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SOUHRN

Travy (Poaceae) ptredstavuji jednu z nejvyznamnéjsich ¢eledi kvetoucich rostlin
na Zemi. Vytvarirozsahla spolecenstva, kterd jsou dominantni slozkou luk a pastvin. Tyto
porosty maji velky agronomicky vyznam, nebot' jsou hlavnim zdrojem potravy
hospodatskych zvitat. Mezi zastupce ¢eledi Poaceae patii kostiava (Festuca L.) a jilek
(Lolium L.), jejichz kiizenim vznikaji hybridi nazyvani Festulolium. Slechténi téchto
hybridnich forem je ale komplikovano nestandardnim chovanim chromozomt b&éhem
meiodzy, které nasledné narusuje spravny pribeh celého procesu. Cilem této bakalarské
prace bylo objasnit zptisob parovani chromozomtl v metafazi prvniho meiotického déleni

u vybranych zastupci Festulolium.

Teoreticka ¢ast prace je vénovana vyznamu ¢eledi Poaceae a charakterizaci rodu
kostfava a jilek se zamétenim na jejich kiizence. Proces hybridizace je v této problematice
klicovy, a proto je vysvétlen v dalsi kapitole spolecné s polyploidizaci, ktera tento jev
provazi. Nasledné¢ je popsana mei6za u rostlin, v éem je u polyploidi vzniklych
hybridizaci jina, a predev§im v ¢em se li$i u studovanych rostlin. Zavér teoretické ¢asti je
vénovan metodé fluorescencni in situ hybridizace (FISH), ktera byla ve vyzkumu

uplatnéna.

Experimentalni cast prace se zabyvd cytogenetickou analyzou parovani
chromozomi. V experimentu byl pouzit kultivar Lueur, ktery vznikl syntetickym
kfizenim mezi hybridy FgFg'LmLm a FgFg'LmLm. Vysledky potvrzuji hypotézu, ze
chovani chromozomui neni zcela ndhodné a pravdépodobné u téchto hybridi existuje
preference pro homologni parovani. Na studovanych rostlinach byla také pozorovana
tvorba univalentii (I) a zejména bivalentt (II), ktera vyrazné pievysSovala pocty trivalentt
(IIT) nebo kvadrivalentti (IV). U bivalentii byl navic analyzovan zptisob parovani, ktery

je dvojiho typu.

Tyto vysledky ptispivaji k pochopeni principu meidzy u mezidruhovych hybrida
Festulolium. Jedinci, ktefi vykazovali pfednostni homeologni parovani budou pouZiti
v dal$im experimentu, ktery bude mit za cil popsat systém, ktery je odpovédny za chovani

chromozom v pribehu meidzy U mezidruhového kiizence Festulolium.



SUMMARY

Grasses (Poaceae) are one of the most important family of flowering plans in the
world. They create an extensive fellowships which represent a dominant part of meadows
and pastures. These growths have a huge agronomic signifikance because they provide

a fodder for livestock Its member are also fescues (Festuca L.) and ryegrass (Lolium L.).
Crossing between these two genus leads to creation of hybrids which are called
Festulolium. However, the breeding of the Festulolium hybrids is coplicated by
non-standard behavior of chromosomes during meiosis. This behavior disturbs a proper
running of the entire process. The aim of this bachelor theses is to clarify a manner
of pairing chromosomes during metaphase | of the first meiotic division in chosen

representatives of Festulolium.

Theoretical part of the thesis is dedicated to an importance of Poaceae family and
characterization of the genus fescues and ryegrass and especially to their hybrids. Process
of a hybridization is very important and therefore it is described in following chapter
together with a polyploidization which accompanies it. After that there is a description of
plant meiosis, its difference at polyploids which were made by hybridization and
especially at hybrids which are studied in this theses. At the end of the theoretical part
there is described a mothod of fluorescent in situ hybridization (FISH) which was used in

this experimet.

An experimental part is dealing with a cytogenetic analysis of pairing
chromosomes. In this experiment there was used a cultivar Lueur which was made by
a synthetic hybridization between hybrids FgFg'LmLm and FgFg'LmLm. Results
confirm a hypothesis that behavior of chromosomes is not completely random and
a preference for homologous pairing probably does exist. At studied plants there was
as well observed creation of univalents (1) and especially bivalents (I1) which significantly
exceeded the number of trivalents (111) and quadrivalents (IV). At quadrivalents there

ware also analyzed a forms of pairing which are occured in two types.

The results contibute to the understanding principle of meiosis at interspecific
hybrids Festulolium. Individuals which preferred homeologous pairing will be used
in following experiment whose aim is to clarify a systém which is responsible for the

behavior of chromosoms during meiosis in interspecific hybrids of Festulolium.
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1 UVOD

Poaceae je jednou z agronomicky nejvyznamnégjSich ¢eledi na celém svéte. Do této
skupiny patii i dva vyznamné travni rody, kterymi jsou kostfava a jilek (Soreng et al.,
2015). Tyto travy, v ptirod¢ prevladajici nad ostatnimi, piedstavuji vyznamnou slozku
krmiva pro hospodaiska zvifata a jsou Casto pouzivany pro zatravnéni sportovist’ nebo

zahrad (Kopecky et al., 2008a).

Momentalné zije na svété asi 7,6 miliard lidi a toto Cislo stale stoupa (Peacock, 2018).
Cilem dnes$niho zemédé&lstvi je péstovat nejenom kvalitnéjsi plodiny, které by byly odolné
vuci rychle se ménicimu klimatu, ale musi také aby zajistily dostatek vyzivy (Robertson
et Swinton, 2005; Ghesquiere et al., 2010). Mezi intenzivné studované rostliny patii i
travy rodi kostfav a jilkd, jejichZ cilenym Slechténim se usiluje o vytvoreni kiizencii s €O
nejlepsi kombinaci vlastnosti. Vysledkem takového procesu jsou pak hybridi souhrnné
nazyvani Festulolium, ktefi jsou pro zefektivnéni pfenosu pozadovanych vlastnosti
intenzivné studovani ve védeckych centrech po celém svété (Kopecky et al., 2008a).
Slechténi téchto hybridnich forem je ale znaéné komplikovano nestandardnim parovanim
chromozomu v priabéhu meidzy a castym vznikem sterilniho potomstva nevhodného pro

dalsi studium (Jauhar, 1975).

Vysledky experimentii potvrzuji, Ze neobvyklé chovani chromozomi neni zcela
nahodné. Otazkou stale zistava, zda pfi¢inou nendhodného parovani homologl
je benevolentni kontrolni systém, ktery nerozliSuje rozdily mezi chromozomy, anebo
se zde vyskytuje podobny geneticky podminény mechanismus, jaky je znam naptiklad
u pSenice (Triticum L.) (Kopecky et al., 2008b). Pochopeni procesi, které stoji za

prubéhem meidzy, by zna¢né usnadnilo §lechténi hybridnich forem Festulolium.


https://esajournals.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Robertson%2C+G+Philip
https://esajournals.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Swinton%2C+Scott+M

2 CILE PRACE

Cilem této bakalaiské prace bylo analyzovat parovani metafaznich chromozomi
Vv priibéhu prvniho meiotického déleni u mezidruhového kiizence Festulolium metodou

genomov¢ in situ hybridizace (GISH) a vypracovat literarni resersi dané problematiky.



3 LITERARNI PREHLED
3.1 Vyznam ¢eledi lipnicovité (Poaceae)

Experiment byl proveden na hybridnich jedincich dvou vyznamnych zéstupcti trav
z ¢eledi Poaceae, konkrétné na kostravé (Festuca L.) a jilku (Lolium L.). Do této ¢eledi
patii také pSenice (Triticum L.), je¢men (Hordeum L.), oves (Avena L.), Zito (Secale L.)
a jiné obiloviny, coz ji déla agronomicky vyznamnou na celém svéts. V Ceské republice
je témet 40 % zemédelské plochy vyuzito pro péstovani travy, zatimco ve Spojeném
kralovstvi to je asi 75 % (Cernoch et al., 2003). Casto slouzi jako pastviny nebo zdroj
krmiva pro dobytek (Kopecky et al., 2008a).

Mezi pievladajici travni druhy patii ptibuzné rody jilku (Lolium L.) a kostfavy
(Festuca L.) (Kopecky et al., 2008a). Po¢et chromozomt u zastupcti rodu kostfava
se pohybuje od diploidni sady (2n=2x=14) az po dodekaploidni (2n=10x=70). Na druhou
stranu, u rodu jilek se vyskytuji pouze diploidni zastupci (2n=2x=14) (Morgan et al.,
2001).

3.1.1 Charakteristika rodu kestiava (Festuca L.)

Kostfava je jednim z nejpocetnéjSich rodu trav z Celedi Poaceae (Martinez-
Sagarra et al., 2017). Jedna se o vytrvalé byliny zahrnujici pfiblizné 600 druhy (Watson
et al, 1992; Czaban et al., 2015). Taxonomie celého rodu je pomérné komplikovana
a nejednotna, jelikoz nékteré druhy si jsou morfologicky hodné podobné (Martinez-
Sagarra et al, 2017). Vyskytuji se pfevazné v mirném pasu nebo
ve vysokohorskych oblastech, kde se jedna hlavné o endemické druhy. Jsou to
oboupohlavné rostliny, jejichz kvétenstvi je typu lata. PraSniky dorustaji do velikosti
0,46 mm a nachazi se mezi dvéma pluchami (Watson et al., 1992). Kostiavy maji vysoce
vyvinuty kofenovy systém a schopnost regenerace, diky cemuz jsou schopny ptezivat
1 na méné kvalitnich pidach a odolavat riiznym biotickym a abiotickym faktortim,
kterymi je tfeba sucho nebo chlad (Kopecky et al., 2009; Czaban et al., 2015). Jsou
pestovany piedevsim pro jejich vysokou krmnou hodnotu, déle jako okrasny travnik na
zahrady nebo pro zatravnéni sportovist’ (Watson et al., 1992; Martinez-Sagarra et al.,
2017).

