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od klasického modelu Watsona a Cricka. Studium konformacnich vlastnosti trinukleoti-
dovych opakovani ptispiva k poznani mechanismu jejich expanze v genomech.
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Uvod

Potieba u¢innéjsi analyzy vysoce komplexnich genomi rostlin a Zivocicht, predstavo-
vana Casto genomovymi projekty, vede k zavadéni stale novych sofistikovanych metod
umoznujicich sledovat genomy jako celek a v §irSich souvislostech, pfedevsim evoluc-
nich. Zde bude pojednano o neékterych modernich technikach pouzivanych v nasi labora-
tofi pfi studiu struktury a evoluce pohlavnich chromosomi rostlin, které jsou vsak pouzi-
telné obecné pii studiu genom rostlin. Jedna se o (i) konstrukei a vyuziti BAC knihoven
a dale techniky fyzikalniho mapovani genomt pomoci (ii) FISH s vyuzitim BAC kloni
a (ii1) lokalizaci genti pomoci PCR na tfidénych chromosomech.

Rostlinné BAC knihovny

Pilifem soucasné stukturni genomiky je existence systémti umozinujicich klonovani
dlouhych fragmenti DNA. Patii sem jednak kosmidové vektory dovolujici klonovat
fragmenty o délce desitek kb, jednak vektory typu YAC (yeast artificial chromosome),
BAC (bacterial artificial chromosome) a PAC (Pl-derived artificial chromosome)
s fragmenty o velikosti stovek kb. V soucasné dob¢ se staly klonovacim systémem prvni
volby vektory typu BAC (Schizuya et al. 1992), vyznacujici se oproti difive pouzivanym
vektorim YAC fadou vyhod vyssi stabilitou inzertu, nizkym chimerismem, snadnéjsi
manipulaci. VétSina soucasnych genomovych projektii je na bazi BAC knihoven. Zaklad-
ni kroky pfi konstrukei a vyuziti rostlinnych BAC knihoven jsme popsali diive (Kejnov-
sky 2000). BAC klony umoziuji studovat organizaci sekvenci DNA v $ir§im kontextu,
napt. geny s jejich regulacnimi oblastmi. Lze izolovat ¢asto dlouhé intaktni elementy,
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napf. retroelementy. Studium celych shlukli tandemovych repetici v dlouhych tsecich
muze vypovidat o mechanismech jejich evoluce.

V nas$i laboratofi jsme konstruovali ¢astecnou BAC knihovnu Silene latifolia. Byly
pouzity samci rostliny obsahujici pohlavni chromosomy X a Y. Pti konstrukei knihovny
je kritickym faktorem integrita izolované genomové DNA. Osvédéila se nam izolace
DNA z jader v agarosovych bloccich, v nichz byla DNA rovnéz Stépena restriktasami.
Restrikéni fragmenty byly extrahovany z agarosy elektroeluci a ligovany s vektorem
pBeloBACI11. Alternativni pfistup izolace DNA pomoci §tépeni agarosy enzymem gela-
sou vedl k niz§im délkam klonovanych fragmentii, coz bylo zifejmée zpiisobeno tvorbou
zlomid v DNA béhem taveni agarosy pii vyssi teploté. Zjistili jsme také, ze DNA musi byt
ligovéana s vektorem bezprostfedné po jeji izolaci z agarosy, aby nedochézelo k jeji de-
gradaci v roztoku. Analyza klontt BAC knihovny spocivala pfedevsim ve stanoveni délky
inzertd pomoci pulzni elektroforézy. Priimérna délka inzertti nasi knihovny byla 125 kb,
coz v ptipadé rostlinné BAC knihovny svéd¢i o jeji dobré kvalite.

