSenie 1-5 kb
s citlivostou pod 1 kb (Weier, 2001). Obmedzenim mapovania na natiahnutych vlaknach DNA
je obtiazna lokalizacia signdlov vacsSich sond s vysokym obsahom repeticii, napriklad BAC

klonov (Jiang et Gill, 2006).
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K mapovaniu génomu pomocou FISH, ktoré umoznuje Studovat organizaciu
chromatinu v interfazi, sa vyuZzivaji interfazne jadrd. Chromozémy sa vtomto pripade
nachadzaju v dekondenzovanom stave a su organizované do tzv. chromozomovych teritorii

(Jiang et al., 1996).
3.3 Pristupy vyuzité k analyze genému ciceru

3.3.1 Analyza karyotypu

Pokusy o charakterizaciu karyotypu ciceru boli najskor zalozené na jednoduchom
farbeni chromozémov zelezitym acetokarminom (Ohri ef Pal, 1991) ¢i Feulgenovym farbenim
(Ocampo et al., 1992; Venora et al., 1995). PodrobnejSiu diferenciaciu jednotlivych
chromozémov umoznil postup zvany C-banding. Tato cytogeneticka technika farbi prednostne
heterochromatinové oblasti a po ofarbeni je na chromozomoch viditelny pruhovany vzor,
unikatny pre kazdy chromozom. Po aplikacii C-bandingu boli pozorované rozdiely v distribtcii
heterochromatinu pozdiZz jednotlivych cicerovych chromozémov. Intenzivne sfarbené &asti
zahtnali centromerické oblasti, menej intenzivne pruhy sa nachadzali v strednych a distalnych
Castiach chromatid (Galasso et Pignone, 1992; Galasso et al., 1996).

Odhalit vyznamnu variabilitu obsahu heterochromatinu u jednorocnych druhov
pomohlo pouzitie fluorochromov (DAPI, Hoechst 33258, Chromocin A3), ktoré sa liSia
v afinite k dusikatym bazam DNA. Odhadovany obsah heterochromatinovych oblasti u vicsiny
jednoro¢nych druhov sa pohyboval okolo 40% (Tayyar et al., 1994). Vynimkou st Cicer
cuneatum a Cicer bijungum, ktorych pomer heterochromatinu tvoril 60%. Tayyar et al., (1994)
predpokladali, ze tento rozdiel odraza koreldciu medzi evolu¢nym pokrokom a redukciou
heterochromatinu.

Dolezité poznatky o organizacii chromozomov ciceru priniesol nastup techniky in situ
hybridizacie, ktory umoznuje lokalizaciu Specifickych sekvencii DNA na mitotickych ¢i
meiotickych chromozomoch (Galasso et Pignone, 1992; Abbo et al., 1994; Galasso et al., 1996;
Vlacilova et al., 2002). Prvé sekvencie, ktoré boli lokalizované tymto pristupom, boli gény pre
ribozomalnu DNA (Abbo et al., 1994; Staginnus et al., 1999). Hoci iba jeden par chromozomov
u Cicer arietunum nesie viditelny satelit, hybridizuji dve miesta so sekvenciou 45S rDNA.
Tato skutoCnost’ je zaujimava z hl'adiska pritomnosti dvoch satelitnych parov chromozémov
u divokého predka Cicer reticulatum (Ohri et Pal 1991; Abbo et al., 1994). Dalej boli
identifikované dva lokusy nesuce sekvencie 5S rDNA, z ktorych jeden lezi na rovnakom

chromozdéme ako jedno z miest pre 45S rDNA (Vlacilova et al., 2002). Telomericka sekvencia
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bola podl'a predpokladov lokalizovand na koncoch vsSetkych ramien chromozémov. Hlavny
telomérovy klaster sa vSak nachadza na kratkom ramene chromozomu B a slabsi signal bol
identifikovany tieZ v pericentromerickej oblasti chromozomu A (Staginnus et al., 1999,

Zatloukalova et al., 2011).

3.3.2 Molekularne pristupy analyzy gen6mu ciceru

Prichod technoldgii sekvenovania DNA novej generdcie (NGS) dramaticky znizil
naklady na zisk udajov o gendmovych sekvenciach a priniesol nové prilezitosti pre genetiku
a Slachtenie rastlin (Varshney et al., 2009; Edwards et Batley, 2010). Vd’aka vyvoju vysoko
vykonného sekvenovania boli ziskané Ciastocné gendmové sekvencie ciceru baranieho, ako
u typu Desi (38,48%), tak aj u typu Kabuli (39,37%) (Jain ef al., 2013; Varshney et al., 2013).
Na zaklade zostavenych pseudomolekul bol navrhnuty dalsi systém nomenklatary pre
jednotlivé cicerové chromozomy, kedy A = Ca5; B=Ca3; C =Ca6; D=Ca7; E =Ca4; F = Ca2;
G = Cal aH = Ca8 (Ruperao et al., 2014). Parovym porovnanim kazdej zo pseudomolekul
oboch pestovanych kultivarov, boli odhalené pocetné Strukturdlne variacie, ktoré mézu byt
dbsledkom nespravneho zostavenia referenénych gendmov.

Bolo zistené, Ze priblizne polovica cicerového gendému obsahuje repetitivhu DNA (Jain
et al., 2013; Varshney et al., 2013; Parween et al., 2015). Rovnako ako u inych rastlinnych
druhov, aj v gendme ciceru je znacna cast repetitivnej DNA pritomnd vo forme oblasti
obsahujucich tandemovo usporiadané repeticie. Centromerické a subtelomerické oblasti sa
skladaji z tandemovo usporiadanych mikrosatelitovych motivov CaSatl a CaSat2. Sekvencie
podobné retrotranspozonom CaRepl, CaRep2 a CaRep3 st rozptylené po celom genome a po
aplikacii  FISH poskytuji  signal pritomny na kazdom chromozéme s vynimkou
pericentromerickych oblasti (Staginnus et al., 1999).

Ziskanie genomovych sekvencii ciceru umoznilo pouzitie sekvenénych markerov na
charakterizaciu genetickej diverzity. Genotypyzaciou zalozenou na jednonukleotidovom
polymorfizme (SNP) bolo mozné jednoznacne rozdelit’ zarodocnu plazmu Cicer arietinum na
dva hlavné uznavané typy — Kabuli a Desi (Kujur et al., 2015). Vdaka znalosti sekvencie
genomu je dnes mozné identifikovat’ sekvencie in silico ako vhodné sondy pre FISH (Aliyeva-
Schorr et al., 2015).

Identifikécia jednotlivych chromozdémov ciceru bola doposial’ umoznena iba na zéklade
spojenia niekol’kych pristupov. Kombinaciou fluorescen¢nej in situ hybridizécie spolu
s pristupom izolacie chromozémov, bol postupne zostaveny najaktudlnejSi publikovany

karyotyp ciceru (Vl1acilova et al., 2002; Zatloukalova et al., 2011; Karafiatova et al., 2017).
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3.3.3 Izolacia jednotlivych chromozémov

Atraktivnou technikou, ktora ponuka ucinné prostriedky na skimanie gendému, je
izolacia jednotlivych chromozémov. Triedené chromozémy moézu byt pouzité na konstrukciu
chromozémovo Specifickych kniznic DNA s kratkym inzertom alebo izolaciu molekularnych
markerov z urenych gendomovych oblasti. Schopnost’ purifikovat’ chromozémy tiez otvara
moznosti vysoko vykonného fyzického mapovania sekvencii DNA (Simkova et al., 2008;
Zatloukalova et al., 2011).

Chromozomy je mozné izolovat' bud’ mikrodisekciou alebo pomocou prietokove;j
cytometrie (Kejnovsky et al., 2001). Pristup triedenia chromozémov prietokovou cytometriou
bol vyvinuty pre mnozstvo rastlinnych druhov (Macas et al., 1993; Neumann et al., 2002;
Dolezel et al., 2004) vratane ciceru (Zatloukalova et al., 2011). Pre analyzu a triedenie je
potrebnd suspenzia chromozomov, ktorej kvalita zavisi na frekvencii buniek v metafaze
v zdrojovom tkanive. Dolezel et al., (1992) navrhli postup synchronizacie korenového
meristému, ktory mozno pouzit’ na izolaciu intaktnych chromozémov vhodnych na triedenie
prietokovou cytometriou. Izoldcia chromozomov, ktoré boli nasledne pouzité ako templat pre
polymeréazovu retazova reakciu (PCR) s priemerami Specifickymi pre molekuldrne markery,
umoznila ukotvenie védzbovych skupin ku konkrétnym chromozomom alebo parom
chromozdémov u oboch kultivarov ciceru baranieho (Vlacilova et al., 2002; Zatloukalova et al.,
2011).

U rastlin sa bezne vyskytuju problémy s rozlisenim vsetkych jednotlivych izolovanych
chromozémov v karyotype. Je to spdsobené tym, Ze dizka alebo pomer chromatid sa v dosledku
sil, ktorym st chromozémy v procese triedenia vystavené, liSia (Dolezel et al., 1994). Pre
uspesnost’ triedenia chromozoémov prietokovou cytometriou je rozhodujuci dostatony vyskyt
rozdielov vo velkosti alebo zlozeni jednotlivych chromozémov, ktory je vSak u rastlin
neobvykly. Toto obmedzenie bolo u niektorych rastlinnych druhov prekonané vyvojom
robustnej metddy znacenia izolovanych chromozomov, oznaCovanej ako FISHIS (Fluorescent
In Situ Hybridization In Suspension). Technika je zalozend na fluorescenénom znaceni
syntetickych repetitivnych sond DNA, ktoré hybridizuji na suspenziu chromozémov po
alkalyckej denaturacii DNA (Giorgi et al., 2013). FISHIS priniesla pokrok v triedeni
chromozémov prietokovou cytometriou u rastlinnych druhov, u ktorych st dostupné mnohé
cytogenetické markery (Neumann et al., 2002; Kubaldkova et al., 2002, 2005; Suchankova

et al., 2006), ktoré vSak pre cicer nie su k dispozicii. Identifikacia jednotlivych izolovanych
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chromozémov ciceru je mozna pomocou FISH, s pouzitim sond, ktoré poskytuji Specifické

vzory fluorescenného znacenia (Zatloukalova et al., 2011).