Mezi nejvyznamnéjsi zastupce rodu Festuca patii napiiklad F. pratensis Huds.
(kostfava lu¢ni), F. mairei St.-Yves (kostiava atlasska), F. gigantea (L.) Vill (kostfava

obrovska) nebo F. arundinacea Schreb. (kostrava rakosovita) (Banfi et al., 2017).
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Festuca arundinacea var. glaucescens Boiss. (syn. F. a. subsp. fenas Lag. Bornm.)

Allotetraploidni Festuca arundinacea var. glaucescens (2n=4x=28, FeFgFg 'Fg")
je viceleta trava trsnatého vzristu dosahujici vysky okolo 50 cm. Cepele jejich listi jsou
uzké tmavé zelené a na dotek drsné. V textu je dale uvadéna jako F. glaucescens

(Obrazek 1).

Obrazek 1: Festuca arundinacea var. glaucescens.

3.1.2 Charakteristika rodu jilek (Lolium L.)

Jilek je dal$im vyznamnym rodem trav z ¢eledi Poaceae, ktery zahrnuje 10 druhi
(Czaban et al., 2015). Pavodné se tyto rostliny vyskytovaly v Severni Americe, Eurasii
a severni Africe, ale postupem ¢asu byly rozsiteny do celého svéta. Mezi jilky nalezneme
jak jednoleté, tak 1 vytrvalé druhy. Doristaji do vysky 10-130 cm. Maji oboupohlavné
kvéty s kvétenstvim typu klasek. Prasniky dosahujici velikosti 1,3—4,5 mm jsou ulozeny
mezi dvéma pluchami. K jejich vyznamnym vlastnostem patii pfedevsim rychly rust.
Jilky maji také velkou nutricni hodnotu a jsou velice chutné, proto patii mezi hospodatsky
vyznamné druhy (Kopecky et al., 2009; Czaban et al., 2015). Nevyhodou je, ze jsou
citlivé na bioticky a abioticky stres (Kopecky et al., 2006). Vyuzivaji se také pro

zatravnéni sportovnich ploch a zahrad (Watson et al., 1992).



Do tohoto rodu je naptiklad fazen L. perenne L. (jilek vytrvaly), L. apenninum De
Not. (kostiava apeninska), L. giganteum L. (jilek obrovsky) a nejznaméjsi L. multiflorum

Lam. (jilek mnohokvéty).
Lolium multiflorum Lam.

V experimentu byl t pouzit jilek mnohokvéty, resp. jeho synteticky autotetraploid
(2n=4x=28, LmLmLmLm) (Obrazek 2). Jedna se o trsnatou asi 30-50 cm vysokou travu.
Ve srovnani s F. glaucescens ma svétle zelené Siroké listy, které jsou na povrchu
zebrované. Kvétenstvi je ve formé piimého zplostélého lichoklasu, ktery dosahuje vysky

az 100 cm. Pluchy jsou zakonceny typickou osinou (Morgan et al., 2001).

=

Obrazek 2: Lolium multiflorum Lam (ptevzato z www.keyserver.lucidcentral.org).

3.2 Mezidruhovy hybrid Festulolium

Jilky a kosttavy jsou diky svym vlastnostem a taxonomické ptibuznosti vyuzivany
pro Slechténi mezidruhovych hybrid nazyvanych Festulolium. Tyto dva pfibuzné rody
jsou unikatni v tom, Ze i ptes svou odliSnou genomickou konstituci hybridizuji neobvykle
snadno, a tak dochazi k interspecifickému parovani chromozomii a nasledné rekombinaci
(Humphreys, 1988; Morgan et al., 2001; Zwierzykowski et al., 2008). Vznikli jedinci
poté mohou nést uzitecné vlastnosti obou rodicovskych druhti, kterymi jsou napiiklad

vysoka odolnost proti biotickym a abiotickym faktorim (znak kostfavy) ¢i rychly rast


http://www.keyserver.lucidcentral.org/

(znak jilku). Této skuteCnosti se hojn¢ vyuziva pii Slechténi (Kopecky et al., 2005).
Porozuméni afinitnimu chovani chromozomi béhem meidzy by usnadnilo pfeneseni genti

mezi zastupci téchto dvou rodu trav pomoci zpétného kiizeni (Morgan et al., 2001).

Pti cileném Slechténi hybridnich forem Festulolium byva zavaznou komplikaci
sterilita. Asi pted 30 lety byly v umélych podminkach ziskany prvni fertilni kultivary
Prior a EImet (Kopecky et al., 2006). Tyto vylepSené travni odrudy vytvotfené v Evropé
byly nasledovany vznikem dal§ich v Americe. Konkrétné velmi urodnym kultivarem je
Kenhy, diky kterému zapocCaly programy, jejichz cilem bylo péstovat dal$i hybridy
Festulolium (Kopecky et al., 2008a). Pfi kiiZzeni je vétSinou vyuzivano kombinace mezi
jilkem mnohokvétym a né€kterym zastupcem rodu kostiavy (Ghesquiere et al., 2010).
Piikladem je velka skupina hybrida mezi L. multiflorum (2x) a F. arundinacea (6x) nebo
kultivary vzniklé reciprokym kiizenim mezi tetraploidnimi hybridy L. multiflorum x F.
pratensis, které maji dobré agronomické vlastnosti a jsou odolné vuci chladu (Kopecky

et al., 2008a).

V Evropské unii byly vSechny hybridni kultivary odvozené od F. arundinacea
(6x) tazeny mezi zastupce rodu kostfavy. V roce 2004 doslo k rozsifeni definice
Festulolim (2004/55/EC) a do této skupiny jsou fazeni vSichni hybridi jakékoliv
kombinace rodu kostiava a jilek bez ohledu na jejich genetickou konstituci (Ghesquiere
et al., 2010).

3.3 Mezidruhova hybridizace a polyploidizace u rostlin

Hybridizace a polyploidizace jsou dva dulezité procesy v evoluci rostlin, které
vedou ke vzniku nové kombinaci genti (Obbard et al., 2006). Piedstavuji také vyznamny
zpusob ziskavani genetické variability uzitkovych rostlin a jejich studium je klicové pro
moderni §lechténi (Soltis et Soltis, 2009).

Hybridizace je dvojiho typu, a to bud’ homoploidni nebo polyploidni (Obrazek 3).
Pokud dojde k hybridizaci bez navySeni ploidie, tedy pokud nasledkem hybridizace
vznikne novy druh, ale nedojde k navySeni po¢tu chromozomi, mluvime o homoploidni
hybridni speciaci (Mallet, 2007). Dochazi k ni po splynuti dvou haploidnich gamet
odlisnych druhtt (Schumer et al., 2014). V rostlinné ti$i je ale hybridizace castéji
doprovazena polyploidizaci, béhem které dochazi ke znasobeni poctu chromozomu.

V jadie buiky se tak vyskytuji vice nez dvé zékladni chromozomové sady (Madlung,
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2013). Vyzkumy v poslednich letech ukazuji, Ze polyploidizace se pravdépodobné
vyskytovala v evoluci vsech krytosemennych rostlin. Druhy, které se dnes jevi jako
diploidni, prosly procesem nazyvanym diploidizace, jez je doprovazen celou fadou
strukturnich chromozomovych zmén, a piedevS§im sniZzenim poctu chromozomui

(Stebbins, 1940).

Kihara a Oho (1926) rozdélili polyploidii na dva druhy, autopolyploidii
a allopolyploidii. Autopolyploidie se vyskytuje napiiklad u brambor nebo bananu a jde
0 navyseni poétu sad chromozomi stejného puvodu, k ¢emuz dojde bud’ splynutim
neredukovanych gamet stejného druhu nebo zvySenim chromozomovych sad
u diploidniho jednice. Zatimco allopolyploidie je hybridizace mezi nejméné dvéma
ptibuznymi druhy a jejim vysledkem jsou sady chromozomi odlisného pivodu (Soltis et
Soltis, 2009). Chromozomy v ramci jednoho allopolyploidniho jedince jsou ozna¢ovany
jako homeologni. Opakem jsou chromozomy homologni, jejichZ piivod je stejny (Hamant
et al., 2006).

oo X oo = oo Homoploidni hybridni druh

B E * B = BE BEE Allopolyploid

o o o o o = o o O O .
Autopolyploid

Obrazek 3: Schématické znazornéni homoploidni hybridizace a polyploidizace
reprezentovano jednim parem chromozomi kazdého rodice (pfevzato a upraveno z Soltis
et Soltis, 2009).

Legenda: Zluty chromozom — druh A, modry chromozom — druh B



Proces hybridizace je velmi ¢asto provazen cytologickymi a genetickymi rozdily
mezi jedinci, které vedou k nesprdvnému pribéhu meidzy. To je zplsobeno
nepravidelnym parovanim chromozomti béhem metafaze prvniho meiotického déleni,
¢imz vznikaji univalenty nebo multivalenty (Ramsey et Schemske, 1998; Sattler et al.,
2016). Nasledkem tohoto procesu je vytvoteni aneuploidnich gamet a sterilita potomstva
(Ramsey et Schemske, 1998; Kopecky et al., 2018).

