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1 Uvod

Travni porosty jsou Siroce rozsSitené ekosystémy hrajici roli v evropské biodiverzité.
slouzi jako misto pro zivot riznych druhGt Zzivocichii, zérovenn jako potrava
hospodatskych zvitat — skotu, ovci, koz, koni, jez jsou pro dalSi konzumenty zdrojem
masa, mléénych vyrobkl, viny a klze. JelikoZ objem populace roste, pfimo umérné
roste i potieba potravy, a tudizZ i hektary vyuzivanych zemédélskych ploch, at’ uz poli
nebo pastvin. V neposledni fadé¢ funguji tyto zelené plochy jako mista pro rekreaci
a odpocinek, coz pro danou oblast miize znamenat zvySeni turismu, respektive rust
ekonomiky.

Znalost struktury, variability a pochopeni funkce jadernych genomu rostlin
piedstavuje v poslednich letech velmi dtlezité a nezbytné informace v oblasti $lechténi
odoln¢jsich druhii rostlin, respektive druhit s pozadovanymi vlastnostmi. Predkladana
diplomova prace se zabyva charakterizaci repetitivnich DNA sekvenci se zaméfenim
na tandemové organizované repetitivni sekvence DNA, které byly identifikovany
Vv illumina sekvenacnich datech Sesti vybranych zastupct rodu Festuca a dvou zastupct

rodu Lolium.



2 Cile prace

Cilem této diplomové préce bylo vypracovat literarni reSersi tykajici se repetitivni DNA
a molekularnich a cytogenetickych metodik pouZivanych pro charakterizaci
repetitivnich sekvenci DNA u trav.

V experimentalni ¢asti prace bylo mym ukolem ovéfit rozdily v poctech kopii
vybranych tandemové organizovanych repetitivnich sekvenci DNA identifikovanych
insilico v genomech osmi studovanych zastupcti rodu Festuca a Lolium pomoci
Southern hybridizace. Nasledné byly cytogeneticky lokalizovany tandemové repetice
na metafazni chromozémy vybranych druhti trav pomoci fluorescenéni in situ

hybridizace.



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Vyznam a vyuziti trav

Travniky, louky, pastviny patii k nejrozsahlejsim ekosystémtm na svété. Dle UNESCO
jsou travni porosty oblastmi ¢i pozemky porostlé bylinami s méné nez 10 % stromu
a keti. Casto plni funkci pastvin (Reheul et al., 2010; Suttie et al., 2005). Plocha t&chto
porostd byla v roce 2000 vy¢islena na 40,5 % zemského povrchu s vyjimkou Gréonska
a Antarktidy (Suttie et al., 2005). Evropské travniky jsou z velké ¢asti modifikovany
¢innosti lidi a Casto jsou zaloZeny a udrzovany pro zemédélskou ¢innost. Nazyvaji se
pak travniky polopfirodni (Reidsma et al., 2006). Pastviny vsakuji vodu lépe, nez orna
puda (Benoit et Simon, 2004) a je vnich ulozeno asi 34 % celosvétovych
suchozemskych zasob uhliku (Pedro Silva et al., 2008), z ¢ehoz je pidniho organického
uhliku 0 50 % vice v trvalych, nez v doCasnych pastvinach (Mestdagh et al., 2006).
Kumulace uhliku putsobi piiznivé v boji 0 sniZzeni hladiny sklenikovych plyna
v atmosféfe (Pedro Silva et al., 2008). Samoziejmé se travni porosty, nejen V Evropg,
vyvijeji odlisné, a to podle klimatickych a geografickych rozdili. Nutno zminit také
ekonomicky a ekologicky dopad téchto rozdila. Travy, jakozto zdroj potravy mnohych
zvifat, jsou pro ekonomiku nejmensi zatézi. Ostatni krmiva patii mezi financné
nakladné&jsi. Jako ekologicky dopad Ize pak uvést zmény v biodiverzité (Reheul et al.,
2010). Regulace travnich porostt se provadi spasanim nebo secenim. V dnesni dob¢ ale
dochéazi k jejich alarmujicimu Ubytku z divodu Castych pfemén na zemédélskou ornou
pudu (Pedro Silva et al., 2008).