3.3.4 BAC klony a malovanie chromozémov

Nastup fluorescencnej in situ hybridacie spolu s pristupom izolacie jednotlivych
chromozémov viedli k vyvoju novych technik, ktoré slizia na identifikaciu a Studium
Strukturdlnych zmien chromozémov u rady rastlin (Liu ef al., 2011; Danilova et al., 2014;
Amosovaetal.,2017; Hou et al., 2018). V 80. rokoch minulého storocia bola vyvinuta pévodna
metoda malovania, zalozend na FISH scelymi chromozomovymi sondami ziskanymi
z izolovanych chromozomov. Tato technika priniesla revoluciu v cytogenetike ¢loveka a stala
sa ucinnym nastrojom na detekciu medzichromozomalnych preSmykov (Speicher et al., 1996)
ana vyskum vyvoja karyotypov medzi pribuznymi zivociSnymi druhmi (Ferguson-Smith
et Trifonov, 2007). Metoda vSak zlyhala u rastlin, ktorych genéom je tvoreny z velkej Casti
repetitivnou DNA a iba mala ¢ast’ sekvencii je jedine¢nd a chromozomovo Specificka. Velké
zastupenie rozstrusenych repeticii spdsobuje vysoku troven neSpecifickej hybridizacie, a preto
je pouzitie pdvodnych mal'ovacich sond pre vizualizdciu rastlinnych chromozémov v podstate
nemozné (Schubert et al., 2001).

RieSenie pre rastliny s nizkym obsahom repeticii priniesli v roku 2001 Lysak et al.,
malovanim chromozomov u Arabidopsis thaliana zalozenym na spojeni BAC klonov,
odvodenych od Specifického chromozému. Bakteridlne umelé chromozomy s vyuzivané pre
mnoho genomickych aplikécii, pretoze umoznuju klonovanie inzertov o velkosti viac ako 100
kb. Gendémova DNA cielového organizmu, Ciastone nastiepend restrikénym enzymom je
ligovand do BAC vektora, ktorym sa nasledne transformuju kompetentné baktérie (Miyake
et Amemiya, 2004). Metoda BAC-FISH kombinuje klonovanie gendémovej DNA do
bakterialnych vektorov a fluorescencnu in situ hybridizaciu.

Sondy na baze BAC klonov boli d’alej pouzité k mal'ovaniu chromozémov u pribuznych
druhov, Co sa stalo ufinnym pristupom k S$tadiu dupikdcii gendomu, preskupovania
chromozdémov a evolucie tiez u Brassicaeae (Lysak et al., 2005; Lysak et al., 2006; Mandakova
et Lysak, 2008; Mandéakova et al., 2010). Vyvoj chromozdémovo Specifickych BAC poolov vsak
vyzaduje kompletni sekvenciu gendému ziskanu sekvenovanim klonu za klonom (BAC by
BAC). Pre uspesnost’ tejto metddy st teda nutné usporiadané BAC kontigy, ktoré pokryvaji
cely genom rastlinného druhu. U Arabidobsis thaliana sa spolieha na skuto¢nost, Ze gendém

rastliny je velmi maly (125 Mb) ado znacnej miery tieZ euchromaticky, takze vétSina
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vybranych BAC klonov obsahuje takmer vylu¢ne jednu alebo nizky pocet kopii sekvencie.
Z dovodu nedostatku vicsieho poctu nizkokopiovych BAC klonov u zlozitejSich a vacsich
rastlinnych genomov, napriklad u bandnovniku, neboli pokusy o pouzitie BAC-FISH uspesné
(Htibova et al., 2008).

U ciceru sa nepodarilo s vyuzitim BAC klonov dosiahnut’ malovanie chromozdémov,
ako v stadii Lysak et al., 2001, ale podarilo sa nieckol’ko BAC klonov identifikovat ako
chromozémovo-Specifické sondy. Zatloukalova et al. (2011) za ucelom vyvinit nové
cytogenetické markery, skonstruovali parcidlnu BAC kniZnicu obsahujicu 7 680 BAC klonov.
Cytogeneticky mapovali na chromozomy kultivaru Desi predpokladanych 57 BAC klonov
s nizkym poctom kopii. Zo suboru mapovanych klonov poskytovalo chromozomo Specificky

signal vSak iba 7,7 % z ich.

3.3.5 Oligo-mal’ovanie chromozémov

Nedavno vyvinutd metdda s nazvom oligo-mal'ovanie (Han ef al., 2015) je pouzitel'na
pre vSetky druhy rastlin so sekvenovanym gendmom. Technika spociva v in silico identifikacii
velkého poctu kratkych (45-50 bp) ajednokopiovych sekvencii v pseudomolekulach
jednotlivych chromozomov alebo ich castiach, néslednej syntéze oligonukleotidov a ich
fluorescen¢nom znaceni. Subor nasyntetizovanych, fluorescen¢ne zna¢enych oligonukleotidov
sluzi ako sonda pre FISH. Oligo-malovanie patri medzi najnovsie techniky cytogenetického
mapovania, poskytuje prilezitost’ na jednoznac¢nu identifikaciu vSetkych chromozémov a na
ukotvenie pseudomolekul referencnej gendmovej sekvencie k jednotlivym chromozémom
in situ (Jiang, 2019). Doteraz boli zaznamenané tuspesné aplikacie oligo-malovania
u niekol’kych druhov rastlin vratane uhorky (Han et al., 2015), jahody (Qu et al., 2017),
zemiakov (Braz et al., 2018), kukurice (Albert ez al., 2019) &i bananovniku (Simonikova ef al.,

2019) (Obrazok 7).
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Obrazok 7: Priklad oligo-malovania dvoch pachyténnych chromozémov banénovniku

(Prevzaté od Simonikova et al., 2019)

21



4

MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pre prakticku Cast’ tejto diplomovej prace boli pouzité semend diploidnych kultivarov

2n = 2x = 16 ciceru baranieho (Cicer arietinum L.) — Desi ICC 1882 a Kabuli (CDC Frontier).

Semend boli ziskané z International Crop Research Institute for the Semi-Arid Tropics

(ICRISAT).

4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

4.2.1

©)

Pouzité chemikalie
Agardza (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A9539)

Anti-dioxigenin-fluorescein isothiokyanat

(Sigma-Aldrich, kat.¢. 11207741910)

Biotin-16-dUTP (Roche, kat. ¢. 11093070910)

Biotin nick-translaény mix (Roche, kat. ¢. 11745824910)

Blocking reagent (Amersham Biosciences, kat. ¢. RPN418)
Bromfenolova modra (Sigma-Aldrich, kat. ¢. B0126)

Celulaza Onozuka R-10 (Yakult Honsa, kat. ¢. 150422-01)

Citrat sodny dihydréat (Sigma-Aldrich, kat. ¢. S1804)
Cytohelikaza (Sigma-Aldrich, kat. ¢. SLCB0853)
Dextran sulfat, sodna sol’ (SERVA, kat. ¢. 9011-18-1)

Digoxigenin nick-translacny mix  (Roche, kat. ¢. 11745816910)
Digoxigenin-11-dUTP, alkali stable (Roche, kat. ¢. 11093088910)

Ethanol 96% (Lach-Ner, kat. ¢.20025-A96)
Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E8751)
Formaldehyd 37% (Merck KGaA, kat.¢islo: 103999)
Formamid 99,5% (Sigma-Aldrich, kat. €. F9037)

Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus
(Fermentas, kat. ¢.: SM0321)

Hydroxymocovina (Sigma-Aldrich, kat. ¢. H8627-56)
Chlorid draselny (KCI) (Lach-Ner, kat. ¢. 7447-40-7)
Chlorid horecnaty (MgCl,) (Finnzymes, kat. ¢. AB0359)
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o Imerzni olej Immersol 518F (Carl Zeiss, kat. €. 12-624-66A)
o Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. E5134)
o Kyselina octova 99,8% (Lach-Ner, kat. ¢. 10047-A99)
o Methanol 99,5% (Lach-Ner, kat. ¢. 20038-ATO)
o Nukleotidy: dATP, dCTP, dGTP, dTTP, kazdy 100mM
(VWR International, kat. ¢. 733- 1364)

o Oryzalin (Ducheva Biochemil, kat. ¢. 01318.1000)
o Pektolyaza Y-23 (Ducheva Biochemie, kat. ¢. 015595.02)
o Pufr pre tag polymerazu (New England Biolabs, kat.¢. B7002S)
o Salmon sperm DNA (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D7656)

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

o Tag DNA polymeraza (New England Biolabs, kat.c. M0209L)
o TRIS (citronan sodny dihydrat p.a.) (kat. Cislo: 30009-AP0)

o Triton X-100 (Sigma-Aldrich, kat.¢islo: X100)

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

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

o Xylencyanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. X4126)

4.2.2 PouZzité roztoky a ich priprava

50mM Fosfatovy pufr: 2,267 g KH2PO4; 5,97 g Na,HPO4 - 12 HoO — rozpustit’ kazdé zvlast
v 250 ml redestilovanou vodou - zmiesat’ s 175 ml Na,HPO4 - 12 H,O + 75 ml KH,PO4 — pH

upravit na 7

Fixaz ethanol: kyselina octové (3:1): 30 ml 96% ethanolu + 10 ml 99,8% l'adovej kyseliny

octovej — vzdy pripravit’ Cerstvu fixaz

Roztok 75mmol-1"" KCI + 7,5mmol-1I"! EDTA: 2,796 g KCI; 0,396 g EDTA - rozpustit’ kazdé

zvlast v 200 ml redestilované vody — zmiesat’ a doplnit’ redestilovanou vodou do 500 ml — pH

upravit na 4

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

rozpustit’ v 1 I redestilovanej vody - pH upravit’ na 7,0 — prefiltrovat’, autoklavovat’ 25 mintt —

rozliat’ po 500 ml do vyautoklavovanych fl'asi
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Roztok 2x SSC: 300 ml 20x SSC + 2700 ml redestilovanej vody — pH upravit na 7,0 -

vyautoklavovat’ 4x SSC/Tween - 600 ml 20x SSC - 6 ml Tween — doplnit’ redestilovanou vodou

do 31— pH upravit na 7,0 — vyautoklavovat’

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

hotecnatého (hexahydrat) - doplnit’ vodou na 11— pH upravit’ na 7,0 — vyautoklavovat’

1% blokovaci puft: 0,5 g blocking reagent — rozpustit’ v 50 ml 4x SSC/Tween jednu hodinu pri

70°C — vyautoklavovat’ — rozpipetovat’ po 1 ml

5x TBE puftr: 54 g Tris base + 27,5 g kyseliny boritej + 20 ml 0,5 mol-I'! EDTA, pH 8 — doplnit’

redestilovanou vodou do 11

Roztok enzymov celulazy, pektolydzy a cytohelikdzy: 16 mg celulazy R-10 (5000 U/g); 168

mg pektindzy Y-23 (474 U/g); 0,01 mg cytohelikdzy — rozpustit’ kazdé¢ zvlast v 1 ml 75
mmol-I" ' KCl a 7,5 mmol-I'! EDTA pufry — centrifugovat’ a doplnit’ 75 mmol-I'! KCI a 7,5
mmol-1"" EDTA pufrom do 4 ml — rozpipetovat’ po 300 pl do mikroskimaviek