3.3.1 VyuZziti polyploidie v zemédélstvi

Jak uz bylo zminéno vyse, polyploidie sehrala vyznamnou roli v evoluci rostlin
(Obbard et al., 2006; Soltis et Soltis, 2009). V zeméd¢€lstvi se ale vyuziva jevu, ktery
polyploidizaci doprovazi a tim je tzv. ,,gigas efekt®, kdy je navyseni poc¢tu chromozomu
spojeno se zvétsenim velikosti bungk a tim i celkového vzristu polyploidniho jedince
oproti diploidnimu (Levin, 1983; Ramsey et Schemske 1998). V n¢kterych piipadech se
nemusi jednat o celé rostliny, ale pouze 0 jejich jednotlivé organy, kterymi mohou byt
naptiklad kofeny, listy nebo plody. Pokud jde o celkovy vzrist, tak polyploidi jsou spise
VyS8i neZ robustnéjsi, maji velka semena a kvéty (te Beest et al. 2012; Sattler et al., 2016).
Se zvétSenim velikosti souvisi také prodlouzeni replikace, coz vede ke zpomaleni
metabolismu, krats$i dobé rtstu a tendenci kvést pozdéji nebo delsi dobu (Comai 2005; te
Beest et al. 2012). Dalsi vyznamnou a ve Slechténi vyuzivanou vlastnosti polyploidie je
heter6ze neboli hybridni vitalita. Po kiizeni dvou geneticky odlisSnych genotypti 1ze v F1
generaci pozorovat jedince svy$$i hodnotou daného znaku ve srovnani s rodici.
Heterozni efekt se u kiizencl projevuje rychlym rastem jednotlivych organti, vetsi
plodnosti, vynosem a odolnosti v neptiznivém prostiedi v porovnani s rodici (te Beest et

al. 2012; Madlung, 2013; Sattler et al., 2016).

3.4 Meiéza u rostlin

Meidza je vysoce konzervativni proces v ramci eukaryotickych bungk, ktery hraje
klicovou roli v bunééném cyklu vSech pohlavné se rozmnoZujicich organism.
Vysledkem meiozy jsou, na rozdil od mitdzy, ¢tyfi haploidni butiky. Ty vznikaji dvéma
po sobé nasledujicimi délenimi (Hamant et al., 2006), kdy v prvnim dojde k rozdéleni
homolognich chromozoml k opacnym pélim buiky a ve druhém se oddé€li sesterské

chromatidy (Kleckner, 1996).
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Pied samotnou meidzou se nejdiive replikuje DNA. Poté nasleduje profaze I jako
prvni faze meidzy, jez se déli na leptotene, zygotene, pachytene, diplotene a diakinezi.
Béhem leptotene duplikované chromozomy vypadaji jako dlouha tenka vlakna, ktera
zaCinaji kondenzovat (Dawe, 1998; Mercier et al., 2015; Snustad et Simmons, 2017).
V zygotene se k sob¢ za¢nou piikladat homologické chromozomy a je zahajena synapse
a tvorba synaptonemalniho komplexu (Naranjo, 2015; Snustad et Simmons, 2017).
Nasleduje pachytene, b&éhem které uz jsou dokonceny synapse homolognich
chromozomu. Vytvati se bivalenty, jez jsou tvofeny dvéma chromozomy, z nichz kazdy
ma dvé sesterské chromatidy. Chromozomy jsou kratké a kondenzované (Caryl et al.,
2003; Mercier et al., 2015; Naranjo, 2015). V pachytene také zacina crossing-over
vedouci k rekombinaci genetického materialu mezi sparovanymi chromozomy (Naranjo,
2015; Snustad et Simmons, 2017). Poté nasleduje diplotene, kdy se od sebe chromozomy
pomalu oddaluji a spojeny zustavaji pouze v blastech nazyvanych chiasmata (Naranjo,
2015) V diakinezi uz jsou chromozomy zietelné pozorovatelné, pohybuji se smérem
k ekvatorialni rovin€ a nastava terminalizace chiazmat. Profaze I kon¢i rozpadem jaderné

membrany a jadérka (Mercier et al, 2015).

Dalsi fazi je metafaze |, béhem které se bivalenty po rozpadu jaderné membrany
setadi v oblasti ekvatorialni roviny oznacované jako metafazni desticka (Mercier et al.,
2015). Bivalenty jsou tvofeny dvéma homolognimi chromozomy, které jsou spojeny
pomoci proteinu kohezinu drziciho sesterské chromatidy pohromadé (Nasmyth, 2001).
Tato faze je velmi dilezita, protoze musi dojit ke spravnému sefazeni bivalentl
do metafazni desticky. Bivalenty se mohou vyskytovat ve dvou formach, které jsou
nazyvany rod a ring. Jejich rozdil spo¢iva v poétu a umisténi chiasmat, jez se tvofi
Vv terminalnich oblastech chromozomui. Chromozomy, které jsou spojeny na jednom konci
vytvareji rod bivalenty. Druhou moznosti jsou ring bivalenty, které tvoii chiasmata na
obou svych termindlnich koncich. Tvorba ring bivalentl je dilezitd pro rovnomérné
rozdéleni k opaénym p6lim buiiky a minimalizovani tvorby non-disjunkce (Gairdner et
Darlington, 1931). Dalsi podminkou je spravné sefazeni, které umoziiuje navazani
déliciho vieténka do oblasti kinetochoru, coz hraje klicovou roli v rovnomérném
rozdéleni chromozomi (Wagenaar, 1960). V piipadé, Zze se v délici bunce vyskytuji
univalenty nebo multivalenty, tak je tento proces naruSen a chromozomy mohou byt

rozdé¢leny nespravng (Gairdner et Darlington, 1931; Dawe, 1998).
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V anafazi I jsou od sebe uvolnény homologni chromozomy (Mercier et al., 2015).
V oblasti centromér se nachazeji kinetochory, na které se vazou delici vieténka zajist'ujici
rozchod chromozomti kK opa¢nym polim. Tim dochézi k nahodnému, ale rovnomérnému
rozdéleni mezi dcetfiné bunky (Dawe, 1998; Nasmyth, 2001). Béhem telofaze I
chromozomy dekondenzuji a poté plynule piechazeji do profaze II. Dochazi k
opétovnému kondenzovani chromozomu a nasledné se v metafazi Il chromozomy setadi
v oblasti dvou metafaznich desticek. V anafazi II se sesterské chromatidy oddéli
a vznikne tetrada, kdy kazdé jadro obsahuje haploidni sadu chromozomu (Caryl et al.,
2003; Mercier et al., 2015). Na zavér meiozy se béhem telofaze I formuji Ctyfi jadra
(Mercier et al., 2015).

3.4.1 Meiéza u polyploida

Polyploidie u rostlin zpiisobuje odlisné chovani chromozomu v prabéhu meiozy,
nebot’ mize dochazet k parovani mezi vice jak dvéma chromozomy (Dawe, 1998;
Mercier et al., 2015). Rostliny proto maji vyvinuté systémy, kterymi tyto potize
piekonavaji. Jejich spoleCnym cilem je stabilizovat genom, ptibliZit se diploidnimu stavu

a obnovit formovani bivalenta (Mercier et al., 2015).

U autopolyploidii se vyskytuji vice nez dvé sady stejnych chromozomi a tyto
homologni chromozomy se mezi sebou mohou parovat se stejnou pravdépodobnosti.
Nasledné¢ mize dochédzet ke vzniku multivalentii, coz zptusobuje problémy pii tvorbé
jak chromozomy homologni, tak homeologni (Mercier et al., 2015). Allopolyploidni
druhy proto musi mit mechanismus, diky kterému bude pfednostné dochazet k synapsi
a crossing-overu mezi homolognimi chromosomy. Tento proces je v mnoha ptipadech
geneticky podminény. Piikladem muze byt hexaploidni pSenice u které byl nalezen lokus
Phl1 (Pairing homoeologous I) potlacujici parovani homeolognich chromozomu (Sears
and Okamoto, 1958; Martin et al., 2017).

3.4.2 Meiéza u mezidruhového hybrida Festulolium

KfiZzenci kostfav a jilkii jsou jedinecni diky své schopnosti se parovat
a rekombinovat v metafazi prvniho meiotického déleni, a to i pfesto, Ze jsou od sebe
fylogeneticky vzdaleni (Kopecky et al., 2008b). Na rozdil od obecného pravidla se spolu
kostfavy a jilky paruji homeologné¢ s takovou cetnosti, kterd je témer srovnatelna
s Cetnosti homologniho parovani (Kopecky et al., 2008a; 2008b). Béhem parovani

homeologli miize dochazet k rekombinaci, eliminaci chromozomil a vzniku aneuploidi
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nebo k formovani univalentti ¢i multivalentd. Bylo zjisténo, ze hybridi mezi F. pratensis
a L. multiflorum dokonce vytvareji bivalenty a ptesto jsou sterilni, coz zatim nebylo

objasnéno (Kopecky et al., 2008a).

Dalsi vyznamnou otazkou je, zda u hybridi pfevlada homologni parovani nad
homeolognim (Kopecky et al., 2008a). Je ziejmé, Ze homeologni zptuisob neni zcela
nahodny. Bylo zjisténo, ze vliv na tento d¢j mize mit nejenom sekvence DNA, ale také
strukturni aberace chromozomi. Zalezi i na tom, jaké moznosti vybéru maji parujici
se chromozomy. V piitomnosti homolognich a homeolognich chromozomu existuje mala
preference pro homologni parovani. Pokud moznost vybéru neni, tak je parovani zcela
nahodné. Dlivod tohoto chovani neni znamy. Jednou z moZnosti je benevolentni kontrolni

systém, ktery ptehlizi rozdily mezi chromozomy (Kopecky et al., 2008b).