Travni porosty jsou nejen diilezité pro oblast zeméd¢lstvi, ale také jako samotny
ekosystém. Jsou studovany hlavné z davodu svého rozsdhlého vyuziti jakozto krmiva.
Z tohoto divodu je nutné pohlizet na travy jako na dilezity zdroj potravy, a proto kazdé
dal$i pochopeni struktury a funkce genomu téchto rostlin pfispiva k rychlejSimu postupu
pfi jejich $lechténi. Timto by mélo byt do budoucna zajisténo dostateéné mnoZstvi

dostupnych zdroju kvalitni potravy pro zvifata (Kopecky et Studer, 2014).
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Existuji tfi hlavni aspekty zdivodnujici vyznam travnich porosti — ekologicky,
ekonomicky a esteticky. Nékteré typy travniki 1ze vyuzit jako povrch pro golfova hiisté
nebo jina sportovisté, dale jako okrasné plochy v parcich, kolem budov, jako rekultivace
arealt ¢i jako pokryv pudy s nenaro¢nou tdrzbou (Kopecky et Studer, 2014). Trvalé
travniky jsou vyhodné pro produkci biomasy, hlavné pro svou odolnost, rychlé zalozeni
a zminéné nizké naroky na udrzbu (Searchinger et al., 2008). Druh Lolium perenne L.
obsahuje vyznamné ve vodé rozpustné cukry ve form¢ polymerniho fruktanu, ktery se
snadno extrahuje, $tépi na jednotlivé fruktozové jednotky a fermentuje na bio-ethanol
(Farrar et al., 2012).

Ptestoze se Vv ptirodnich travnich porostech nachazi velké mnozstvi druhu, je jen
druhem vyskytujicim se v téchto travnicich je Lolium perenne L. (jilek vytrvaly)
nasledovany Lolium multiflorum Lam. (jilek mnohokvéty). Mezi zemédélsky dulezité
druhy zase patii Festuca rubra L. (kostfava cervend), Festuca arundinacea Schreb.
(kostfava rakosovita) a Festuca pratensis Huds. (kostfava lu¢ni). Jako mén¢ zastoupené
druhy v travnich porostech se vyskytuji napiiklad Poa pratensis L. (lipnice lu¢ni),
Dactylis glomerata L. (srha lalo¢nata) ¢i Phleum pratense L. (bojinek luc¢ni) a dalsi
(Kopecky et Studer, 2014). Velky vyznam maji také nékteré mezidruhové a mezirodové
hybridni rostliny typu jilku, tj. Lolium multiflorum x Lolium perenne nebo kostfavy
ajilku, tj. Festuca x Lolium — Festulolium (Thomas et al., 2003). Zakladni pocet
chromozomu v genomech rodi Festuca i Lolium je n = 7. Druhy Lolium perenne L.
I Lolium multiflorum Lam. jsou diploidni, nicméné jako krmivo pro hospodaiska zvifata
se vyuzivaji ptredevSim tetraploidni odrady. U kostiav se ploidie obecné uvadi
od diploidnich po dekaploidni. Nejrozsifenéjsi v zemédélstvi jsou diploidni a nékolik
autotetraploidnich odrad kostfav luénich, hexaploidni kostiava rakosovita a hexaploidni

a oktaploidni kostiava ¢ervena (Loureiro et al., 2007).