Roztok enzymov celuldzy a pektolydzy: 100 mg celulazy R-10 (561 U/g); 25 mg pektolyazy
Y-23 (5000 U/g) — rozpustit’ kazdé zvlast v 2 ml 75 mmol-1"! KCI a 7,5 mmol-1"! EDTA pufry

— zmiesat, centrifugovat’ — rozpipetovat’ po 300 pl do mikroskumaviek

TRIS pufr (pH 7.5): 10 mmol-1-1 TRIS (302,85 mg) + 10 mmol-I"! Na,-EDTA (930,6 mg) +
100 mmol-1"! NaCl (1,461 g) — doplnit’ do 250 ml a upravit pH 7,5 pomocou 1N NaOH

TRIS fixaz (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) + 0,1% Triton-X (22 250 ul) — doplnit’ do 200 ml destilovanou

vodou a upravit pH 7,5 pomocou IN NaOH — do mnozstva 250 ml dodat’ 13,5 ml formaldehydu

50% dextran sulfat: 2,5 g dextran sulfatu rozpustit’ za mierneho mieSania v 5 ml destilovanej

vody

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

bromfenolovej modrej + 5 mg xylenecyanolu — doplnit” destilovanou vodou na 10 ml

Pracovny roztok ethidium bromidu (1 1): 50 mg ethidium bromidu rozpustitt v 100 ml

destilovanej vody a doplnit’ destilovanou vodou na 1 1
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TE (Tris-EDTA) pufr (100 ml): 1 ml IM Tris-HCI + 200 pl 0,5M EDTA — doplnit’ destilovanou

vodou na 100 ml a upravit’ pH na 8

Hoaglandovy vyzivujuci roztok: 4,7 g Ca(NOs), - 4H20; 2,6 g MgSOs4 - 7 H20; 3,3 g KNOs3;

0,6 g NHs - HoPO4 — rozpustit’ kazdé zvlast v 50 ml destilovanej vody — pridat’ 5 ml roztoku
soli 280 mg H3BO3 + 340 mg MnSO4 - H2O + 10 mg CuSO4 - SH20 + 22 mg ZnSO4 - 7H,0 +
10 mg (NH4)sM07024 - 4H>0 rozpustenych v 100 ml dH>O — pridat’ 0,5 ml koncentrovane;j
H>SO4 rozpustenej v 100 ml dH»O a doplnit’ do celkového objemu 500 ml
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4.3 Zoznam pouzitych pristrojov a zariadeni

o Centrifuga Micro Star 17R (VWR International)

o Binokuléarna lupa (Arsenal)

o Digestor (Merci)

o Elektroforetické aparatira Owl A6 (Thermo Fisher Scientific)

o Fluorescentny mikroskop Axio Imager.Z2 s CCD kamerou

(Carl Zeiss)
o Hybridiza¢na komora SM30 (Boekel Scientific)
o Zdroj Power Suply (Explax GmbH)
o UV lampa X-Cite exacte (Excelitas)
o Spektrofotometer NanoDrop ND — 1000 (Thermo Fisher Scientific)
o Stolna centrifuga MiniStar silverline (VWR International)
o  Svetelny mikroskop Primo Star (Carl Zeiss)
o Termoblok Digital Dry Bath (Labnet International)
o Termocycler Mastercycler (Eppendorf)
o Trepacka Reax Top (Heldolph Instruments)
o UV transiluminator InGenius (Syngene)
o Vodny kupel’ SUB6 (Grant Instruments)
o Zdroj pre elektroforézu Power Pac (Bio-Rad)
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4.4 Pouzité experimentalne a vyhodnocovacie postupy

4.4.1 Priprava rastlinného materialu, synchronizacia a fixacia korienkov

Kli¢enie, synchronizacia a fixacia korienkov ciceru baranieho (Cicer arietinum L.) boli
prevedené na zaklade uz zavedeného protokolu na pracovisku, podl'a Vlacilova et al. (2002).
Semena ciceru sa nechali prebublavat’ v destilovanej vode pocas 24 hodin a nasledne 48 hodin
kli¢it’ v perlite navlh¢enom Hoaglandovym vyzivujucim roztokom.

Kliciky scca 2 cm dlhymi primarnymi korenmi boli inkubované 18 hodin
v Hoaglandovom roztoku obsahujicom 2mmol-1"" hydroxymocovinu. Nésledne boli korienky
oplachnuté destilovanou vodou a po dobu 4,5 hodin premyvané v Hoaglandovom roztoku bez
hydroxymocoviny. Pre dosiahnutie akumulacie buniek v metafaze sa korienky d’alej inkubovali
2 hodiny v Hoaglandovom roztoku s 10mmol-1"! oryzalinom. Synchronizované korienky boli
uchované v I'adovej vode cez noc.

Nasledujtci den boli korienky fixované 20 minut v 2% roztoku formaldehydu s Tris
pufrom (viz 4.2. pouzité roztoky) pri 4 °C. Po fixacii boli korene premyté 3x po dobu 5 minut
v Tris pufry pri 4 °C a pouzité na pripravu metafadznych preparatov alebo uchované v 70%

ethanole pri — 20 °C aj niekol'’ko mesiacov.

4.4.2 Priprava roztlakovych preparatov

Zafixované korienky boli zafarbené v roztoku 1% acetokarminu po dobu 2 hodin.
Nasledne bola skalpelom odrezana tmavo sfarbena koretiova Spicka a prenesend do kvapky
45% kyseliny octovej na podloznom skle, ktoré bolo pred pripravou preparatov vylestené
pomocou 96% etanolu. Po prekryti krycim sklom bol pomocou Sparadla, v prostredi 45%
kyseliny octovej, prevedeny roztlak koreniovej Spicky. Podlozné sklo bolo opalené nad
lichovym kahanom a po vychladnuti bol preparat este roztlacny tlakom prstu. Takto pripraveny
roztlakovy preparat bol ponechany 45 minut na bloku suchého ladu (CO, v pevnom
skupenstve), krycim sklom smerom dolu. Nasledne bolo krycie sklo odstranené a preparat bol
kratko inkubovany v 45% kyseline octovej pri pokojovej teplote. Po inkubdcii bol preparat
preneseny na 3 minuty do 45% kyseliny octovej, predhriatej na teplotu 50 °C. Nasledne bol
preparat vysuSeny. Kvalita roztlakovych preparatov bola nakoniec skontrolovand pomocou
svetelného mikroskopu Primo Star (Carl Zeiss) a vhodné preparaty boli pouzité

k fluorescencnej in situ hybridizacii.
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4.4.3 Priprava nakvapkavanych preparatov metafaznych chromozémov

Zafixované korienky boli v priebehu 10 minut trikrat premyté destilovanou vodou
a nasledne jedenkrat v 75 mmol-1"! KCI a 7,5 mmol-1"' EDTA pufry (viz 4.2. pouZité roztoky)
po dobu 5 minat. Vzdy dve korefiové $picky o dizke priblizne 0,25 cm boli premiestnené do
30 ul enzymatickej zmesi a inkubované pri 37 °C vo vodnom kupeli po dobu 60 minat. Zmes
enzymov obsahovala 4% celulazu R-10 a 1% pektolyazu Y-23 v 75 mmol-I"' KCl a 7,5
mmol-I"! EDTA pufry (viz 4.2. pouzité roztoky). Po inkubdcii boli macerované korefiové
Spicky premiestnené na l'ad a enzymatické pdsobenie bolo zastavené pridanim TE pufru.
Nésledne bol macerovany rastlinny material 2x po 4 minGty premyty v 96% ethanole
a homogenizovany v 31 pl fixdze 9:1 (99,8% ladova kyselina octova : 99,5% methanol).
Z pripravenej suspenzie bolo nakvapnutych 5 pl na podlozné sklicko v prostredi s vysokou
vlhkostou, kde boli preparaty umiestnené minimdlne 15 minat. Kvalita preparatov bola
skontrolovana pomocou svetelného mikroskopu s fazovym kontrastom Primo Star (Carl Zeiss)
a v pripade preparatov s dostatocnym vyskytom metafaznych chromozémov boli d’alej pouzité

pre fluorescencnu in situ hybridizaciu.
4.4.4 Priprava suspenzii protoplastov

Postup pripravy metafdznych preparatov cicerovych chromozémov bol prevedeny
podla protokolu Dolezel et al. (1998) s nasledujicimi modifikdciami. Priblizne dvanast
synchronizovanych a zafixovanych korienkov bolo v priebehu 15 mintt trikrat premytych v 75
mmol-I" KCl a7,5 mmoll! EDTA pufry. Pod lupou boli skalpelom narezané disky
z korenového meristému (cca 4-5 korenovych diskov z kazdého korienku), ktoré boli vlozené
do 200 pl zmesi enzymov 2% celulazy, 2% pektindzy a 0,25% cytohelikazy (viz 4.2. pouzité
roztoky). Enzymaticka zmes spolu s korenovymi diskami bola macerovana 90 minut pri 30 °C
(po kazdych 20 minutach bola zmes pretrepand). Po maceracii bola suspenzia prefiltrovana cez
nylonovu siet’ku (150 um), ktora bola vopred zvlhéena 75 mmol-1"! KCl a 7,5 mmol-1"! EDTA
pufrom. Nasledovala trikrat opakovana centrifugacia pri 1000 rpm a 4 °C po dobu 5 minut kedy
bol pelet premyty v rovnakom pufry. Po poslednej centrifugacii bol pelet premyty v 70%
ethanole aopédt’ centrifugovany 2x za rovnakych podmienok. Nakoniec bol pelet
rozsuspendovany v 50 pl 70% ethanolu a pripravena suspenzia protoplastov bola uchovana aj

niekol’ko mesiacov v mraziaku pri — 20 °C.
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4.4.5 Priprava nakvapkavanych preparatov zo suspenzii protoplastov

Pripravena suspenzia protoplastov bola zastrihnutou Spickou nakvapnuta na vychladené
podlozné sklicko (SuperFrost Plus™). K 1-2 ul nakvapnutej suspenzie bolo pridanych 14 ul
vychladenej fixdze 3:1 (96% ethanol : 99,8% kyselina octova) a preparat bol ihned’ pozorovany
pod svetelnycm mikroskopom s fazovym kontrastom Primo Star (Carl Zeiss). V okamihu
pozorovania procesu plazmoptyzy bol preparat vloZzeny do kyvety s 96% ethanolom po dobu 2
minut. Nasledne bol preparat umiesteny na stojan a ususSeny vzduchom pri pokojovej teplote.

Preparat na skli¢ku bol post-fixovany v 4% formaldehyde v sérii premyvani: 2x SSC/5

min; 4% formaldehyd/10 min; trikrat 2x SSC/4 min a po 2 min v 70%, 90% a 99,8% ethanole.