Bylo pozorovéano, Ze pii parovani chromozomi existuji rozdily ve vzijemné
afinit€ jednotlivych genomd, kterd se hodnoti na zdklad€ mnoZstvi heterolognich spojeni.
Napfiklad triploidni hybrid L. multiflorum x F. pratensis (LmLmFp) tvofi trivalenty
mnohem castéji, nez triploidni hybrid L. multiflorum x F. glaucescens (LmLmFQ)
(Kosmala et al., 2006). Tudiz se da piedpokladat, ze L. multiflorum ma vétsi afinitu k F.

pratensis nez k F. glaucescens (Kopecky et al., 2008a).

3.5 Insitu hybridizace

In situ hybridizace (ISH) je molekularné-cytogeneticka metoda, ktera se vyuziva
pii studiu dédicné informace. S jeji pomoci je mozné identifikovat a charakterizovat
jednotlivé chromozomy, sledovat jejich chovani béhem meidézy nebo mitdzy, ale také
studovat evoluci karyotypt (Schwarzacher et Heslop-Harrison, 2000). Zakladnim
principem je hybridizace na zakladé komplementarity part bazi (Schwarzacher et al.,
2000; Younis, 2015). Tato metoda ma ale i fadu nevyhod, mezi které patii napiiklad

Spatna reprodukovatelnost vysledki nebo jeji citlivost (Younis, 2015).

Pro hybridizaci se vyuzivaji znacené sondy neboli proby. Jednd se o uméle
pfipraveny Usek DNA nebo RNA, ktery je komplementarni k vybrané sekvenci.
Po denaturaci sondy spolecné s cilovou DNA dochazi k jejimu nasednuti na zakladé
komplementarity part bazi. Diky tomu, Ze je sonda znacend je mozné ji po hybridizaci

snadno a rychle detekovat (Schwarzacher et Heslop-Harrison, 2000).
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V Sedesatych letech minulého stoleti byly pouzivany sondy znacené pomoci
radioaktivnich izotopl. Dnes uz ale prevlada Casové méné narocné, a predevsim
pouziti fluorochromi se metoda nazyva fluorescencni in situ hybridizace (FISH).
Vyhodou fluorescencniho barveni je moznost pouziti vice sond znacenych riiznymi
fluorochromy a nasledné simultanni detekce vétsiho mnozstvi cilovych sekvenci (Younis,

2015).

Fluorescen¢ni barviva mohou byt vazand na sondu dvéma zpusoby, a to bud’
pfimo, nebo nepiimo. Vyhodou nepfimého znaceni je moZnost amplifikace signalu. UZiti
piimo vazanych fluorescencnich barviv na sondy je jednodussi a rychlejsi ve srovnani
S nepfimym znacenim sondy, kdy je potteba sondy znacit pomoci antigenti. Piikladem
antigenu je digoxigenin nebo biotin (vitamin H), ktery je detekovan pomoci konjugatu
protilatka-fluorochrom (Younis, 2015). Protilatkou digoxigeninu je anti-digoxigenin
nesouci fluorochrom FITC (fluorescein isothiokyanat). V piipadé biotinu se jako
protilatka pouziva biotinylovany streptavidin a znaci se napiiklad pomoci Cy3 (cyanin 3)

(Schwarzacher et Heslop-Harrison, 2000; Younis, 2015).

3.5.1 Typy in situ hybridizace

3.5.1.1 Genomova in situ hybridizace

Genomova in situ hybridizace (GISH) je modifikaci fluorescen¢ni in situ
hybridizace a ma nejvetsi vyuziti pti studiu mezidruhovych hybridd. Tato velmi oblibena
metoda je pfimou vizudlni analyzou genomi hybridii, pomoci které je mozné rozlisit
jejich odlisny ptvod, ziskat informace o evoluci chromozomi nebo studovat parovani

chromozomu v pribéhu meidzy (Silva et Souza, 2013).

Principem GISH je hybridizace sondy, kterd je vytvofena z genomové DNA
jednoho organismu na genomovou DNA jiného organismu. Z divodu zvySené
pravdépodobnosti vzajemné homologie mezi pfibuznymi druhy je u GISH dileZité tzv.
blokovaci DNA. Ta reprezentuje neznafeny genom jednoho z rodi¢i a zabranuje
nespecifickému navazani fluorescenéné znacené sondy (Silva et Souza, 2013) (Obrazek
4).
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Obrazek 4: Schéma genomové in situ hybridizace (GISH).

3.5.1.2 Dalsi typy fluorescencn

PRINS — primed in situ

i in situ hybridizace

labeling je jednou z modifikaci fluorescen¢ni in situ

hybridizace, ktera je zaloZzena na nasednuti specifickych neznacenych sond

na vlakno chromozomu.

Tyto sondy slouzi jako primery pro in situ elongaci

Vv pfitomnosti pfislusné DNA polymerdzy, kterd vyuzivd znacené nukleotidy

(Hindkjeer et al., 1994). Pouziva se pro rychlé mapovani repetitivnich sekvenci
DNA (Kubalakova et al., 1997).

3D-FISH - tato varianta spociva v provedeni FISH na 3D jadie nebo

chromozomech. Je potfeba dodrzet dvé zakladni podminky, kterymi jsou zaprvé

zachovani chromatinu v nativnim uspofddani a zadruhé umoznit sondam ptistup

do jadra. Vyuziva se pro studium ptesné organizace chromozomu nebo lokalizace

specifické sekvence. Detekce néasledné probihd pomoci specializovanych

programu a konfokalniho mikroskopu (Solovei et al., 2010).
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3.5.2

Fiber FISH — je zalozena na fluorescencni in situ hybridizaci na vlaknech DNA.
Jako sondy jsou vyuzivany uméle ptipravené klony z chromozomi bakterii nebo
kvasinek. Cilovda DNA je rozeznana pomoci fluorescencnich signalti jevicich
se jako fetézec koralkd. Mezi jeji vyhody patii vysoké rozlisSeni (1 kb—1 Mbp)
a rozsahlé mapovani DNA, jez nachazeji uplatnéni zejména v molekularni

patologii pfi studiu genetickych onemocnéni (Rijke et al., 2000).

Piiprava sond pro in situ hybridizaci

Nick translace — je vhodna pro znaceni velkych usekit DNA, mezi které patii
napiiklad genomova DNA. Pomoci DNézy I vznikaji na kazdém vlakné DNA
ndhodné zafezy (tzv. nicky). Nasledné polymeraza [ ze zafez(i odstranuje
nukleotidy a na jejich misto komplementarné zacleiuje nukleotidy znacené
(Schwarzacher et Heslop-Harrison, 2000).

PCR labeling — tato technika se vyuziva pro amplifikaci a sou¢asné zna¢eni DNA,
proto vychozim materialem miize byt i jeji malé mnozstvi. Enzymem této reakce
je Taq polymeraza. PCR labeling probiha v né¢kolika po sobé jdoucich cyklech
skladajicich se z denaturace DNA, navazani primert a syntézy nového useku
vlakna pomoci smési znaCenych a neznaCenych nukleotidu (Schwarzacher et
Heslop-Harrison, 2000).

Random primer labeling — je technika, ktera je na rozdil od nick translace vhodna
pro mensi useky DNA. Pouziva se jednovlaknova DNA, jejiz nové vlakno
se syntetizuje pomoci Klenow enzymu v ptitomnosti znacenych a neznacenych
nukleotidi. Primer na templdtovou DNA nasedd na néhodnych pozicich
a produkty této reakce jsou jak znacend DNA vldkna (nové syntetizované vlakno),
tak i nezna¢ena (templatova ssDNA) (Schwarzacher et Heslop-Harrison, 2000).
End labeling — se pouziva pro znaceni kratkych fragmentt (kratsi jak 100 bp), u
kterych neni vhodna nick translace nebo random primer labeling. Principem
reakce je syntéza 3" konce vlakna pomoci terminalni deoxynucleotidyl transferazy
(TdT) a DNA polymerazy, ktera ptidava nukleotidy. Pouziva se smés znacenych
i nezna¢enych nukleotidi nebo pouze nukleotidy znacené (Schwarzacher et
Heslop-Harrison, 2000).
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4 MATERIAL A METODY

4.1

411

Material

Rostlinny material

V experimentu byl pouzit interspecificky hybrid Festulolium, konkrétn¢ kultivar
Lueur. Ktizenim rostlin allopolyploidniho druhu kostfavy (F. glaucescens,
2n=28) se syntetickym tetraploidnim druhem jilku (L. multiflorum, 2n=28) byla
vytvoiena F1 generace mezidruhovych hybrida FgFg'LmLm (2n=28). Tyto
rostliny byly nasledné kiizeny mezi sebou, ¢imz wvznikla F2 generace

mezidruhovych hybridl nazyvana Lueur.

L. multiflorum F. glaucescens

X
(2n=4x=28, LmLmLmLm) (2n=4x=28; FgFgFg'Fg’)

F1 hybridi
(2n=4x=28; FgFg'LmLm)

Intercross

F2 hybridi

(2n=4x=28; rtizné slozeni)

Obrazek 5: Schéma znazornujici mezidruhové kiizeni mezi L. multiflorum a F.

glaucescens.