3.1.1 Festuca L.

Kostiava (Festuca L.) je nejvétsim rodem patiicim do Celedi lipnicovité (Poaceae),
obsahuje vice nez 600 druht trav. Roz$ifené jsou téméf po celém svété — od suchych
oblasti ptes stepi az do chladnych a mirnych oblasti jizni polokoule. Jednotlivé druhy
rostou na raznych specifickych stanovistich, od mokiadi az po suché oblasti. Jsou

dobie ptizpusobeny extrémnim podminkam v horskych, arktickych a subantarktickych
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oblastech (Inda et al., 2008), dale je Ize najit na alpskych loukach, pastvinach a v lesich
(Smarda et al., 2007). Jiz starovéci Rimané pouzivali pro stébelnatou plevel nazev
»festuca® (od keltského fest = pice). Carl Linné pak nézev prenesl na tento rod (Polivka,
1902). Jednotlivé druhy rodu se odliSuji morfologii a ploidii. Polyploidnich je az 70 %
druhti. Vétsina polyploidnich druht patii do podrodu Schedonorus (Hand et al., 2010)
a jsou prevazné allopolyploidni (Loureiro et al., 2007). Diploidni druhy rostou hlavné
v Eurasii (Smarda et al., 2007). Rody Festuca a Lolium predstavuji tzce piibuzny
komplex druhd.

Podrod Schedonorus je komplexni skupina druht s riznymi ploidiemi, jez jsou
disledkem hybridizaci. Patii sem napiiklad diploidni Festuca pratensis Huds. (kosttava
luéni, 2n = 2x = 14), tetraploidni Festuca arundinacea var. glaucescens Boiss. (kostiava
rakosovitd var. glaucescens, 2n = 4x = 28), tetraploidni Festuca mairei (kostfava
atlasska, 2n = 4x = 28), hexaploidni Festuca arundinacea Schreb. (kostfava rakosovita,
2n = 6x = 42), hexaploidni Festuca gigantea (L.) Vill. (kostfava obrovska, 2n = 6x =
42) a dalsi (Hand et al., 2010). Blizka piibuznost jednotlivych druhi je zfejma
z nésledujiciho obrazku (Obr. 1). Vybrané druhy jsou popsany detailnéji.
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Obr.1: Vyiez fylogenetického stromu vytvoreného s pouZitim ITS sekvenci.

(Ptevzato a upraveno: Catalan et al., 2004)
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3.1.1.1 Festuca pratensis Huds.

Festuca pratensis Huds. (Obr. 2) tvoii volné trsy az 80 cm vysokych listnatych stébel
zakoncenych jednostrannymi latami. Listy jsou ploché, piizemni i stébelni, Siroké asi
5 cm. Klasky jsou podlouhlé, velké, o 6-10 kvétech. Casto se vyskytuje, mimo luk

a pastvin, ve svétlych lesich. Kvete v ¢ervnu a ¢ervenci (Polivka, 1902).

Obr. 2: Festuca pratensis Huds. (kostfava lu¢ni).

(Pfevzato a upraveno, zleva: Polivka, 1902; Hanus, 1999)

13



3.1.1.2 Festuca arundinacea Schreb.

Festuca arundinacea Schreb. (Obr. 3) ma podobné morfologické znaky jako Festuca
pratensis Huds., je ale statnéj$iho vzrustu. Listnata stébla maji vySku kolem 150 cm,
prizemndi listy jsou Siroké az 1 cm. Roste ve vlhkém prosttedi, v ptikopech a péstuje se
pro ucely pastvin v mirném klimatickém pasmu celého svéta. Kvete v ¢ervnu a Cervenci

(Polivka, 1902).

Obr. 3: Festuca arundinacea Schreb. (kostfava rakosovita).

(Ptevzato a upraveno: Polivka, 1902)
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3.1.1.3 Festuca gigantea Vill.
Festuca gigantea Vill. (Obr. 4) je vytrvaly druh, tvofici volné pfimé i naklonéné trsy
0 vySce az 120 cm. Stéblo je listnaté, listy maji Sitku az 1 cm. Roste ve stinnych lesich,

u potoktl. Kvete v ¢ervenci a srpnu (Polivka, 1902).