4.4.6 Priprava oligo-mal’ovacich sond

Specifické oligo-malovacie sondy pre identifikaciu jednotlivych chromozémov ciceru
boli navrhnuté podl'a dostupnej referencie gendému ciceru s vyuzitim Chorus programu
(https://github.com/forrestzhang/Chorus). Pre navrh sond boli zvolené useky, dlhé priblizne
500 kb, z oblasti na chromozémoch Cicer arietinum CDC Frontier, ktoré zdielaju vysoku
homologiu s typom Desi ICC 4958 (Parween et al., 2015). Takto boli navrhnuté 2 Specifické
kniZnice obsahujice 20 000 oligomérov (o dizke cca 45 nukleotidov), ktoré pokryvaju
Specifické useky chromozomov (Obrazok 8). K porovnaniu navrhnutej lokalizacie oligomérov
na pseudomolekuléach kultivaru Desi a Kabuli, boli $pecifické sekvencie oligo-malovacich sond
namapované na referenény genom CDC Frontier a I[CC 4958 (Varschney et al., 2013; Parween
etal.,2015) pomocou BWA v0.7.17 (Li et Durbin, 2010) a vizualizované na pseudomolekulach
pomocou using BEDTools v2.27.1 (Quinlan et Hall, 2010). Pre potvrdenie translokacie bola
neskor pomocou Chorus programu navrhnuta Specifickd sonda pokryvajica predpokladant
translokovanu oblast’ (0-10 Mb) na pseudomolekule Ca7, odpovedajucej tiseku chromozéomu
D.

Specifické kniZznice boli syntetizované firmou Arbor Bioscence (Ann Arbor, Michigan,
USA). Zo ziskanych knihovni oligomérov boli pripravené dvojfarebné sondy pre fluorescenénti
in situ hybridizaciu podla protokolu Han et al., (2015). Cervena sonda CAF-OP2 bola
oznacovana ako R, z angl. red a zelend sonda CAF-OP1, oznacovana ako G, z angl. green.
Knihovna oligomérov bola amplifikovand pomocou emulznej PCR s pouzitim primeru
obsahujuceho promotor T7 RNA polymerdzy (Murgha et al., 2014). PCR produkt bol nasledne
purifikovany pomocou QIAquick PCR kitu (Qiagen, Hilden, Nemecko). Purifikovana DNA
bola pouzita pre T7 in vitro transkripciu s vyuzitim MEGAshortscript T7 kitu (ThermoFisher
Scientific / Invitrogen, Waltham, Massachuetts, USA) pri 37 °C po dobu 4 hodin. RNA produkt
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bol purifikovany RNeasy Mini kitom (Qiagen). Priblizne 40 ug precistenej RNA bolo reverzne
transkribovanych pomocou reverznej transkriptazy Superscipt II a SUPERazy (ThermoFisher
Scientific / Invitrogen) 4 hodiny pri 42 °C s pouzitim R primeru (5-CGTGGTCGCGTCTCA-
3") oznaceného digoxigeninom, biotinom alebo Cy5 (Eurofins Genomics, Ebersberg, Nemecko)
za staleho podsobenia inhibitoru RNasy (ThermoFisher Scientific / Invitrogen). Hybridné
molekuly RNA:DNA boli purifikované Quick-RNA MiniPrep kitom (Zymo Research, Freiburg
im Breisgau, Nemecko) a hydrolyzované posobenim RNasy H (New England Biolabs, Ipswich,
Massachusetts, USA). Nakoniec bola prevedena hydrolyza RNA pridanim RNasy A
(ThermoFisher Scientific / Invitrogen). Produkty reverznej transkripcie boli precistené¢ Quick-
RNA MiniPrep kitom (Zymo Research, Freiburg im Breisgau, Nemecko). Ziskané
jednovladknové znacené oligoméry boli ihned’ pouzité pre in situ hybridizaciu alebo uchované

v mraziaku pri — 20 °C.

4.4.7 Priprava sondy pre lokus 45S rDNA

Sonda Specificka pre 45S rDNA lokus bola pripravena nick-translaciou z vyizolovaného
plazmidu pTa71 (Gerlach et Bedbrook, 1979). Pre znaCenie bol pouzity komerény Nick-
translation mix podl'a instrukcii vyrobcu (Roche Applied Science, Penzberg, Nemecko). Do
celkového objemu 25 pl reakcie bolo pouzitych 1000 ng plazmidu a fluorescencne znacené
Alexa Fluor 546 nukleotidy o koncentracii 2 mmol-1"' (Invitrogen). Reakcia prebiehala pri 15
°C/180 minht. Pozadovana dizka fragmentov (200-500 bp) bola overena elektroforeticky
v 1,2% agar6zovom gély. Nick-translacna reakcia bola zastavend pridanim 1 pl EDTA pH=8
o koncentracii 0,5 mol-1"!' s naslednou inkubéciou pri 65 °C po dobu 10 minat. Po inkubécii
bola pripravena sonda pre 45S rDNA lokus ihned’ pouzita pre fluorescen¢nt in situ hybridizaciu

alebo uchovana v — 20 °C.

4.4.8 Priprava sondy pre lokus 5S rDNA

Specificka sonda pre lokus 5S rDNA bola pripravena pomocou PCR reakcie. PCR
amplifikaény mix o celkovom objeme 20 ul obsahoval 24 ng genomickej DNA; 0,2 mmol-1-!
dNTPs; 0,2 pmoll"' primery RICRGACI (5- GATCCCATCAGAACTCCGAAG-3")
a RICRGAC2 (5'- CGGTGATTTAGTGCTGGTAT-3") (Fukui et al., 1994; Zatloukalova et al.,
2011); Ix PCR pufr a 2,5U0/100 ul One Tag Hot Start DNA polymerazy (Invitrogen). PCR

amplifikacia bola prevedend za podmienok uvedenych v Tabulke 1.
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Tabul’ka 1: Teplotny a Casovy profil PCR reakcie na pripravu 5S rDNA

Teplota (°C) Cas Pocet cyklov
94 5 min 1
94 50s
55 50s 34
72 40 s
72 10 min 1

Uspesnost’ amplifikdcie PCR produktu $pecifického pre 5S rRNA lokus bola overena
elektroforeticky v 1,2% agar6zovom gély.

Amplifikovany PCR produkt bol nasledne fluorescencne znaceny pomocou d’alsej PCR
reakcie. PCR mix o celkovom objeme 20 pl obsahoval znacené nukleotidy Alexa Fluor 647
o koncentracii 2 mmol-1"!; 0,2 umol-1"! primery RICRGAC1 a RICRGAC2 (Fukui et al., 1994;
Zatloukalova et al., 2011); 1x PCR pufr a 2,5U/100 ul DNA polymerazy (Invitrogen). Znacenie
prebiehalo za rovanych podmienok ako PCR amplifikacia. Po overeni spesnosti znacenia
Specifickej sondy pre 5S rDNA lokus pomocou elektroforézy bola pripravena sonda uchovana

v mraziaku pri — 20 °C.

4.4.9 Priprava telomerickej sondy

K priprave telomerickej sondy bol syntetizovany znacCeny oligomér na 5’ konci
pomocou Cy3 alebo Cy5 fluorochromov (Eurofins Genomics, Ebersberg, Nemecko). Bola
pouzita sekvencia vychddzajica z Arabidopsis-type telomerickej repeticie v podobe (5'-

CCCTAAA-3") v styroch opakovaniach.

4.4.10 Priprava sond z izolovanych BAC klonov

Pre pripravu chromozémovo Specifickych sond boli vybrané klony z BAC kniznice
obsahujucej 7 680 klonov s priemernou dizkou inzertu 50 kbp, vopred pripravenej na Ustave
experimentalni botaniky AV, CR v Olomouci (Zatloukalova et al., 2011). Purifikovana DNA
z vybranych BAC klonov (viz Tabulka 2) bola zna¢end Nick-translation mixom (Roche
Applied Science, Penzberg, Nemecko). Reakéna zmes o objeme 20 pl obsahovala 1 pg-pl!
vyizolovanej BAC DNA a fluorescenéne znadené 2 mmol-1'! Alexa Fluor 546/647 nukleotidy.

Nick-translacia prebiehala pri 15 °C po dobu minimdlne 180 mintt, pokial’ neboli ziskané
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fragmenty o pozadovanej dizke. Kvalita tiepenia a inkorporacie znaéenych nukleotidov bola
elektroforeticky overena v 1,2% agar6zovom gély. Reakcia bola zastavend pridanim 1 pl
EDTA pH=8 o koncentracii 0,5 mol-I"" s naslednou inkubéciou pri 65 °C, 10 mintt. Pripravena
sonda, ziskanad zizolovanej BAC DNA, bola pouzitd ako sonda pre fluorescencnu in situ

hybridizaciu alebo uchovana pri — 20 °C v mraziaku.

Tabul’ka 2: Prehl'ad pouzitych BAC klonov pre pripravu chromozémovo Specifickych sond

ciceru (Cicer arietinum L.), navrhnuté podl'a Zatloukalova et al., 2011.

Nazov BAC klonu | Umiestnenie na chromozome
BAC 14M2 B
BAC 5E3 F
BAC 11K7 E
BAC 10113 A

4.4.11 Fluorescencna in situ hybridizacia a fluorescenéna mikroskopia

Na post-fixované podlozné sklo bola nanesend hybridizatnd zmes o objeme 30 pl.
Hybridiza¢na zmes obsahovala 50% formamid, 5x SSC (70%), 10% dextran sulfat a 200-
400 ng pripravenej sondy. Po naneseni hybridizacnej zmesi bolo sklo s preparatom prikryté
krycim sklickom a denaturované 2 min 15s pri 80 °C. Nasledne bol preparat na skle ihned’
preneseny do vlhkej hybridiza¢nej komorky a hybridizacia prebiehala cez noc pri 37 °C.

Nasledujuci den bolo krycie sklicko odstranené a preparaty boli premyté v roztokoch
SSC. V pripade pouzitia sondy s priamym znacenim bol preparat premyty trikrat po Smin
v roztoku 4x SSC pri 42 °C. Pri pouziti nepriamo znacenej sondy boli koncentracie SSC

roztokov, teplotné a ¢asové profily premyvania boli nasledovné:

2x7 min 2x SSC pri 42 °C
1 x 10 min 0,1 SSC pri 42 °C
1 x5 min2x SSC pri42 °C
2 x7 min 4x SSC pri pokojovej teplote
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Po premyti bolo na sklo nanesenych 100 pl 1% blokovacieho pufru, sklo bolo prikryté
parafilmom ainkubované 10 minat. Sondy znacené dioxigeninom alebo biotinom boli
detekované naslednym pridanim 100 pl zmesi 1% blokovacieho pufru s protildtkami anti-
digoxigenin-FITC zriedeny v pomere 1:200 (Roche Applied Science) a anti-streptavidin-Cy3
zriedeny v pomere 1:5000 (ThermoFisher Scientific/Invitrogen). Skla boli prikryté parafilmom

a inkubované vo vlhkej komorke pri 37 °C 1 hodinu.