Skrining BAC knihovny

Jednotlivé BAC klony byly uspofadany na membrany pomoci robotu (spoluprace s dr.
Macasem, UMBR, Ceské Budg&jovice) a poté byl proveden skrining klondi riiznymi son-
dami pomoci metody hybridizace bakterialnich kolonii (colony hybridisation). Byly pou-
zity sondy s cilem najit BAC klony obsahujici geny (sondou byla cDNA), retroelementy
(sondou byla sekvence DNA kodujici konzervativni doménu reversni transkriptasy)
a sekvence specifické nebo akumulované na pohlavnich chromosomech X a'Y (hybridi-
zujici s DOP-X nebo DOP-Y sondami, nebo silnéji se sam¢i nez se sami¢i genomovou
DNA). Sondy DOP-X a DOP-Y byly ptfipraveny pomoci DOP PCR (degenerate oligo-
nucleotide- primed PCR) na tfidénych chromosomech X (spoluprace s doc. J. Dolezelem,
UEB, Olomouc) a na mikrodisektovanych chromosomech Y (spoluprace s doc. J. Rube-
sem, VUVL, Brno).

Testovali jsme rovnéz pouzitelnost techniky DNA microarrays pro skrining BAC kni-
hovny (spoluprace s prof. Heslop-Harrisonem, Norwich, UK). Pomoci souprav (Oiagen
a Machery Nagel) byla izolovana BAC DNA paralelné vzdy po 96 vzorcich. BAC DNA
byla robotem nati$téna na specialné upravena skla a provedena FISH. Vypovédni hodnota
a reprodukovatelnost vysledka ziskanych technikou DNA mikroarrays byla v nasich ex-
perimentech niz§i ve srovnani s hybridizacemi bakterialnich kolonii.

FISH s pouzitim BAC kloni (BAC-FISH)

Soucasné studie ukazuji, ze BAC klony jsou také nad€jnymi nastroji fyzikalniho ma-
povani genomil pomoci FISH (fluorescencni in situ hybridizace) umoziujici piimou vi-
zualizaci distribuce sekvenci DNA v chromosomech. U rostlin totiz, na rozdil od zZivoci-
chil, neni FISH se sondami krat§imi nez 10 kb (jedine¢né sekvence) dostatecné spolehli-
va. To si vynutilo pouziti delSich sond. Nedavné prace ukazaly pouzitelnost BAC klont
obsahujicich 40 - 100 kb inzerty pro lokalizaci unikatnich sekvenci u rostlin pomoci FISH
(Lapitan et al. 1997). Repetitivni sekvence DNA casto pritomné v BAC klonech mohou
byt suprimovany béhem hybridizace, coz umozni detekci jedinecnych sekvenci. Tuto
metodu — ,,BAC-FISH* — 1ze pouzit nejen k lokalizaci genti na chromosomech, ale i k po-
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rovnani jejich potadi na chromosomech u pfibuznych druhti (Zweig et al. 1998). Protoze
je poradi genll na chromosomech casto konzervovano (tzv. syntenie ¢i kolinearita), mo-
hou byt sondy vytvofené z jednoho druhu pouzity u druhu jiného. To mize urychlit ma-
povani genomd, obzvlasté tehdy, pokud jsou pouzity BAC klony z druhu s malym geno-
mem, napt. ryze, k identifikaci homologickych oblasti ptibuzného druhu s velkym geno-
mem, napf. pSenice a jeCmen (Keller a Feuillet 2000).

Nase BAC-FISH experimenty ukazaly, Ze zna¢na ¢ast testovanych BAC klonti ,,malo-
vala® celé chromosomy, ziejmé v disledku pfitomnosti repetici obsazenych v téchto BAC
klonech a vysoké homogenizace sekvenci DNA v rostlinnych genomech ve srovnani s ge-
nomy zivo¢ichll (Schmidt a Heslop-Harrison 1998). Druhou nejpocetnéjsi skupinu BAC
kloni tvofily ty, které hybridizovaly do subtelomerickych oblasti vSech chromosomt.
Zde se nachazeji i tandemové repetice popsané diive v nasi laboratofi (Biizek ef al. 1997).
Jiné BAC klony naopak hybridizovaly podél celych chromosomt s vyjimkou centromer
a koncti chromosomutl. N¢kolik kloni obsahovalo 45S rDNA a hybridizovalo do mist
rDNA klastrti. Podafilo se ziskat i BAC klony davajici diskrétni FISH signaly na pohlav-
nich chromosomech. Zde se nabizi moznost jejich vyuziti jako markerti k identifikaci
homologického paru autosomti u hermafroditickych druhti rodu Silene, které nemaji po-
hlavni chromosomy (ale maji stejny pocet chromosomil), a testovat hypotézu vzniku po-
hlavnich chromosomt z paru autosomii. Dva BAC klony hybridizovaly piednostné na
chromosomem Y. Jejich analyza vedla k izolaci repetitivnich sekvenci akumulovanych na
chromosomu Y. Amplifikace sekvenci DNA v nerekombinujicich oblastech chromoso-
mu Y ziejmé predstavuje hlavni mechanismus jeho zvétSovani v porovnani s autosomy.