Obr. 4: Festuca gigantea Vill. (kostfava obrovska).

(Ptevzato a upraveno: Polivka, 1902)
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3.1.2 LoliumL.

Prvni zminka o vyseti semen jilku (Lolium L.) do pudy, za Gfelem pfemény orné pudy
na zatravnénou, pochazi z roku 1677 z Velké Britanie (Jenkin, 1949). Jilky jsou
ptirozené diploidni druhy (2n = 2x = 14) s relativné velkym genomem (1C = 2 Gb;
Hutchinson et al., 1979). Pfirozen¢ se mezi sebou kiizi, coZ vede ke vzniku
tetraploidnich zastupcu (Humphreys et al., 2010). Odrudy obou druhti — Lolium perenne
L. (jilek vytrvaly, 2n = 4x = 28) i Lolium multiflorum L. (jilek mnohokvéty, 2n = 4x =
28) patii mezi hlavni krmné travy (Obr. 5). Zéstupci tohoto rodu se vyskytuji
na severozapadé Evropy, na Novém Zélandu, v oblastech mirného pasma Japonska,
Australie, Jizni Afriky a Jizni Ameriky. Jilek vytrvaly je Siroce pouZivan jako povrch
sportovnich htist’ a tvoii zhruba 23 % z 52 miliont hektart evropskych luk a pastvin.
Listy a stonky jilkt jsou pro zvifata nejlépe stravitelné ze vSech druht trav (Frame,
1991).

Obr.5: Lolium perenne L. (vlevo), Lolium multiflorum Lam. (vpravo).

(Ptevzato a upraveno: Hanus, 1999)
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3.1.2.1 Lolium perenne L.

Lolium perenne L. (Obr. 6) je vytrvala trava tvofici trsy hladkych, pfimych nebo
poléhavych stébel, dlouhych az 70 cm se svazky uzkych ptizemnich listi. Mnozi se
pomoci odnozi. Roste ¢asto u cest. Je produktivni po dlouha vegeta¢ni obdobi a kvete

od Cervna do fijna (Polivka, 1902).

Obr. 6: Lolium perenne L. (jilek vytrvaly).

(Pfevzato a upraveno: Polivka, 1902)
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3.1.2.2 Lolium multiflorum Lam.

Lolium multiflorum Lam. (Obr. 7) je také vytrvala, trsnata trava se stebly i vy$Simi nez
70 cm. Ma mékkeé listy, které jsou v mladi svinuté (Polivka, 1902). Je to dvoulety druh
s vysokou mirou stravitelnosti a chutnosti. Hraje proto velky vyznam ve sloZeni
krmnych smési. Oproti jilku vytrvalému je vSak méné odolny vici stresu (Humphreys
etal.,, 2010). Pavodem je zjizni Evropy. Roste u cest. Kvete od Cervna do fijna
(Polivka, 1902).

Obr. 7:  Lolium multiflorum Lam. (jilek mnohokvéty).

(Pfevzato a upraveno: Polivka, 1902)

3.2 Struktura genomu

Eukaryotické organismy maji své genomy organizovany do chromozomu, jejichz pocet
se ruzni mezi jednotlivymi druhy. Zakladni struktury, jako jsou centromery a telomery,
jsou konzervované v ramci vSech vysSich eukaryot (Heslop-Harrison et Schwarzacher,

2011). Velké genomy rostlin maji sice podobné poéty gend jako rostliny s malymi
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genomy, napiiklad Arabidopsis thaliana nebo Oryza sativa, ale liSi se v zastoupeni
riznych typu repetitivni DNA (Heslop-Harrison, 1991; Meyerowitz, 1989; Somerville,
1989). Mezi nejéetnéjsi repetitivni sekvence DNA patii transponovatelné elementy,
které mohou u velkych genomu trav pfedstavovat vice nez polovinu jejich genomu.
Mezi dalsi typy repetitivnich sekvenci DNA patii tandemové organizované repetice,
které jsou Casto druhové specifické. Povahu tandemové organizovanych repetic maji
i geny kodujici ribozomalni RNA, které se v genomech vSech vysSich eukaryot
vyskytuji ve vysokém poctu opakovani (Heslop-Harrison et Schwarzacher, 2011).