Nenaviazané protilatky boli premyté 3x po 5 minut v 4x SSC pri 42 °C. Tento krok bol
rovnaky aj v pripade pouzitia sondy s priamym znaCenim bez predchadzajicej aplikécie
protildtok ¢i premyvania. Na premyté sklo bolo pridanych 7 upl Vectashield s DAPI
(Vectashield Mounting Medium with DAPI; Vector Laboratories). Pripravené preparaty boli
prikryté krycim sklickom a pozorované vo fluorescenénom mikroskope Axio Imager Z.2 Zeis
(Zeiss, Oberkochen, Nemecko) s vhodnymi optickymi filtrami. Pomocou softvéru ISIS 5.4.7
(Metasystems) boli zachytené fluorescenéné signaly, zliené vrstvy anamerana dizka
pozorovanych chromozémov. K findlnej uprave obrdzkov a tvorbe idiogramov bol pouzity

software Adobe Photoshop CS5 (verzia 12.0).

33



5 VYSLEDKY

5.1 Identifikacia chromozémov metodou oligo-mal’ovania

Na zéklade dostupnych sekvencii referenéného genému, boli navrhnuté Specifické
oligo-mal’'ovacie sondy. Pre navrh sond boli zvolené useky chromozomalnych oblasti kultivaru
Kabuli a kultivaru Desi, ktoré zdielaji vysoku homolégiu. Navrhnuté Specifické oligo-
mal'ovacie sondy boli oznacené ako R (Cervena, CAF-OP2) a G (zelend, CAF-OP1). Unikatne
sondy boli navrhnuté v programe Chorus podl'a Han et al. (2015). Sondy boli dizajnované tak,
aby ich kombinaciou vznikol chromozémovo Specificky vzor (Obrazok 8), ktory by umoznil

identifikaciu jednotlivych chromozémov s naslednym zostavenim karyotypu.

A B C D E F G H
0
0 0 0 0
0 [ X J 0 ('Y ) 0
() | §

:: = P 'Y 16?5.Mbp
48 Mbp 40 Mbp 5; ,\.,Ibp 48 Mbp 49 Mbp 36 Mbe 48 Mbp
Ca5 Ca3 Cab Ca7 Cad Ca2 Cal Ca8

Obrazok 8: Navrh Specifickych oligo-malovacich sond R a G pre chromozomy ciceru.
Jednotlivé pseudomolekuly odpovedajiice chromozomom st znacené Cal—Ca8 a Cisla ukazuja
oblast’ pseudomolekuly, na ktorej bol Specificky vzor navrhnuty. Sonda R je zndzornena
c¢ervenymi bodmi, sonda G je zndzornend zelenymi bodmi. Chromozémy su oznacené

pismenami A—H; A = najvacsi chromozom, H = najmensi chromozdém.

Pripravené oligo-malovacie sondy R a G (priprava viz 4.4.5.) boli aplikované na
preparaty fixovanych metafdznych chromozémov abola prevedena fluorescencna in situ
hybridizacia. Pripravu preparatov bolo nutné najskor zoptimalizovat’ tak, aby bolo mnozstvo
cytoplazmy v okoli chromozomov redukované. Pociatocné pokusy s pouzitim roztlakovej
metody boli netispesné, pretoze dochadzalo k neSpecifickému viazaniu sekundarnej protilatky
na zvySky cytoplazmy, ¢o znemoznilo snimanie Specifickych fluorescennych signalov sond.

Lepsie vysledky boli dosiahnut¢ pouzitim metdody nakvapkédvanych metafaznych
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chromozémov. Ako najvhodnejSia metdda na pripravu preparatov sa vSak ukazala technika
nakvapkavania suspenzie protoplastov.

Sondy R a G hybridizovali do odlisnych miest na jednotlivych chromozémoch a vznikol
tak unikdtny vzor na kazdom zo6smych chromozémov diploidného kultivaru Desi.
Predpokladany vzor R a G sond hybridizoval podla névrhu (Obrazok 8) s vynimkou
chromozémového paru G (Obrazok 9), kde bola pozorovand odlisnost’ od predpokladaného
vzoru. Kombinécia a poradie sond tak bolo u chromozomov E i G rovnaké. Z tohto dévodu
nebolo mozné chromozémy oligo-malovacim systémom od seba spolahlivo odlisit. Rozdiel
v absolutnej dizke chromozémov E a G umoznil ich odliSenie (Tabulka 3), aviak kich
jednoznacnej diferencidcii bola vyuzita cytogeneticka lokalizacia lokusov pre rDNA gény.

Poloha fluorescencnych signalov oligo-mal'ovacich sond bola v porovnani s navrhom
(Obrazok 8) odlisna aj u d’alsich chromozémov. Poloha hybridizaéného miesta pre Specificka
sondu R bola na chromozome A invertovana. Rovnako bola invertovana pozicia oboch oligo-
mal'ovacich sond u chromozému B. Chromozém B vykazoval d’alSiu zmenu, pritomnost'ou 3
hybridiza¢nych miest Specifickej G sondy namiesto jedného. Naopak, chromozém D neniesol,
oproti navrhu, ziadny zeleny signal odpovedajuci sonde G.

Fluorescencna in situ hybridizacia so sondou pre 5S rDNA poskytovala hybridizacné
miesta u 2 parov chromozémov (Obrazok 9 (C)). Intenzivnejsi signal bol lokalizovany na konci
dlhého ramena chromozému G a slabsi signal sa nachadzal v centralnej oblasti dlhého ramena
chromozému B. Mapovanie génu pre 5S rDNA sa ukazalo ako u€inny sposob jednoznacného
odliSenia chromozémov E a G, ked’Zze hybridizacné miesto pre 5S rDNA nesie iba jeden

z dvojice.
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(A)

Specificka
sonda R

Specificka
sonda G

Prekryv
R+G

Obrazok 9: Identifikacia chromozomov ciceru typu Desi s vyuzitim Specifickych oligo-
mal'ovacich sond. Jednotlivé chromozémy su znacené zostupne podla velkosti, pismenami A—
H. Chromozémy boli vizualizované pomocou DAPI. (A) Karyotyp zostaveny na zdklade
signalov Specifickej oligo-malovacej sondy R (Cerveny signal), G (zeleny signal) a ich spojeni.
(B) Figtra metafaznych chromozémov ciceru typu Desi po aplikacii oligo-mal'ovacich sond R
a G. (C) Priklad cytogenetického mapovania génu pre 5S rDNA spolu s R-G oligo-malovacim
systtmom na chromozémoch B a G. Fluorescencny signal odpovedajuci 5S rDNA bol

kolorovany Zltou farbou.
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Specifické oligo-mal'ovacie sondy R a G boli k identifikacii jednotlivych chromozémov
pouzité rovnako u kultivaru Kabuli. Systém oligo-malovania chromozomov sa ukézal ako
funkcny 1 pre tento kultivar. Po prevedeni FISH poskytovali oligo-malovacie sondy R a G
jedinecny vzor pre kazdy chromozém, okrem chromozomov E a G, rovnako ako u kultivaru
Desi (Obrazok 10). Odlisenie chromozémov E a G bolo mozné aj na zaklade ich rozdielne;j
dizky (Tabulka 4), ale k jednozna¢nej identifikacii chromozéomov bolo nutné previest
mapovanie génu pre 5S rDNA, ktoré sa ukédzalo ako spolahlivy nastroj k odliSeniu

chromozémového paru G (Obrazok 10 (C)).
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5S rDNA

Obrazok 10: Identifikacia chromozdémov ciceru typu Kabuli s vyuzitim Specifickych oligo-
mal'ovacich sond. Jednotlivé chromozémy su znacené zostupne podla velkosti, pismenami A—
H. Chromozémy boli vizualizované pomocou DAPI. (A) Karyotyp zostaveny na zdklade
signalov Specifickej oligo-mal'ovacej sondy R (Cerveny signal), G (zeleny signal) a ich spojeni
(B) Figtra metafaznych chromozémov po aplikécii oligo-mal'ovacich sond R a G. (C) Priklad
cytogenetického mapovania génu pre 5S rDNA spolu s R-G oligo-mal'ovacim systémom na
chromozémoch B a G. Fluorescen¢ny signal odpovedajici 5S rDNA bol kolorovany Zzltou

farbou.
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Vzor fluorescen¢nych signdlov oligo-malovacich sond na chromozémoch typu Kabuli
sa zhodoval so vzorom u typu Desi, s vynimkou chromozémov B a D. Chromozom B
u kultivaru Kabuli niesol na kratkom ramene iba jedno hybridizacné miesto oligo-malovacej
sondy G, ¢o odpoveda ndvrhu sond (Obrazok 8). Chromozom D sa naopak vyznaCoval
pritomnost'ou dvoch zelenych signalov sondy G, v koncovej oblasti kratkeho ramena, ¢o je
rovnako v stlade s navrhom. Tato skutocnost’ naznacuje moznu translokaciu distalnej Casti
dlhého ramena chromozému B u kultivaru Desi, na kratke rameno chromozému D u typu

Kabuli.

5.1.1 Cytogeneticka lokalizacia prestavby karyotypu vramci druhu

Na zéklade tedrie o moznej prestavbe karyotypu v ramci druhu, bola navrhnuta
Specificka oligo-malovacia sonda pre subtelomericki oblast pseudomolekuly Ca7
(chromozom D). Po prevedeni FISH bola preukdzana prestavba 2 chromozomov. U kultivaru
Desi doslo k delécii koncovej ¢asti chromozomu D a inzercii na chromozom B, v oblasti kde
sa nachadza zeleny signal odpovedajuci oligo-malovacej sonde G (Obrazok 11 (A)). Naopak,
u kultivaru Kabuli doSlo na chromozéome D kinzercii v koncovej oblasti adelécii na

chromozéme B, v mieste vyskytu zelené¢ho signalu sondy G (Obrazok 11 (B)).
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Obrazok 11: Prestavba chromozémov kultivaru Desi a Kabuli s vyuzitim oligo-mal'ovacej

sondy pre subtelomericki oblast pseudomolekuly Ca7 (chromozém D). Zeleny signal
odpoveda oligo-mal'ovacej sonde G a Cerveny signal odpoveda sonde R. Fluorescen¢ny signal
odpovedajuci sonde pre translokovanu oblast’ bol kolorovany fialovou farbou. Chromozémy
boli vizualizované pomocou DAPI. (A) Lokalizacia delécie na chromozome D a inzercie na
chromozém B, kultivar Desi. (B) Lokalizacia delécie na chromozome B ainzercie na

chromozom D, kultivar Kabuli.
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5.1.2 Meranie absolutnej dizky metafaznych chromozémov

U oboch kultivarov bola merana absoltitna dizka chromozémov v metafaze. Vysledky
priemeru merani vratane smerodajnej odchylky st zobrazené v Tabulke 3 a 4. Z kazdého
kultivaru boli merané¢ chromozomy v 10 kompletnych metafazach. Na zdklade pomeru

kratkeho a dlhého ramena chromozomov boli uréené prislusné morfologické typy.