4.1.2 Pouzité chemikalie, kity a roztoky

Chemikalie

100% Formamid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 295876)

99,8% Ethanol (Lach-ner, s.r.o., kat. ¢. 20025-A96)

35% Kyselina chlorovodikova (HCI) (Lach-ner, s.r.0., kat. ¢. 10033-A25)

99,8% Kyselina octova (Lach-ner, s.r.o., kat. ¢. 10047-A80)
Anti-Digoxigenin-Fluorescein, Fab fragments 200 pg-ml(Roche Diagnostics
GmbH, kat. ¢. 11207741910)

Blokovaci ¢inidlo (Amersham Biosciences, kat. ¢. 11096176001)
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e Dextran sulfat sodna stl (SERVA Elcetrophoresis GmbH, kat. ¢. 18706)

e DIG-Nick Translation Mix (Roche Diagnostics GmbH, kat. ¢. 11 745 816 910)
e Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 03620)
e Hydroxid sodny (NaOH) (Lach-ner, s.r.o0., kat. ¢. 10006-AP2)

e Chlorid sodny (NaCl) (Lach-ner, s.r.o0., kat. ¢. 30093-AP0)

e Imerzni olej (Olympus, kat. ¢. 1.04699)

e Karmin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. C1022)

e Kiyselina citronova monohydrat (Penta, s.r.o., kat. ¢. 18830-31000)

e Invisorb Spin Plant Mini Kit (Invitek GmbH, kat. ¢. 1037100300)

e Octan sodny (Sigma-Aldrich, kat. ¢. S2889)

e Redestilovana voda

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

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

Kity
e NucleoSpin® Plant II (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG., Némecko; kat. ¢.
11912262)

Roztoky a jejich ptiprava

1% acetokarmin

e 10 g karminu rozpustit v 1 1 45% kyseliny octové. Uchovavat pii laboratorni
teploté.
1% blokovaci pufr

e Navazit 0,5 g blokovaciho ¢inidla a rozpoustét v 50 ml 4x SSC + Tween 20 jednu

hodinu pti 70 °C. Autoklavovat a skladovat pti —20 °C.

50% dextran sulfat

e 25 g dextran sulfatu rozpustit za mirného zahtati v 5 ml redestilované vody.
Uchovavat pti —20 °C.
0,5 mol-1* EDTA (pH 8,0)

e Navazit 18,61 g EDTA a rozpustit v 80 ml redestilované vody. Upravit pH na 8,0
piiddnim NaOH. Vyautokldvovat a uchovavat pfi laboratorni teplot¢.

Fixazni roztok Carnoy |

e Smichat 99,8% ethanol a 99,7% kyselinu octovou v poméru 3:1.

18


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c1022?lang=en&region=CZ
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/s2889?lang=en&region=CZ

45% kyselina octova

e Pro pfipravu 50 ml smichat 22,5 ml zasobniho roztoku 99,7% kyseliny octové
a 27,4 ml redestilovana vody.
20x SSC

e Navazit 175,3 g 3 mol-1* NaCl a 88,2 g 0,3 mol-I"! dihydrétu citronanu sodného
a rozpustit v ¢asti redestilované vody a nasledné doplnit redestilovanou vodou
na 1 I. Upravit pH na 7,0, prefiltrovat a autoklavovat 25 min. Uchovavat
pfi laboratorni teploté.

2x SSC

e 100 ml zasobniho roztoku 20x SSC doplnit do 1000 ml redestilovanou vodou.
Upravit pH na 7,0 (0,1 mol-1* HCI nebo 0,1 mol-I* NaOH), vyautoklavovat a
uchovavat pfi laboratorni teplot¢.

3 mol-1"* Octan sodny (pH 5,2)

e 40,82 g octanu sodného rozpustit ve 100 ml redestilované vody a upravit pH

na 5,2 koncentrovanou kyselinou octovou. Uchovavat pii 4 °C.

TE (Tris-EDTA) pufr (pH 8,0)
e Smichat 1 ml 1 M Tris-HCI s 200 ul 0,5 M EDTA a doplnit do 100 ml

redestilovanou vodou. Upravit pH na 8,0 a vyautokldvovat. Uchovavat pti 4 °C.
4.1.3 Pristroje a zarizeni

e Biologicky termostat, BT 120 (Laboratorni piistroje Praha, CR)
e Centrifuga Prism R (Labnet, Edison, USA)
e Digestot Merci M (Merci s.r.o., Brno, CR)
e Fluorescen¢ni mikroskop AX70 (Olympus, Tokio, Japonsko)
e Hybridiza¢ni komirka SM30 (Boekel Scientific Inc., Feasterville, USA)
e Homogenizaéni oscila¢ni mlyn MM 301 (Retsch, Némecko)
e Lyofilizator Jouan Heto DRYWINNER Trigon-plus (Ri¢any u Prahy, Ceska
Republika)
e PCR Termocycler PTC 200 (MJ Research Inc., Waltham, USA)
e Kamera SensiCam 12 Bit Cooled Imaging (PCO CCD Imaging, Némecko)
e Spektrofotometr NanoDrop ND-100 UV/VIS (NanoDrop Technologies, USA)
e Stolni mikrocentrifuga, MiniStar silverline (VWR, Pensylvania USA)
e Svételny mikroskop CX31 (Olympus, Tokio, Japonsko)
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e Termocycler PTC 100 (Mj Research Inc., Waltham, USA)

e Termostat BT 120 (LABO-MS spol. s.r.o., Ceska republika)

e Tiepacka Reax TOP (Heidoph, Némecko)

e Vodni lazen SUB6 (Grant Instruments Ltd., Cambridge, Velka Britanie)

e Vyrobnik ledové tfist¢ Scotsman MF26 Ice Flaker (Scotsman Ice Systems,
Ipswich, Velka Britanie)

4.2 Metodika

Experimentalni cast bakalafské prace byla realizovana v Centru strukturni

a funkéni genomiky rostlin Ustavu experimentalni botaniky AV CR, v.v.i. v Olomouci.
4.2.1 Odbér prasniki

Z kazdé pokusné rostliny byl v dob¢ kvétenstvi odsttizen klas a nasledné vybirany
prasniky vhodné pro studium meidzy. Pomoci preparacni jehly a skalpelu byla z prasniki
pod lupou odstranéna plucha a pluska. Jeden, ndhodné vybrany prasnik, byl pouZit
pro piipravu roztlakového preparatu za ucelem potvrzeni vybrané faze meidzy. PraSnik
byl umistén na ethanolem oc¢isténé podloZni sklo, obarven 2% acetokarminem a pomoci
paratka a ziletky roztlaen ptes kryci sklicko. Takto pfipraveny preparat byl pozorovan
ve svételném mikroskopu pii zvétSeni 20X a 40x. V pripadé nalezeni prasniku ve vhodné
fazi nasledovalo odebrani dvou zbyvajicich prasnikii z kvétu, které byly vloZzeny do 1 ml
fixazniho roztoku ptipraveného do fadn¢ popsanych 1,5ml zkumavek. Na zavér byly

vzorky inkubovany v termostatu 1 tyden pti 37 °C a uchovavany v mrazaku.

4.2.2 Priprava roztlakovych preparati metafaznich chromozomu

Odebrané prasniky byly vyjmuty z fixazniho roztoku a barveny 2 hodiny
ve 2% acetokarminu. Nésledovalo pieneseni na dikladné ociSténé podlozni sklo,
zakapnuti 45% Kkyselinou octovou a piekryti krycim skliCkem. Po kratkém oZihani
nad plamenem doslo k okamzitému roztlaCeni pomoci paratka a ziletky, ¢imz se
chromozomy uvolnily z cytoplazmy. Fixace byla dokonéena vloZzenim preparatu krycim
sklickem doli na suchy led (CO2 v pevném skupenstvi) po dobu minimalné 1 hodiny.
Po inkubaci doslo k odstranéni kryciho sklicka za pomoci ziletky. Nasledné byl preparat
umistén na 1 minutu do kyvety se 45% kyselinou octovou pii pokojové teploté poté
se 45% kyselinou octovou zahiatou na 50 °C. Na zavér byla kyveta s preparaty umisténa
na 3 minuty do ptredehraté vodni 1azné. Po vyjmuti doslo k vysuseni preparatti v digestofi
a uloZeni ve tmé pti pokojové teploté po dobu maximalné 1 mésice.
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4.2.3 1Izolace celogenomové DNA

Jako rostlinny material pro izolaci DNA byly pouzity listy F. glaucescens nebo

L. multiflorum, které byly nastithany do zkumavek a umistény na minimaln¢ 24 hodin

do lyofilizatoru. Nésledovala homogenizace vzorku za pomoci tfepani se sklenénymi

kulickami v homogeniza¢nim oscilaénim mlynku. Genomova DNA (gDNA) byla

izolovana pomoci NucleoSpin Plant II kitu od filmy Machrey-Nagel dle daného

protokolu:

1.

Lyze homogenatu

Homogenat byl pfenesen do nové zkumavky a nasledovalo piipipetovani 400 pl
Lyza¢niho Pufru PL1 a 10 ul RNasy A. Poté doSlo k promichdni za pomoci
vortexu a vzorek byl inkubovan ve vodni lazni ptedehiaté na 65 °C po dobu 30

minut.

Filtrace lyzaéniho roztoku

Do nové zkumavky byl umistén NucleoSpin fitr a na jeho povrch byl nanesen
lyza¢ni roztok. Po pteneseni zkumavky do centrifugy, probihala filtrace po dobu
dvou minut pfi 11, 000 x g. Nasledovalo odstranéni peletu a dale se pracovalo

pouze se vzniklym supernatantem.