Jaderny genom trav je obecné velky (1C ~ 2-10 Gb). Pomoci pritokové
cytometrie byla stanovena velikost monoploidniho genomu jilkt, kostfavy rakosovité
a lucni, ktera se pohybovala v rozmezi 1Cx = 2,62-3,25 pg (Kopecky et al., 2010).
Polyploidni charakter mnoha vyznamnych druhii trav a vysoké procento riznych typa
repetitivnich DNA sekvenci v jadernych genomech trav znesnadiiuje genomické
a sekvenacni analyzy. V nedavné dobé¢ byl s vyuzitim sekvenacnich technologii nové
generace (zkr. NGS) sekvenovan genom druhu Lolium perenne L. (Studer et al., 2012)
achromozém 4F druhu Festuca pratensis Fure. Ziskand data byla vyuZita
pro identifikaci kodujicich genovych sekvenci DNA. Cilem bylo vytvofit virtualni
genovou mapu na zakladé srovnani s jiz sekvenovanymi modelovymi druhy s malym
genomem (Oryza sativa, Brachypodium distachyon, Sorghum bicolor, Hordeum
vulgare) a ziskat tak informace o struktufe a pfipadnych piestavbach v genomu trav
(Kopecky et al., 2013; Studer et al., 2012).

Obecné lze fici, ze pfevazna vétSina genl se nachazi v distélnich oblastech
chromozomu, =zatimco centromerické a pericentromerické oblasti stejné jako
telomerické a subtelomerické oblasti jsou charakteristické velkym zastoupenim rtznych

typu repetitivnich sekvenci DNA.

3.2.1 Repetitivni sekvence DNA

Jak jiz bylo zminéno, rostliny s velkymi genomy, ke kterym patii také genomy trav,
obsahuji vysoké procento repetitivni DNA (Britten et Kohn, 1968). Z hlediska jejich
usporadani v genomu rozliSujeme repetitivni sekvence na disperzni (rozptylene)
a tandemové uspotradané. Rozptylené repetitivni sekvence DNA jsou lokalizovany

rizné mezi geny anebo mezi jinymi rodinami repetic. Patii mezi né piedev§im rtzné
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typy mobilnich elementt (Obr. 8). Mobilni elementy byvaji velmi ¢asto autonomni nebo

semiautonomni a maji schopnost se v genomu replikovat a pohybovat.

TSD _ LTR IR TSD
LTR retrotranspozény — —[gag  PRINTRTRA 7]
- rodina Ty1/Copia o 1o o Teo
- rodina Ty3/Gypsy — —Jgag _PRRTRHINT envi?]  —>—s
non-LTR retrotranspozény =° —— = [T
- LINEs
- SINEs

TSD - cilové misto duplikace

LTR - diouhé termindlni repetice

gag - strukturni polyprotein {nukleokapsid)
PR - proteasa

INT - integrasa

RT - reverzni transkriptasa

RH - RNasa H

eny - obalka

Obr.8: Typy mobilnich elementa.
(Ptevzato a upraveno: http://gydb.org/index.php/Intro)

LTR retrotranspozony a DNA transpozony se v rostlinnych genomech vyskytuji
nejCastéji, a predstavuji tak jeho hlavni ¢ast (Wicker et Keller, 2007). Napftiklad okolo
85 % genomu kukufice je sloZzeno ze stovek rodin rtiznych transpozond, které mély
mimo jiné vliv i na polohu centromer nékterych chromozomu (Schnable et al., 2009).