Tabulka 3: Meranie absolttnych diZzok ramien chromozémov u kultivaru Desi.

DESI

Chromozom ¢-rameno p-rameno q+p

(pseudomolekula) (um) (um) (um)
A (Ca)) 2,49 £ 0,54 1,48 £0,28 3,94 sm
B (Ca3) 2,14 + 0,47 1,44 + 0,25 3,58 sm
C(Ca6) 1,32 £ 0,29 0,97 + 0,25 2,29 sm
D (Ca7) 1,32 +£0,27 0,91 +0,15 2,23 sm
E (Ca4) 1,26 + 0,35 0,95+ 0,22 2,29 sm
F (Ca2) 1,02 £ 0,27 0,94 + 0,25 221 m
G(Cal) 0,95 +£0,24 0,87 £0,21 1,82 m
H (Ca 8) 0,77 £ 0,18 0,52 +0,13 1,29 sm

*sm = submetacentricky typ; m = metacentricky typ. Kratke rameno = p, dlhé rameno =

Tabul’ka 4: Meranie absolitnych dizok ramien chromozémov u kultivaru Kabuli.

qg.

KABULI

Chromozom ¢-rameno p-rameno q+tp

(pseudomolekula) (um) (um) (um)
A (Ca)) 2,33 +0.22 1,50+ 0,18 3,83 sm
B (Ca3) 1,81 +0,26 1,47 £0,27 3,28 sm
C(Ca6) 1,42 +0,15 1,15+0,14 2,57 sm
D (Ca7) 1,27 £ 0,12 1,11 +0,15 2,37 m
E (Ca4) 1,35+0,12 0,98 +0,19 2,33 sm

F (Ca2) 1,17+0,16 1,02 +0,14 2,18 m
G(Cal) 1,18+ 0,15 0,90 + 0,16 2,07 sm
H (Ca 8) 0,95 +0,12 0,65+0,15 1,60 sm

*sm = submetacentricky typ; m = metacentricky typ. Kratke rameno = p, dlhé rameno = q.
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Absolttna dizka chromozémov kultivaru Desi sa pohybovala v rozmedzi 3,94 um
u najvacsicho chromozému A do 1,29 pum unajmenSicho chromozému H. Na zdklade
vysledkov merania boli vSetky chromozomy kultivaru Desi ur¢ené ako submetacentricky typ
s vynimkou chromozémov F a G, ktoré sa ukdzali ako metacentrické (viz Tabul'ka 3). Rozsah
absoltitnej dizky chromozémov u kultivaru Kabuli bol od 3,83 um u chromozému A do 1,6 pum
pre chromozom H (viz Tabulka 4). Napriek tomu, ze hodnoty st pre oba kultivary podobné,
boli v meraniach zaznamenané odchylky.

Rovnako u kultivaru Kabuli bola vicSina chromozémov submetacentrického typu,
okrem metacentrickych chromozémov F a D. Chromozém D u kultivaru Kabuli je vacsi ako
rovnaky chromozdém u kultivaru Desi. Naopak, velkost’ chromozému B je u typu Kabuli nizsia.
Tato skuto¢nost’ je d’alsSim dokazom prestavby karyotypu, kedy pri evolu¢nom vyvine druhu

doslo k delécii distalnej Casti chromozému B a k inzercii tejto Casti na chromozom D.

5.2 Mapovanie génov pre 45S rDNA a telomericku repeticiu

Pretoze pristup oligo-mal'ovania chromozémov doposial’ nebol u ciceru pouzity, boli
k identifikéacii chromozémov pouzité tiez niektoré, v minulosti uzZ zamapované, sekvencie. Za
ucelom mapovania chromozdémov boli pripravené fluorescencéne znacené sondy Specifické pre
45S rDNA atelomericku repeticiu (5-CCCTAAA-3")s (viz kapitola 4.4.6.- 4.4.8), ktoré
nasledne hybridizovali na preparaty metataznych chromozémov oboch kultivarov fixovanych
na skle. FISH bola prevedena sticasne so Specifickym oligo-malovacim systémom. Lokalizacia
génu pre 45S rDNA atelomericku repeticiu bola rovnaka pre oba kultivary a potvrdila
identifikaciu chromozémov A a B.

Fluorescenéné signaly odpovedajuce telomerickej repeticii boli podla ocakavani
lokalizované na koncoch kazdého chromozomu. Oblasti telomerického signdlu sa vsak
nachadzali 1 mimo telomericki oblast na 2 chromozomovych péaroch. Hlavny signal
poskytovala distdlna oblast’ dlhého ramena chromozomu B a menej intenzivny klaster sa
nachadzal v pericentromerickej oblasti chromozému A (Obrazok 12 a 13 (A)).

Dalej boli mapované gény pre 45S rDNA, ktoré st zodpovedné za tvorbu organizatoru
jadierka (NOR - nucleolus organizer region). Vyrazny fluorescencny signal sondy pre 45S
rDNA sa nachadzal v satelitnej oblasti chromozomu A. Hybridizacné miesto poskytoval tiez

chromozém B, napriek tomu, ze nenesie viditeI'ny satelit (Obrazok 12 a 13 (B)).
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TELOMERA

45 S rDNA

Obrazok 12: Priklady cytogenetického mapovania telomerickej repeticie a 45S rDNA na
chromozdémoch kultivaru Desi. Zeleny signal odpoveda Specifickej oligo-mal'ovacej sonde G,
¢erveny signal odpoveda sonde R. Signaly odpovedajice 45S rDNA a telomére boli kolorované
zltou farbou. Chromozémy boli vizualizované pomocou DAPI. (A) Lokalizacia telomericke;j
repeticie spolu s R-G oligo-mal'ovacim syst¢émom na chromozémoch A, B. (B) Lokalizacia

génov pre 45S rDNA spolu s R-G oligo-malovacim systémom na chromozémoch A, B.
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TELOMERA

45S rDNA

Obrazok 13: Priklady cytogenetického mapovania telomerickej repeticie a 45S rDNA na
mitotickych chromozomoch kultivaru Kabuli. Zeleny signal odpoveda Specifickej oligo-
mal'ovacej sonde G, Cerveny signal odpoveda sonde R. Signdly odpovedajice 45S rDNA
a telomére boli kolorované Zltou farbou. Chromozémy boli vizualizované pomocou DAPI. (A)
Lokalizacia telomerickej repeticie spolu s R-G oligo-malovacim systémom na chromozémoch
A, B. (B) Lokalizacia génov pre 45S rDNA spolu s R-G oligo-mal'ovacim systémom na

chromozémoch A, B.
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5.3 Mapovanie sond pripravenych z izolovanej BAC DNA

Ako uz bolo spomenuté, k identifikacii jednotlivych chromozoémov a overeniu
usporiadania pseudomolekul bolo k oligo-malovaciemu systému pridané tiez mapovanie uz
znamych sekvencii. Kniznica BAC klonov, ktora pripravila Zatloukalova et al. (2011)
obsahovala celkom 7 680 BAC klonov a niekol’ko z nich bolo v minulosti Uspesne
zamapovanych na chromozémoch kultivaru Desi, izolovanych prietokovou cytometriou. Na
zaklade predchadzajucich studii bol vytvoreny navrh zostavy vybranych BAC klonov spolu
s R-G oligo-malovacim systétmom na jednotlivych pseudomolekulach, odpovedajtcich

chromozémom kultivaru Desi (Obrazok 14).
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Obrazok 14: Navrh Specifickych oligo-mal'ovacich sond R a G spolu s vybranymi BAC
klonmi na chromozémoch kultivaru Desi. Pozicia BAC klonov je zndzornend zltymi bodmi na
schémach chromozomov. Predpokladana lokalizacia vybratych BAC klonov spolu s R-G oligo-
malovacim systémom si schematicky znazornené na pseudomolekulach odpovedajucich

jednotlivym chromozémom A, B, E a F.

Vybraté BAC klony sa preukézali ako chromozomovo Specifické a po prevedeni BAC-
FISH, za pouzitia Specifickych barkodovacich sond, bola potvrdend unikatnost’ oligo-
mal'ovacieho systému danych chromozoémov. BAC-FISH spolu s pouzitim oligo-mal'ovacich
sond R-G bola prevedena u oboch kultivarov s rovnakymi vysledkami. V pripade mapovania

polohy sond pripravenych z izolovanych BAC klonov spolu s oligo-malovacim systémom, sa

45



ako vhodné ukazali figury s prometataznymi chromozémami. Prometafazne chromozémy st
v porovnani s metafadznymi roztiahnutejsie a poskytuju tak vyssie rozliSenie jednotlivych sond.

BAC 14MO02 bol lokalizovany v subtelomerickej oblasti dlhého ramena chromozému B
(Obrazok 15 a 16 (A)). Pozicia BAC klonu 5E3 na chromozéme F, bola oproti navrhu (Obrazok
14) posunuta blizsie centromerickej oblasti az za polohu oligo-malovacich sond R-G (Obrazok
15 a 16 (B)). BAC 11K07 hybridizoval v subtelomerickej oblasti dlhého ramena chromozému
E. Presna pozicia bola v porovnani s navrhom (Obrazok 14) odlisnd, hybridizacné miesto sa
nachadzalo medzi lokusom pre oligo-malovaciu sondu R a G (Obrazok 15 a 16 (C)). BAC
10113 vykazoval hybridizacny signal v subtelomerickej oblasti kratkeho ramena chromozému

A, medzi ¢ervenymi signalmi sondy R, ktorych poloha bola vzhI'adom k névrhu invertovana

(Obrazok 15 a 16 (D)).
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BAC 14M02 BAC 5E3

BAC 11K07 BAC 10i13

Obrazok 15: Priklady cytogenetického mapovania BAC klonov na chromozémoch kultivaru
Desi. Zeleny signal odpoveda Specifickej oligo-malovacej sonde G, cerveny signal odpoveda
sonde R. Signaly odpovedajuce BAC klonom boli kolorované zltou farbou. (A) Lokalizacia
BAC klonu 14M02 na chromozéme B. (B) Lokalizacia BAC klonu na chromozome F. (C)
Lokalizacia BAC klonu 11K07 na chromozéome E. (D) Lokalizacia BAC klonu 10113 na

chromozéme A. Chromozémy boli vizualizované pomocou DAPI.
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BAC 5E3

BAC 10I13

Obrazok 16: Priklady cytogenetického mapovania BAC klonov na chromozémoch kultivaru
Kabuli. Zeleny signal odpoveda Specifickej oligo-malovacej sonde G, Cerveny signal odpoveda
sonde R. Signaly odpovedajuce BAC klonom boli kolorované zltou farbou. (A) Lokalizacia
BAC klonu 14M02 na chromozéme B. (B) Lokalizacia BAC klonu na chromozome F. (C)
Lokalizacia BAC klonu 11K07 na chromozome E. (D) Lokalizacia BAC klonu 10113 na

chromozéme A. Chromozémy boli vizualizované pomocou DAPI.
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5.4 Schematické znazornenie lokalizovanych sekvencii

Na zaklade pozorovania metafaznych figur mitotickych chromozémov po prevedeni
fluorescencne;j in situ hybridizacie s réznymi kombinéaciami sond, boli zostaven¢ idiogramy pre
oba kultivary (Obrazok 17). V idiogramoch je schematicky zobrazend vzajomna lokalizacia

jednotlivych mapovanych sond.
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Obrazok 17: Schematické znazornenie poradia a kombinécie Specifickych oligo-mal'ovacich
sond R a G, sond pre rDNA gény, telomericku repeticiu a sond pripravenych z izolovanej BAC

DNA v idiogramoch jednotlivych chromozémov A—H u oboch kultivarov.