Lokalizace genii pomoci PCR na tfidénych chromosomech

K lokalizaci gent na chromosomech lze pouzit jak genetické tak fyzikalni techniky.
U genetickych metod neni lokalizace v pfipadé pohlavnich chromosomil jednoznacna,
nebot’ nelze rozlisit mezi jejich lokalizaci na autosomech a v pseudoautosomalni oblasti
pohlavnich chromosomi. Fyzikalni techniky zahrnuji in sifu hybridizaci a PCR na tiidé-
nych nebo mikrodisektovanych chromosomech. In situ hybridizace u rostlin vSak neni
dostate¢né spolehliva pro mapovani kratkych sekvenci DNA, tedy i gend, a mikrodisekce
je prili§ pracna a vede k ziskani pouze malého poétu chromosomi. PCR na tfidénych
chromosomech tak predstavuje vysoce citlivou a spolehlivou metodu lokalizace gent ¢i
jinych sekvenci DNA (Macas et al. 1993).

V nasi laboratofi vyuzivame uvedenou techniku k lokalizaci genti na pohlavnich
chromosomech Silene latifolia. Ttidéni pohlavnich chromosomil pomoci priatokové cyto-
metrie u S. latifolia je umoznéno podstatnymi rozdily ve velikostech pohlavnich chromo-
somu a autosomd, kde pohlavni chromosomy jsou ptiblizné dvojnasobné oproti autoso-
miim, a chromosom Y je 1,4 x vétsi nez chromosom X. Cistotu tfidénych frakci jsme
sledovali tak, ze paralelené s tfidénim chromosomi do zkumavek na PCR byly chromo-
somy tfidény také na podlozni skla a provadéna FISH se sondou specifickou pro auto-
somy, ¢imz se stanovila mira kontaminace pohlavnich chromosomi autosomy. S cilem
zvysit Cistotu frakcei jsme provadéli biparametrické tfidéni, kdy jsme soucasné sledovali
obsah DNA adélku chromosomil anavic jsme provadéli resorting. Takto tiidéné
chromosomy jsme pouzivali jako templat pro PCR k ptimé lokalizaci gent. Po urci-
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tych modifikacich PCR vedoucich k vyssi citlivosti jsme byli schopni ziskat specificky
PCR produkt jiz pti pouziti pouhych 5 chromosomd. Zjistili jsme, Ze geny specificky
exprimované v sam¢ich pohlavnich organech se nachazeji jak na pohlavnich chromoso-
mech, tak ina autosomech (Kejnovsky ef al. 2001). Dale jsme prokazali duplikativni
ptenos homeotického rostlinného genu na chromosom Y u S. latifolia (Matsunaga et al.

2003).
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Uvod

Pienos signaltl zalozeny na zménach cytosolické koncentrace Ca”" je dobfe popsan
v zivo¢isnych (Bootman ef al. 2001) i v rostlinnych butikach (Sanders et al. 1999). Akti-
vitou enzymu signalnich drah vznikaji v buiice molekuly druhych posld, napt. D-myo-ino-
sitol 1,4,5-trisfosfat (InsPs), ktery pak otevira specifické iontové kanaly pro Ca*" a zvysu-
je tak koncentraci Ca®" v cytosolu, ktera dale ovliviiuje enzymy v signalni kaskadg.

Pro in vitro studium iontovych kanaléi pro Ca>" na rekonstituovanych membranovych
vaccich existuje nékolik principialné odlisnych metod. Relativné jednoducha provedenim
a nendro¢na na vybaveni je filtratni radiometrickd metoda (Brosnan a Sanders 1990), kde
je v odebiranych vzorcich reakéni smési méfen obsah *’Ca*" uvnité rekonstituovanych
membranovych vacki. Velkou nevyhodou tohoto uspotradani je jeho diskontinualita, ktera

195


mailto:martinec@ueb.cas.cz