Tandemové organizované typy sekvenci se skladaji z opakujicich se
repetitivnich jednotek uspotfadanych tésné za sebou (Flavell, 1980). Na zakladé délky
tohoto opakujiciho se monomeru se rozlisuji mikrosatelity (1-20 bp), minisatelity (20—
100 bp) a satelitni DNA (Charlesworth et al., 1994). Pavodné se uvadélo, Ze klasicka
satelitni DNA se sklada z monomerti o velikosti 100—400 bp. V nov¢jsich studiich se
vsak stale Castéji dafi identifikovat i satelitni DNA, kterd je sloZena z nékolika kilobazi
dlouhych monomeri (Elisaphenko et al., 1998; Gondo et al., 1998; Hiibova et al., 2010;
Kojima et al., 2002; Macas et al., 2009; O’Hare et al., 2002). Tandemové uspotadani
a seskupeni na jednom nebo vice mistech maji nekteré eukaryotické geny, naptiklad
rRNA geny nebo telomerické sekvence (Lapitan, 1992).

Repetitivni sekvence DNA maji své vyuZiti jako molekularni a cytogeneticke

markery. Tandemové repetice jsou povazovany za rychle se vyvijejici soucast
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eukaryotického genomu (Alexandrov et al., 2002; Vershinin et al., 1996; Waye
et Willard, 1989) a velmi ¢asto byvaji druhové specifické nebo vykazuji chromozémoveé
specifickou lokalizaci. Vzhledem k jejich usporadani, kdy tvofi i n€kolik megabazi
dlouh¢ tiseky v genomu, patii tandemové repetice k nejméné prosekvenovanym tusekiim
genomu (Alkhimova et al., 2004). V genomech nékterych rostlin, naptiklad Zea mays
(Ananiev et al., 1998), Arabidopsis thaliana (Heslop-Harrison et al., 1999; Kumekawa
et al.,, 2000) a Oryza sativa (Nonomura et Kurata, 2001) byla zjiSténa piitomnost
specifické tandemoveé repetice (s asi 120 bp dlouhou opakujici se repetitivni jednotkou)
v centromerické oblasti. Vzhledem k tomu, Ze tyto rostliny pattily k prvnim
sekvenovanym genomum rostlin, dlouhou dobu se vétilo, Ze ptitomnost této satelitni
DNA je nezbytna pro spravnou funkci centromery. Az s rozvojem NGS technologii
a jejich pouzitim u dalsich druht rostlin, bylo zjisténo, ze nékteré druhy ve svych
centromerickych oblastech satelitni DNA neobsahuji (Hfibova et al., 2010; Kim et al.,
2002; Macas et al., 2007). Pritomnost typické centromerické satelitni DNA sekvence
nebyla prokazana ani u rodu Festuca a Lolium. V poslednich letech byly identifikovany
specifické typy LTR retrotranspozont z rodiny Ty3/Gypsy obsahujici chromodoménu,
Které se vyskytuji v centromerickych oblastech velkého po¢tu studovanych druht rostlin
(Kiseleva et al., 2014; Neumann et al., 2011; Novék et al., 2014).

3.3 Cytogenetické mapovani

Pomoci cytogenetického mapovani Ize zobrazit strukturu genomu na Udrovni
chromozéomut. Mezi moderni cytogenetické metody dnes patii fluorescencni in situ
hybridizace a genomova in situ hybridizace. Tyto metody umoziuji fyzické mapovani
riznych DNA sekvenci piimo na chromozomy fixované na mikroskopickém skle.
U trav se velmi ¢asto pouziva metoda GISH, ktera je vhodna k rozliSeni chromozémi
pochazejicich z odlisnych rodi¢ovskych genomu v hybridnich druzich Festulolium
(Kopecky et al., 2006; Kopecky et al., 2008a). Mezi nejcastéji pouzivané DNA
sekvence mapované v jadernych genomech rostlin patfi rRNA geny, satelitni DNA
a dalSi typy repetitivnich sekvenci nebo dlouhé fragmenty DNA klonované ve vektoru
BAC (Chen et al., 2000; Harper et al., 2004; Kopecky et al., 2008b).
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3.3.1 Fluorescendéni in situ hybridizace