5.5 Ukotvenie pseudomolekil po aplikacii FISH

Po néavrhu oligo-malovacich sond (Obrazok 8) boli ich sekvencie spitne pouzité pre in
silico analyzu, ktord ukézala detailny vzor na pseudomolekulach (Cal—Ca8) odpovedajucich
jednotlivym chromozémom u kultivaru Desi (Obrazok 18 (A)) a Kabuli (Obrazok 19 (A)).

Technika FISH sa ukazala ako citliva metdda, ktora zobrazuje skutocnu poziciu a kombinaciu

49



navrhnutych oligo-mal’'ovacich sond na jednotlivych chromozémoch ciceru (Obrazok 18 a 19
(B)). Na zaklade pozorovanych signdlov bolo mozné zostavit' schematické idiogramy pre
jednotlivé chromozémy spolu s oligo-malovacimi sondami (Obrazok 18 a 19 (C)). Spojenim
vysledkov FISH s in silico analyzou bolo mozné odhalit’ chyby v orientacii a zostaveni

jednotlivych referencnych pseudomolekul.

(A) Desi

Ca5 (A) Ca3 (B) Cab6 (C) Ca7 (D) Ca4 (E Ca2 (F) Cal (G) Ca8 (H

=
Obrazok 18: Porovnanie in silico analyzy navrhnutého oligo-malovacieho systému spolu
s vysledkami fluorescencnej in situ hybridizacie. (A) In silico mapovanie navrhnutych oligo-
malovacich sond na pseudomolekuly Cal—Ca8, odpovedajuce chromozémom A—H. Cerveny
signal odpoveda oligo-mal'ovacej sonde R, zeleny signél sonde G. (B) Karyotyp zostaveny na
zaklade vysledkov FISH s vyuzitim oligo-mal'ovacich sond R (Cerveny signal) a G (zeleny
signal). (C) Schematické znazornenie pozicie a kombinacie oligo-malovacich sond R (Cervené
body) a G (zelené body) na zaklade vysledkov po aplikacii FISH. Rozdiely v orientacii alebo
zostave jednotlivych pseudomolekul oproti FISH analyze su zndzornené schematicky pomocou

Sipiek a zakruzkovanych casti chromozémov.
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Porovnanim polohy signalov po aplikacii FISH s in silico analyzou u chromozdémov
kultivaru Desi (Obrazok 18), bolo zistené, ze pseudomolekuly Ca5 (A), Ca3 (B) a Ca8 (H) su
invertované. Rovnako poloha psedumolekuly Ca7 (D) je opacna arozdiel oproti in silico
analyze je tieZ v absencii zeleného signalu. U pseudomolekuly Ca4 (E) neodpovedaju polohy
signalov po prevedeni FISH in silico analyze, ¢o znaci chybné zostavenie pseudomolekuly.
Pozicia a orientécia signalov na pseudomolekulach Cal (G), Ca2 (F) a Ca6 (C) bola po aplikacii

FISH zhodna s in silico navrhom.

(A) Kabuli

Ca5 (A) Ca3 (B) Cab (C) Ca7 (D Ca4 (E) Ca2 (F) Cal(G Ca8 (H)
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Obrazok 19: Porovnanie in silico analyzy navrhnutého oligo-malovacieho systému spolu

s vysledkami fluorescencnej in situ hybridizacie. (A) In silico mapovanie navrhnutych oligo-
malovacich sond na pseudomolekuly Cal—Ca8, odpovedajuce chromozémom A—H. Cerveny
signal odpoveda oligo-mal'ovacej sonde R, zeleny signél sonde G. (B) Karyotyp zostaveny na
zaklade vysledkov FISH s vyuzitim oligo-mal'ovacich sond R (Cerveny signal) a G (zeleny
signal). (C) Schematické znazornenie pozicie a kombinacie oligo-malovacich sond R (Cervené
body) a G (zelené¢ body) na zaklade vysledkov po aplikacii FISH. Rozdiely v orientacii

jednotlivych pseudomolekul oproti FISH analyze st znazornené schematicky pomocou Sipiek.
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Rovanko boli na zéklade vysledkov FISH s vyuzitim oligo-mal'ovacich sond R a G
ukotvené pseudomolekuly u chromozomov typu Kabuli (Obrazok 19). Podobne ako
u predchadzajuceho kultivaru, su pseudomolekuly Ca5 (A), Ca3(B) a Ca8 (H) invertované.
Opacnu orientaciu tiez vykazuje pseudomolekula Ca4 (E) a u pseudomolekuly Cal (G) doslo
k inverzii Cerven¢ho a zeleného signdlu. Orientacia a poloha jednotlivych signdlov po
prevedeni FISH je zhodnd s in silico mapovanim v pripade pseudomolekul Ca6 (C), Ca7 (D)
a Ca2 (F).
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6 DISKUSIA

Hlavnym cielom tejto prace bolo previest’ cytogeneticku analyzu a identifikovat’ tak
jednotlivé chromozomy v karyotype dvoch hospodarsky vyznamnych kultivarov ciceru - Desi
a Kabuli, s vyuzitim novej techniky oligo-malovania chromozomov. Identifikécia jednotlivych
chromozémov tvori zdklad analyzy karyotypu a kvoli nedostatku chromozémovo-Specifickych
markerov moze byt vyzvou u vacSiny nemodelovych rastlinnych druhov. NajpopularnejSou
technikou sluziacou k identifik4cii chromozémov urastlin sa stala fluorescencéna in situ
hybridizacia, najcastejSie vyuzivajuca typy sond na bazy repetitivnych sekvencii DNA a BAC
klonov. Je vSak cCasto narocné najst repeticiu, ktora po aplikacii FISH produkuje na
jednotlivych chromozdémoch odlisné signaly. Navyse signaly z repetitivnych sond DNA mézu
byt vysoko polymorfné medzi réznymi odrodami, ¢o mdze byt v doslednej identifikacii
chromozémov prekazka (Jiang et Gill, 2006). Pristup identifikacie jednotlivych chromozémov
s pouzitim sond na baze BAC klonov, zas zavisi od dostupnosti kniznice genémovej DNA
s vel'kymi inzertami a naro¢nej izolacie klonov, ktoré si chromozomo-Specifické (Jiang ef al.,
1995; Dong et al., 2000). Pokrok v analyze karyotypu priniesla moznost’ izolacie jednotlivych
chromozémov. Spojenim techniky FISH s metddou triedenia chromozémov prietokovou
cytometriou, bol postupne zostaveny najnovsi dostupny karyotyp ciceru (Vl1acilova et al., 2002,
Zatloukalova et al., 2011; Karafiatova et al., 2017).

Nedavno bola za ucelom identifikacie jednotlivych chromozémov v karyotype rastlin
vyvinuta nova trieda sond pre FISH, zaloZena na zdruZeni jednokopiovych oligonukleotidov.
Pokial je k dispozicii genomicka sekvencia ciel'ového druhu, je mozné paralelne systentizovat’
oliga, ktor¢ su Specifické pre chromozomalnu oblast’ alebo pre cely chromozom, fluorescencne
ich oznacit’ a pouzit’ ako sondy pre FISH (Han et al., 2015; Jiang, 2019). Mal'ovanie
chromozémov s vyuzitim oligo-sond ma v porovnani s bezne vyuzivanymi stratégiami
identifikacie chromozomov niekol’ko vyhod. PredovSetkym nevyzaduje predchddzajtce
triedenie alebo disekciu chromozomov, ¢o vyrazne urychl'uje a zjednodusSuje analyzu (napr.
Albert et al., 2018; Braz et al., 2018; Meng et al., 2018; He et al., 2020; Xin et al., 2020).
Signalne vzory FISH odvodené od oligo-malovacich sond nie st medzi roznymi odrodami toho
ist¢tho druhu polymorfné. Modifikécia vzoru by naznacovala potencidlne chromozomalne
preusporiadanie spojené s kultivarom. Oligo-mal'ovacie sondy mozu byt teda pouzité tiez
u pribuznych druhov (Braz et al., 2018; Liu et al., 2020). Bolo demonstrované, ze oligo-sondy
vyvinut¢ na zdklade sekvencii zemiakov boli wuzito¢né k identifikdcii jednotlivych

homeolognych chromozdémov u vzdialene pribuznych druhov, napriklad paradajky (Braz et al.,
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2018). Oligo-mal'ovacie sondy su tiez nakladovo efektivne. Napriek vys$Sim obstaravacim
nakladom poskytuje kazd4 syntetizovana kniznica dostatok templatovej DNA pre celkovo
1 200 000 experimentov a mozno ju teda pouzit’ ako trvaly zdroj pre navrhnuta sondu (Han
et al., 2015).