Navazani DNA

K filtratu bylo pfidano 450 ul DNA vazebného pufru PC a opatrnym pievracenim
doslo k promichani. Po umisténi NucleoSpin fitru do nové zkumavky bylo na jeho
povrch pfeneseno maximalné 700 pl vzorku. Nasledovala filtrace pomoci
centrifugy nastavené na 11, 000 x g po dobu 1 minuty. Filtrat byl odstranén a

NucleoSpin fitr umistén do nové mikrozkumavky.

Promyvani

Na NucleoSpin fitr bylo nejdtive pfidano 400 ul promyvaciho pufru PW1 a poté
probihala centrifugace 1 minutu pii 11 000 x g. Po odstranéni filtratu nasledovalo
aplikovani 700 pl promyvaciho pufru PW2 a centrifugovani pti 11,000 x ¢
po dobu 1 minuty. Poté opét doslo k odstranéni filtratu, pfipipetovani 200 pl
promyvaciho pufru PW2 a centrifugovani pii 11, 000 x g po dobu 2 minut.
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5. Eluce
NucleoSpin fitr byl pfenesen do nové 1,5ml zkumavky a pievrstven
50 pl elu¢niho pufru PE predehiatého na 65 °C. Nasledovala inkubace pfi stejné
teploté, ktera trvala 5 minut. Timto krokem doslo k rozpusténi DNA a vzorek byl
nejdiive centrifugovan 1 minutu pii 11, 000 x g. Poté bylo aplikovano dalsich

50 ul eluéniho pufru PE (65 °C) a centrifugace se opakovala.
4.2.4 Meéreni Cistoty a koncentrace DNA

Cistota a koncentrace gDNA byla méfena pomoci spektrofotometru typu
NanoDrop. Po odcisténi pfistroje se nejdiive nanesla redestilovana H>O a prob¢hla
kalibrace. Poté doslo k méfeni vzorku a pokud koncentrace DNA nepiesahovala

75 ng-ml?, izolace byla provedena znova. Vzorky se uchovavaly v mrazicim boxu.

4.2.5 Priprava fluorescen¢né znacenych sond

Celogenomova sonda znaena metodou nick translace se ptipravovala
z vyizolované gDNA druhu F. glaucescens. K vypoc¢tenému mnozstvi gDNA
a redestilované vody (Vypocet 1) byly ptidany 4 pl Nick translaéniho mixu. Nasledovala
inkubace smési po dobu 120 minut vtermocycleru pii teplot¢ 15 °C.
Po inkubaci doslo k zastaveni reakce ptidanim 1 ul 0,5 mol-1" EDTA (pH 8,0). Poté byla

sonda vracena na 10 minut do termocycleru zahiatého na 65 °C.

Vypocet 1: Vypocet objemu gDNA na zéklad¢ zmétené koncentrace.

1000
koncentrace vzorku DNA

Vpna=

VH20= 16 — VDNnA

4.2.6 Priprava blokovaci DNA

Do 2ml mikrozkumavky bylo napipetovano 400 pul gDNA druhu L. multiflorum
a ptidano 16 ul 10 mol-I"* NaOH. Mikrozkumavka s piipravenym roztokem byla vafena
45 minut v hrnci s vodou, ¢imz doslo k nastipani gDNA na fragmenty o velikosti
200-500 bp. Po piidani 400 ul 3 mol-1* octanu sodného (pH 5,2), 800 ul 99,8% ethanolu
byla smé&s vloZena do mrazdku nastavené¢ho na -80 °C na 30 minut. Nasledovala
centrifugace smési pii -4 °C a 14 000 rpm po dobu 30 minut. Vznikly supernatant byl

pomoci pipety odstranén a pelet dvakrat dehydratovan v 1 ml 70% ethanolu. Po Uplném
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vysuseni zbytkového ethanolu bylo ptidano 60 pl TE pufru, ve kterém doslo k rozpusténi

peletu. Blokovaci DNA se uchovévala pti -20 °C.
4.2.7 Genomova in situ hybridizace

Genomova in situ hybridizace (GISH) byla provadéna na pfipravenych
roztlakovych prepardtech metafaznich chromozomti mezidruhového kiizence

Festulolium kultivaru Lueur vzdy podle stejného protokolu.

Na podloZni sklo s fixovanymi chromozomy bylo naneseno 20 pl hybridiza¢ni
smési. Hybridiza¢ni smés obsahovala 16 pl 87% hybridiza¢niho premixu (viz Tabulka 1),
2 ul blokovaci DNA ptipravené z gDNA druhu L. multiflorum a 2 pl fluorescenéné
znac¢ené sondy z gDNA druhu F. glaucescens. Nasledovalo piekryti preparatu krycim
sklickem a denaturace pii 80 °C po dobu 3 minut. Na zavér byly preparaty preneseny
do hybridiza¢ni komirky a inkubovany ve tmé ptiblizné¢ 16 hodin pfi 37 °C. Druhy den
bylo odstranéno kryci sklicko pomoci stticky s redestilovanou vodou a nasledovalo
ponofeni preparatu do 2xSSC po dobu 10 minut. Poté byl preparat n¢kolikrat promyt

redestilovanou vodou a vysusen jemnym pieklapénim po papirovém ubrousku.

Tabulka 1: Slozky pouzité na ptipravu 1 ml 87% hybridiza¢niho premixu.

] Objem pouzitych Koncentrace Vysledna
Reagencie
reagencii [pl] zasobniho roztoku koncentrace
SSC 25 20x 0,5x
Dextran sulfat 200 50% 10%
Formamid 500 100% 50%
Redestilovana voda 275 - -

Hybridizovana sonda byla detekovana pomoci Anti-DIG-FITC konjugatu, kdy
30 pl smési, tvofené 29,4 pl 1% blokovaciho pufru a 0,6 pl znacené protilatky, bylo
napipetovano na preparat a prekryto krycim sklem. Nasledovala inkubace ve tmé& po dobu
90-120 minut v hybridiza¢ni komtrce nastavené na 37 °C. Poté se z preparatu pomoci
stficky s redestilovanou vodou smylo kryci sklicko a preparat byl oplachnut
redestilovanou vodou a vysusen pomoci ubrousku. Poslednim krokem pied
mikroskopovanim bylo naneseni 15 pl DAPI a piekryti krycim sklickem. Takto

ptipravené preparaty se uchovavaly Vv lednicce.
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Pro zlepseni kvality FISH byly vybrané preparaty pred nanesenim hybridiza¢niho
mixu postfixovany. Nejdiive doslo k ponofeni sklicek do 2x SSC po dobu 2x5 minut.
Nasledovalo pifeneseni preparatd na 10 minut do 4% formaldehydu a 3x promyti
ve 2xSSC po dobu 4 minut. Na zavér probéhla dehydratace preparatu pomoci 70, 90
a 100% ethanolu, kdy kazdy krok trval 2 minuty. Po vysuSeni se sklicka ukladala ve tmé

pti pokojové teploté.
4.2.8 Mikroskopovani

Hybridizovana sklicka byla pozorovana pomoci fluorescen¢niho mikroskopu typu
Olympus AX70. Na povrch kryciho sklicka se kapatkem ptidal imerzni ole;j.
Po umisténi preparatu na kiizovy stolek mikroskopu nasledovalo nastaveni zvétSeni 65X
a filtr pro DAPI z diivodu usnadnéni hledani metafazi. CCD kamera zprostfedkovavala
pfenos obrazu pozorovaného V okularech na monitor pocitace, kde Vv programu
Microlmage doSlo k nasnimani. Nejdiive byla v mikroskopu pozorovana modra
fluorescence (DAPI) a poté zelena (FITC). Snimku reprezentujicimu DAPI barveni
se z divodu odliseni chromozomu piifadila ervena pseudobarva a snimku zobrazujicimu
fluorescenci FITC pak zelena pseudobarva. Na zavér doSlo ke spojeni snimku
do vysledné fotografie, kde bylo mozné¢ pozorovat zelené a Cervené chromozomy

na ¢erném pozadi.
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5 VYSLEDKY

Ve své praci jsem se zabyvala parovanim chromozoml v metafazi prvniho
meiotického déleni (MI) u vybraného kultivaru Festulolium oznacovaného Lueur. Cilem
bylo uréit pocet univalentd (), bivalentd (Il), trivalenttd (I11) a kvadrivalentt (IV)
a nasledné analyzovat, zda dochazi pfednostné¢ k homolognimu nebo homeolognimu
parovani. Kultivar Lueur je tetraploidni hybrid Festulolium (FgFg 'LmLm), ktery ma
celkem 28 chromozomil. Pro analyzu jejich parovani béhem MI bylo pouzito celkem 148
figur z 12 rostlin. Chromozomy znaéeny pomoci metody GISH vykazovaly na snimcich
odli$nou barvu. Chromozomy kostfavy mély zelenou pseudobarvu a chromozomy jilku

cervenou.

Prvnim cilem bylo zjistit, vjakém mnozstvi dochazi ke tvorbé univalent,
bivalentt, trivalentt a kvadrivalenti a zda néktery typ pifevlada nad ostatnimi.
V Tabulce 2 je mozné vidét, ze se ve vSech studovanych rostlinach objevovalo piednostni
parovani ve formé bivalentli nebo tvorba univalentll, zatimco trivalenty a kvadrivalenty
byly pozorovany minimalné. Trivalenty (Obrazek 6) a kvadrivalenty (Obrazek 7)
se vyskytovaly ve 13 (8,8 %) bunkach. Z toho v 7 (4,7%) chromozomovych
konfiguracich byl 1 trivalent a ve 2 (1,3 %) buiikach byly 2 trivalenty. Pramér jejich
vyskytu je roven 0,06 (0-0,24) trivalentd na jednu figuru. Kvadrivalenty byly nalezeny
ve 4 (2,7 %) bunkach, a to vzdy po jednom v kazdé bunice. Jejich pramér je 0,04 (0-0,25)

kvadrivalentl na jednu bunku.