Velkou vyhodou sond na baze oligonukleotidov je, ze mézu byt Specialne navrhnuté
na zédklade cielov vyskumného projektu. V studiach vypracovanych na rastlindch boli
demonstrované dva typy oligo-mal'ovacich sond. Prvy typ obsahuje oligd pokryvajiace cely
chromozém, s vynimkou vysoko repetitivnych oblasti, napriklad centromér. Kazda
celochromozémova oligo-malovacia sonda vSak umoziuje identifikaciu iba jedného
chromozému, v réznych stadidch kondenzacie chromatinu. Oligo-malovanie chromozémov so
sondami pokryvajucimi celé chromozomy bolo vyuzité u jahody (Li et al., 2017), ryze (Hou
et al, 2018), kukurice (Albert et al., 2019), ¢ bananovniku (Simonikova et al., 2019). Druhy
typ sond obsahuje oligd vytvorené z viacerych oblasti viacerych chromozémov. Takéto sondy
generuju vzory fluorescenénych signalov na kazdom chromozéme daného rastlinného druhu.
Signaly FISH v tomto pripade tvoria na kazdom chromozome unikatny ,.Ciarovy kod®, ¢o
umoziuje identifikaciu vSetkych chromozomov v karyotype. Tato stratégia sa Uspesne
preukézala u zemiakov (Braz et al., 2018), ryze (Liu et al., 2020) cukrove;j trstiny (Meng et al.,
2020), alebo kukurice (Braz et al, 2020) a bola pouzita tiez v tejto praci.

V ramci predkladanej Studie boli testované dve Specifické oligo-mal'ovacie sondy,
sonda R (Cervena) obsahujtica 18 667 oligonukleotidov a sonda G (zelend) obsahujuca 19 917
oligonukleotidov. Tieto sondy hybridizovali do 22 Specifickych miest na chromozdémoch
ciceru. Napriek skutocnosti, ze dostupna referencna sekvencia genomu u oboch kultivarov
nedosahuje ani 40 %, bola dostacujiica na navrh dvojfarebnych oligo-sond produkujtcich
unikatny vzor fluorescen¢nych signalov na kazdom z 6smych cicerovych chromozémov. Po
prevedeni FISH u kultivaru Desi aj Kabuli boli uspesne identifikované jednotlivé chromozomy
s vynimkou chromozomu G a E. Ich ¢iarovy kdd, tvoreny fluorescenénymi signdlmi R-G oligo-
mal'ovacieho systému, nebol chromozémovo-Specificky. Z tohto dovodu boli pre identifikaciu
chromozémov vyuzit¢é sondy pre ribozomalnu DNA, ktoré uz boli zamapované
v predchadzajucej stadii od Zatloukalova et al. (2011). Mapovanim chromozémov s R-G oligo-
mal’ovacimi sondami spolu so sondami pre rDNA sa podarilo zostavit’ karyotyp ciceru. Pouzity
oligo-mal'ovaci systém sa tiez preukazal ako dostato¢ne citlivy k odhaleniu chyb v zostave
pseudomolekul, odpovedajucich jednotlivym chromozémom u oboch kultivarov.

V tejto praci bola pozorovana modifikacia signalov navrhnutych sond medzi kultivarmi

Desi a Kabuli, konkrétne u chromozoémov B a D. Chromozom B u kultivaru Desi niesol o dva
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signaly zelenej sondy viac ako rovnaky chromozém u typu Kabuli a naopak, chromozém D
u kultivaru Desi obsahoval o dva signaly sondy G menej, ako odpovedajuci chromozém
v kultivare Kabuli. Téato skuto¢nost naznacovala translokiciu casti dlhého ramena
chromozému B a kratkeho ramena chromozému D medzi kultivarmi. Hypotézu o translokécii
podporovali aj vysledky merani absolGtnych dizok jednotlivych chromozémov oboch
kultivarov. Chromozdém D u kultivaru Desi je submetacentricky, zatial’ co rovnaky chromozom
u kultivaru Kabuli je metacentrického typu. Chromozém B u Desi je naopak vacsi v porovnani
s rovnakym chromozomom u Kabuli. Na zéklade predpokladov prestavby karyotypu bola
navrhnuta d’alSia oligo-mal'ovacia sonda, Specificka pre predpokladant translokovanu oblast’
na chromozoéme D. Vysledky oligo-malovania chromozémov s vyuzitim tejto sondy, spolu s R-
G oligo-malovacim syst¢émom pedpokladanu translokaciu potvrdili. Tato prestavba karyotypu
by mohla suvisiet’ s vyvojom druhu, pretoze je zname, ze oba kultivary zdielaji spolocny
povod, avsak typ Kabuli bol vyvinuty z typu Desi cielenou selekciou semien (Gil et Cubero,
1993). Uz predchadzajiace stadie priniesli dokazy o tom, ze oligo-mal'ovanie chromozémov,
vyuzivajuce dvojfarebny systém sond, moéze identifikovat Strukturalne chromozomalne
aberacie, ako su delécie, duplikacie, inverzie ¢i translokacie, na zdklade vzajomnej vzdialenosti
a existencie fluorescenénych signalov sond. Napriklad Simonikova et al. (2019) v §tadii na
bananovniku, dokdzali pomocou dvojfarebnych celochromozémovych oligo-malovacich sond,
identifikovat’ translokdciu dlhého ramena chromozému 3 a dlhého ramena chromozému 1
u Musa balbisiana (B geném). Braz et al., 2018 zas demonsStrovali vyuzitie oligo-mal'ovacich
sond vytvarajucich unikdtny chromozomalny vzor, na odhalenie interchromozomalnej
translokacie chromozomalnych segmentov udruhov Solanum etuberosum a Solanum
caripense. V studii od Meng et al. (2018) bol dvojfarebny oligo-malovaci systém pouzity
k demonstracii  preskupenia segmentov chromozomov medzi  Sacharum spontaneum
a pribuznym ¢irokom. Oligo-malovanie chromozomov sa preukdzalo ako citlivd metdda na
odhalenie chromozomalnych aberacii rovnako medzi r6znymi liniami kukurice (Albert et al.,
2018; Braz et al., 2020).

Fluorescencnd in situ hybridizdcia vyuzivajica oligo-malovacie sondy modze byt
kombinovéa so sondami na baze repeticii alebo BAC klonov, ¢o prispieva k detailnejSej analyze
karyotypu (Albert ef al., 2018). Navyse identifikacia chromozoémov metddou oligo-malovania
nebola doteraz u ciceru pouzita. Z tychto dovodov bolo d’alsim cielom predkladanej prace
mapovanie, v minulosti uz lokalizovanych, sond Specifickych pre rDNA gény, telomericku
repeticiu a vybraté BAC klony. Lokalizacia génu pre 5S rDNA spolu s R-G oligo-malovacim

systétmom umoznila jednozna¢nu identifikaciu vSetkych chromozomov v karyotype oboch
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kultivarov ciceru. Sonda pre 5S rDNA hybridizovala na chromozém B a G, ¢o je v stilade so
Studiou od VIacilova et al. (2002), kde bola FISH prevedena na triedenych chromozémoch. So
sondou pre 45S rDNA hybridizovali 2 pary chromozomov - A a B, napriek tomu, ze iba
chromozém A nesie viditel'ny satelit. Tato skutocnost’ by mohla suvisiet’ s evolucnym vyvojom
druhu, pretoze 45S rDNA gény st vysoko evolucne konzervované. Ako uz bolo spomenuté,
progenitorom kultivovaného Cicer arietinum je divoky predok Cicer reticulatum, u ktorého
boli pozorované az dva pary satelitnych chromozémov (Ohri et Pal, 1991). Dal§im dévodom,
preco bolo v tejto praci vizualizovanych viac lokusov pre 45S rDNA, mdze byt pouZitie nizSej
stringencie - 70%, pri ktorej st hybridiza¢né podmienky niZsie. T4to hodnota stringencie bola
zvolend, pretoze sa preukdzala ako optimalna pre hybridizaciu pouzitych oligo-mal'ovacich
sond.

Dalej bola mapovana telomericka repeticia typu Arabidopsis. Rovnako ako v praci
Zatlouklova et al. (2011), aj v tejto Studii bola teloméra lokalizovana na koncoch vsetkych
chromozémov a intenzivne signaly boli pozorované na chromozémoch A a B. Zatloukalova
et al. (2011) vo svojej Studii tiez pripravili parcidlnu kniznicu BAC klonov a niekol’ko z nich
uspeSne mapovali na chromozémy kultivaru Desi. V predkladanej praci boli z pripravenej
kniznice vybraté 4 BAC klony (14M02, SE3, 11K07, 10I13) a spolu s R-G oligo-mal'ovacim
systémom boli mapované na chromozémy kultivaru Desi aj Kabuli s rovnakymi vysledkami.
Vsetky Styri BAC klony sa preukazali ako chromozémovo Specifické pre chromozomy B, F,
E, A apotvrdili tak spolahlivii identifikdciu chromozémov pomocou oligo-malovacieho
systému.

Nakoniec boli sekvencie Specifickych oligo-malovacich sond po navrhu na
chromozémy kultivaru Desi spétne podrobené in silico analyze. Poc¢itaCova analyza ukazala
detailny vzor oligo-mal'ovacich sond na zostavenych pseudomolekulach, odpovedajucich
jednotlivych chromozémom u oboch kultivarov. Bolo mozné spojit’ in silico analyzu sekvencii
oligo-sond s ich cytogenetickym mapovanim pomocou FISH, na zéklade ¢oho boli potvrdené

opacné orientacie pseudomolekul alebo chyby v ich zostave.
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7 ZAVER

V predkladanej praci bol analyzovany karyotyp dvoch hospodarsky vyznamnych
kultivarov ciceru baranieho - Desi a Kabuli. Primarnym ciel'om bolo identifikovat’ jednotlivé
chromozémy v karyotype novou metddou oligo-mal'ovania chromozomov. Za tymto ucelom
boli vyuzité dvojfarebné oligo-malovacie sondy R (Cervend) a G (zelend). Po pevedeni FISH
poskytovali oligo-malovacie sondy na chromozémoch oboch kultivarov unikatny vzor
fluorescen¢nych signalov, ¢o umoznilo ich identifikaciu. Vynimkou bol par chromozémov E
a G, u ktorych fluorescencny signal sond nebol chromozémovo-specificky. K jednoznacnej
diferenciécii tychto chromozémov sa ako uinny nastroj ukazalo mapovanie génov pre 5S
rDNA.

Z dovodu vyuzitia techniky, ktor4 doteraz u ciceru nebola pouzita, bolo d’alsim cielom
prace cytogenetické mapovanie v minulosti uz zamapovanych sekvencii - telomerickej repeticie
typu Arabidopsis, 45S tDNA a vybratych BAC klonov. Lokalizacia spominanych sekvencii
bola v sulade s vysledkami predchadzajucich stadii a potvrdila spolahlivost’ identifikacie
jednotlivych chromozémov pomocou oligo-mal'ovacieho systému.

Oligo-malovanie chromozémov s vyuzitim dvojfarebnych sond sa u ciceru tiez
preukézalo ako dostatocne citlivé k odhaleniu translokacie ¢asti chromozémov vramci druhu.
Po porovnani vysledkov cytogenetickej analyzy s in silico navrhom oligo-sond, boli odhalené
chyby v orientdcii i zostave referencnych pseudomolekul, odpovedajticich jednotlivym

chromozdémom v karyotype oboch kultivarov ciceru baranieho.
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