Obrazek 6: Chromozomova konfigurace (7 1 +9 11 + 2 111) s ptikladem trivalentu.
Legenda: Cervené chromozomy — L. multiflorum, zelené chromozomy — F. glaucescens,

cervena Sipka — trivalent.

25



Obrazek 7: Chromozomova konfigurace (14 1 +4 11 + 2 1V) s ptikladem kvadrivalentu.
Legenda: Cervené chromozomy — L. multiflorum, zelené chromozomy — F. glaucescens,

Cervena Sipka — kvadrivalent.

Univalenty (Obrazek 8) byly pozorovany ve 136 (91,9 %) buikach v primérném
poctu od 2,5 do 9,00 na jednu chromozomovou konfiguraci. Nejvyssi poCet univalenta
v jedné buiice odpovidal 19 (12,8 %). V 11 (7,4 %) chromozomovych konfiguracich
se univalenty vibec nenachazely. Celkova prumérna chromozomova konfigurace

pro vSech 12 analyzovanych rostlin byla 6,48 1 +10,6 11 + 0,06 111 + 0,04 IV (Tabulka 2).

Obrazek 8: Chromozomova konfigurace (14 1 +7 I1) s ptiklady univalentt.
Legenda: Cervené chromozomy — L. multiflorum, zelené chromozomy — F. glaucescens,

cervena Sipka — univalent (F. glaucescens), bila sipka — univalent (L. multiflorum).
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Bivalenty (11) ptedstavovaly nej¢astéjsi typ parovani chromozomu. Vyskytovaly
se v primérném poctu od 9,31 do 12,25 na jednu buniku a objevovaly se ve vSech 148
(100 %) analyzovanych konfiguracich. Celkovy prumérny pocet bivalentli na jednu
rostlinu odpovidal 10,6. U 32 (21,6 %) figur bylo pozorovano méné jak 10 bivalenti.
Jejich minimalni pocet v jedné bunice je roven 3, maximalni pak 14 bivalentim (II), coz

bylo pozorovano u 11 (7,4 %) figur.

Tabulka 2: Primérné mnozstvi vSech zpisobt parovani chromozomu kultivaru Lueur v

metafazi [.
Cislo rostliny Potet [ I " IV
konfiguraci
L34 7 7,43+3,49 10,28+1,75 0,00+0,00 0,00+0,00
L45 15 3,87+3,53 12,20+1,56 0,07+0,25 0,00+0,00
L54 17 4,05+1,87 11,59+1,72 0,24+0,55 0,00+0,00
L115 13 9,00+4,47 9,31+2,49 0,00+0,00 0,00+0,00
L116 13 7,00+2,42 10,46+1,22 0,00+0,00 0,00+0,00
L120 8 6,88+3,59 10,13+1,96 0,13+0,30 0,13+0,33
L124 27 8,59+4,18 9,92+1,90 0,00+0,00 0,00+0,00
L133 13 7,77+3,68 9,85+2,38 0,08+0,56 0,08+0,27
L162 7 6,29+2,91 10,86+1,46 0,00+0,00 0,00+0,00
L166 10 8,60+3,47 9,70+1,74 0,00+0,00 0,00+0,00
L169 10 5,80+4,24 10,60+1,96 0,20+0,39 0,00+0,00
L209 8 2,50+0,99 12,25+1,39 0,00+0,00 0,25+0,43
Celkem 148 6,48+1,99 10,60+0,92 0,06+0,08 0,04+0,08
Legenda: | —univalent, Il — bivalent, 11l —trivalent, IV — kvadrivalent.

Celkovy pocet bivalentti u kostiavy a jilku byl téméf shodny. Chromozomy
kostfavy tvotily v priaméru 4,99 (4,37-5,75) a chromozomy jilku 5,17 (4,5-5,75)
bivalenti na jednu konfiguraci (Tabulka 3). V nasem experimentu bylo pozorovano
i zastoupeni dvou zplsobti parovani chromozomu, komkrétné rod a ring (Obrazek 9).
Chromozomy kostiavy i jilku tvotily jak rod bivalenty, tak ring bivalenty v pfiblizné
stejné mife, pfiCemz rod bivalenty mirné pievazovaly nad uspofadanim typu ring
(Tabulka 3). Kostfavové chromozomy tvofily v primérném poctu 2,59 (1,00-4,63) rod
bivalentd a 2,40 (1,13-3,88) ring bivalentd na jednu bunku. V ptipadé jilkovych
chromozomi byl primérny pocet rod bivalentd roven 2,86 (2,00-4,13) a ring bivalentt
2,31 (1,62-4,00) na jednu bunku. Z hodnot uvedenych v Tabulce 3 vyplyva, ze se u

hybridniho parovani mezi kosttavou a jilkem Castéji vyskytovaly rod bivalenty nez ring.
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Jejich primérny pocet na jednu bunku odpovidal 0,3 rod bivalentu a 0,12 ring bivalentu.
V piipad¢ srovnani homologniho a homeologniho parovani se homeologni bivalenty
objevovaly vyrazné¢ mén€, konkrétné¢ 0,42 na jednu bunku. Zatimco kostfavové

chromozomy tvotily homologni bivalenty v po¢tu 4,99 a jilkové 5,17 na jednu buiiku.

Obrazek 9: Chromozomova konfigurace (4 1 +12 1) s piikladem homolognich rod a
ring bivalentd.

Legenda: Cervené chromozomy — L. multiflorum, zelené chromozomy — F. glaucescens,

Cervena Sipka — rod bivalent, bila Sipka — ring bivalent.
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Tabulka 3: Praimérny vyskyt bivalentd u kultivaru Lueur rozdélen na rod a ring zptuisob parovani a jejich celkova primérna hodnota.

Homologni parovani

Homologni parovani

Homeologni parovani

Cislo Fg (Fg’) x Fg (Fg") Lm x Lm FgxLm/Fg xLm

rostliny Celkem Rod Ring Celkem Rod Ring Celkem Rod Ring
L34 529+145 2,71+135 257+150 486+155 243+1,29 243+1,76 0,14+0,26 0,14+0,35 0,00=+0,00
L45 573+1,9 3,40+203 2,33+1,81 573+159 3,73+1,39 2,00+1,27 0,33+0,37 0,20+0,04 0,13+0,35
L54 541+1,74 153+1,09 3,88+1,53 6,00+1,44 2,00+0,84 4,00+1,18 0,24+0,32 0,12+0,32 0,12+0,32
L115 439+1,44 192+1,14 2,46+1,65 461+1,33 2,23+1,04 2,39+1,55 0,31+0,46 0,31+0,61 0,00+0,00
L116 469+1,21 292+1,07 1,77+1,05 554+145 392+0,73 1,62+1,00 0,15+0,39 0,15+0,53 0,00+0,00
L120 488+1,12 2,88+1,05 2,00+1,00 450+1,09 2,38+0,70 2,13+1,36 1,25+0,60 0,87+0,63 0,38+0,47
L124 437+1,38 244+137 193+1,33 500+1,39 2,96+140 2,04+1,20 0,52+0,52 0,30+0,54 0,22+0,50
L133 485+1,74 223+185 262+1,64 477+1,71 2,62+150 2,15+1,88 0,31+0,48 0,23+0,61 0,08+0,27
L162 543+1,22 2,29+0,88 3,14+1,36 528+1,12 2,71+1,03 2,57+1,18 0,14+0,26 0,14+0,35 0,00+0,00
L166 460+1,45 3,10+1,94 150+1,43 510+1,07 290+194 2,20+1,08 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
L169 450+1,73 1,00+1,18 3,50+1,20 490+1,20 2,40+0,80 2,50+1,5 1,2+0,66 0,86+0,66 0,40+0,66
L209 575+2,20 4,63+1,22 1,13+1,45 575+1,90 4,13+1,36 1,63+1,50 0,50+0,56 0,37+0,70 0,13+0,33

Celkem  499+0,49 259+0,90 2,40+0,77 517+0,45 2,86+0,67 2,31+0,59 0,42+0,39 0,30+0,26 0,12+0,14

Legenda: Fg (Fg") — Festuca glaucescens, Lm — Lolium multiflorum.
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DalSim cilem prace bylo urCit vyskyt homologniho a homeologniho péarovani
a zjistit, zda existuje u studovanych rostlin preference pro jeden z uvedenych zpusobu.
Kultivar Lueur je allotetraploid, ktery ma dvé sady chromozomui z kazdé rodicovské
rostliny (FigFg LmLm). Proto ma nahodné vybrany chromozom vétsi pravdépodobnost
sparovani s homeolognim chromozomem nez s homolognim, a to konkrétné¢ v poméru

2:1.

V Tabulce 4 je ale mozné pozorovat vyrazné pievladajici homologni parovani.
Z celkem 148 studovanych bunék se vyskytovalo v primérném poctu 10,16 (67.82 %)
na jednu konfiguraci. Nejmensi pramérny pocet homologniho parovani byl roven 9
a nejvétsi 11,5 na jednu bunku. Naopak homeologni parovani (Obrazek 10) bylo
pozorovano pouze V pocétu 0,47 (0,03 %) na jednu bunku. V piipadé homeologniho
nejveétsi prumérna hodnota odpovidala 1,5 na jednu buriku. Byla nalezena i jedna rostlina,
ve které homeologni parovani nebylo pozorovano vibec. Parovani mezi
kostfavou a jilkem se vyskytovalo nejenom v kvadrivalentech a trivalentech, ale také

v bivalentech.

Obrazek 10: Chromozomova konfigurace (10 I + 9 I1) s piikladem homeologniho
parovani u rod bivalentu.
Legenda: Cervené chromozomy — L. multiflorum, zelené chromozomy — F.

glaucescens, cervena Sipka — homeologni parovani.



Tabulka 4: Primérny vyskyt homologniho a homeologniho parovani u kultivaru Lueur

Homologni parovani  Homeologni parovani

Cislo rostliny

Pocet konfiguraci Fg x Fg'/ Lm x Lm FgxLm/Fg' xLm
L34 7 10,14+1,50 0,14+0,35
L45 15 11,47+1,80 0,40+0,61
L54 17 11,41+1,62 0,52+1,04
L115 13 9,00+1,41 0,30+0,59
L116 13 10,23+1,35 0,15+0,53
L120 8 9,38+1,12 1,13+0,66
L124 27 9,37+0,39 0,52+0,78
L133 13 9,61+1,71 0,38+0,84
L162 7 10,71+1,16 0,29+0,35
L166 10 9,70+1,28 0,00+0,00
L169 10 9,40+1,49 1,50+0,92
L209 8 11,5+2,06 1,25+1,48
Celkem 148 10,16+0,87 0,47+0,46

Legenda: Fg, Fg" — Festuca glaucescens, Lm — Lolium multiflorum



6 DISKUZE

V provedeném  experimentu byl pouzit allotetraploidni ~ Kkultivar  Lueur
(FgFg 'LmLm), ktery je fazen mezi ki'izence kostfav a jilkti znamych jako Festulolium.
Témto hybridnim formam rostlin je pro jejich vlastnosti a nasledné vyuziti vénovana
velka pozornost. Hlavnim cilem S$lechtitelskych programi je neustala snaha vnaset
do genomu hybridnich rostlin nové alely a vytvaret tak odolnéjsi kultivary (Humphreys,
1988; Morgan et al., 2001; Zwierzykowski et al., 2008). Slechténi u polyploida ale
komplikuje nepravidelny prib&h meidzy, béhem kterého ¢asto dochazi k nestandardnimu
parovani chromozomi a tvorbé univalent nebo multivalentti. Vysledkem takového
kiizeni pak byva sterilni jedinec (Jauhar, 1975; Kosmala et al. 2006; Kopecky et al.,
2008b; Zwierzykowski et al., 2008). Tato prace méla piispét k pochopeni systému
parovani chromozomil u mezidruhovych hybridi Festulolium béhem metafiaze prvniho

meiotického déleni pomoci metody genomové in situ hybridizace (GISH).

Byla pozorovana tvorba univalentti (I) a zejména bivalentd (II), ktera vyrazné
pievySovala pocty trivalenti (III) nebo kvadrivalentii (IV). U bivalentii bylo dale
analyzovano, zda béhem parovani dochazi k formovani rod nebo ring typu. Klicovymi
vysledky bylo potvrzeni, ze homologni zpusob parovani vyrazné pievySuje nad
homeolognim. Toto zjisténi potvrzuje hypotézu, ze chovani chromozomut neni zcela
nahodné a pravdépodobné u téchto hybridu existuje preference pro homologni zptisob

parovani (Kopecky et al., 2008Db).

Allotetraploidni hybridi mezi kostfavou a jilkem maji vétSinou 28 chromozomu,
které by se v metafazi prvniho meiotického déleni mély parovat s homolognim
partnerem, a tak vytvofit 14 bivalentt, kdy 7 by vzniklo spojenim chromozomu kosttavy
a 7 bivalent by bylo tvofeno dvéma jilkovymi (Morgan et al., 2001). Z literatury je
znamo, ze kazdy chromozom ma vétsi pravdépodobnost se sparovat homeologné nez
homologné, a to v poméru 2:1. Problematikou parovani chromozomil v ramci hybrida
Festulolium se =zabyval Jauhar (1975), ktery studoval kiizence mezi
L. perenne x L. multiflorum a F. pratensis x L. multiflorum. V ptipadé kiizeni diploidd
vysledky ukazaly, ze chromozomy kosttavy a jilku se spolu paruji prekvapivé snadno.
Naproti tomu allotetraploidni hybridi ¢eli volbé mezi homolognim a homeolognim
chromozomem a potom je volba dana preferenci daného chromozomu (Kopecky et al.,
2008b). V nami provedeném experimentu bylo zjisténo, ze vyrazné pievlada homologni

zpusob parovani, a to v primeérném poctu 10,16 na jednu buniku oproti homeolognimu
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(0,47 na jednu bunku). To miize poukazovat na skutecnost, ze chovani chromozomu by
opravdu mohlo byt kontrolovano systémem, ktery prozatim nebyl popsan, avsak mnohé
studie na jeho existenci poukazuji (Kopecky et al., 2008b). Nicméné za slabinu naseho
vyzkumu povazujeme nizké mnozstvi dat, kterd by presvédciveé potvrdila ptitomnost

tohoto systému.

Dalsi zajimavou otazkou bylo uréit, v jaké mife dochazi k tvorbé univalentd (1),
bivalentt (IT), trivalentd (III) a kvadrivalentti (IV) a zda néktery typ pievlada. Jauhar
(1975) u tetraploidniho hybrida LpLpLmLm pozoroval velké mnozstvi kvadrivalenti a
trivalentd. Jejich pramérna frekvence byla rovna 3,08 na jednu burku.
U allotetraploidniho hybrida FpFpLmLm byla tato frekvence o trochu mensi a odpovidala
2,1 trivalentti a kvadrivalentd na jednu bunku (Jauhar, 1975). Nicméné v fad¢ dalSich
experimenti byl pozorovan mnohem mensi vyskyt multivalenti. Napiiklad
Zwierzykowski et al. (2008) studovali tetraploidni hybridy mezi F. pratensis
a L. perenne, kde primérny pocet trivalentt byl roven 0,32 (0,2-0,6) a kvadrivalentt 0,72
(0,43-1,06) na jednu buniku. Humphreys et al. (2005), ktery ve svém experimentu pouzil
hybridy L. multiflorum (4x) a F. glaucescens (4x), zjistil, ze dochazi pievazné
k homolognimu parovani a tvorbé bivalentt (I1). Primérna chromozomova konfigurace
byla2.40 1 + 9.64 11 + 0.40 1Il + 1.28 IV. Kultivar Lueur vznikl syntetickym kiizenim
mezi FgFg 'LmLm a FgFg LmLm. Pramérna celkova chromozomova konfigurace v nami
provedeném experimentu byla 6,48 | +10,6 11 + 0,06 I1l + 0,04 IV. V porovnani s vySe
uvedenymi experimenty (Humphreys et al., 2005; Zwierzykowski et al., 2008) je mozné
pozorovat nejenom pievazujici bivalentni parovani ale navic také vysoky vyskyt
univalentt.. Naproti tomu trivalenty a kvadrivalenty byly pozorovany pouze v 8,8 % vsech
bunék. U bivalentii bylo navic analyzovéno, zda dochazi k rod nebo ring zplisobu
parovani. Homologni bivalenty se v obou typech parovani vyskytovaly piiblizné stejné.
V ptipadé kosttavovych chromozomii byl prumérny pocet rod bivalentt roven 2,59 a ring
bivalentli 2,40 na jednu buniku. U jilkovych chromozomi se vyskytoval nepatrné vétsi
rozdil. Primérny pocet rod bivalentti byl 2,86 a v ptipadé ring bivalentd 2,31 na jednu
buniku. Homeologni parovani ve formé rod bivalentt bylo pozorovano v poétu 0,3 na
jednu bunku, pfiemz pfiblizné dvakrat prevySovalo homeologni ring uspotfadani
S prumérnym poctem 0,12 bivalentu na jednu bunku. Ztéchto dat vyplyva, ze se u
homeologniho parovani castéji vyskytovaly rod bivalenty neZ ring, coz je u

mezidruhovych kfizenci obvyklé (Bothmer, 1988; Mujeeb-Kazi, 1989).



7 ZAVER

Cilem této bakalatské prace bylo urcit zpisob parovani chromozomil v metafazi
prvniho meiotického déleni u mezidruhového hybrida Festulolium kultivaru Lueur
pomoci metody genomové in situ hybridizace (GISH). Vysledky ukazaly, ze pfednostné
mezi chromozomy dochazi k homolognimu parovani. Naopak homeologni zptsob
parovani byl pozorovan minimalné, coz potvrzuje hypotézu, Ze chovani chromozomu
neni zcela nahodné a pravdépodobné u téchto hybrida existuje jista parovaci preference.
Dale bylo zjisténo, ze v metafaznich konfiguracich vyrazné pievladaly bivalety (I1),
zatimco multivalenty (III, IV) byly pozorovany jen ziidka. U homolognich bivalentt se
vyskytoval zhruba stejny pocet rod a ring parovani. V ptipadé homeolognich bivalentt
pievladal typ rod. Zavérem lze ftici, Ze vysledky této prace prispély
k rozSifeni poznatkli o systému parovani chromozomii béhem metafaize prvniho
meiotického déleni u hybridnich forem Festulolium, ¢ehoZz bude vyuZito k dalSim

experimentim.
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