Fluorescenc¢ni in situ hybridizace, ve zkratce FISH (Obr. 9), je metoda, diky které
muzeme lokalizovat specifické DNA sekvence vV jaderném genomu, naptiklad
na chromozomy. FISH musi probihat za piisn¢ stanovenych podminek, tzv. stringence
reakce, aby v prub&hu hybridizace nedochazelo ke vzniku nekomplementarnich molekul
mezi sondou a templatovou DNA. Stringence hybridiza¢ni reakce je ovlivnéna

koncentraci formamidu, SSC, délkou a obsahem GC bazi sondy.

gen fi é chr
TTTTTITTIT D)\ (namike.skie)

DNaza »
(nahodny zafez) T

IIEANRGTNED __JTTTTITTTTITTIITIaT L — —

dig/bio-dUTP denaturace
I%( dCTP + dATP + dGTP

hybridizace
i, 9 4
L+

denaturace I ¥ (na mikr. skle)
protilatky antidig, streptavidin

znacené fluorofory

nick
translace

T,
o

—— fluorescenéni mikroskop
» lokalizace genu

Obr.9: Schéma fluorescencni in situ hybridizace.

(Ptevzato a upraveno: http://www.flogentec.com/en/applications-en/fish/)

Mezi hlavni parametry metody patii prostorove rozliSeni zavisejici
na difrakénim limitu mikroskopu a na kondenzaci chromozomalniho ¢i chromatinoveho
vlakna, citlivost detekce, jeZz je omezena dynamickym rozsahem a citlivosti pouZivané
CCD kamery, kvalitou mikroskopu, po¢tem piimo ¢i neptimo znacenych sond (Szinay
et al., 2010).

FISH se vyuziva nejen ke studiu organizace jadernych genomd, ukotveni
genetickych vazebnych skupin na jednotlivé chromozomy, ale také v evolu¢nich

studiich (Mandakova et Lysak, 2008). S rychlym rozvojem sekvenaénich technologii
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nove generace a se zvysujicim se poétem alespon ¢aste¢né slozenych celogenomovych
sekvenci rostlin se FISH pouZiva také k potvrzeni nebo k identifikaci pozic jednotlivych
in silico slozenych kontigh DNA na chromozomech (Shearer et al., 2014).

Modifikaci FISH je genomova in situ hybridizace, ve zkratce GISH, kterad
umozituje  rozliSeni  chromozému  pochazejicich  z rodiGovskych  genomu
u mezidruhovych nebo mezirodovych hybrida (Raina et Rani, 2001). Metoda GISH je
zaloZzena na hybridizaci celkové genomové DNA schromozomalni DNA, ktera je
umisténa na mikroskopickém skle (Schwarzacher et al., 1989). GISH se stala metodou
vyuzivanou pro detekovani rodi¢ovského chromatinu v hybridnich genotypech (Thomas
et al., 1994). Pomoci ni je moZno analyzovat také parovani a rekombinace
homeolognich chromozomu (Kopecky et al., 2010; Kopecky et al., 2008b). U trav je
GISH tedy vhodnou metodou pro zjistovani genomového slozeni mezirodovych

hybridt Festulolium (Kopecky et Studer, 2014).

3.4 Cytologickéa a cytogeneticka analyza

vvvvvv

Na Pyrenejském poloostrové je kolem stovky taxonu (Loureiro et al., 2007) a byly zde
provedeny Cetné taxonomické a karyologické studie (de la Fuente et al., 2001; Ortlfiez
et de la Fuente, 2004). Morfologicka podobnost mezi jednotlivymi kostfavami
a zaroven velké mnozstvi odrad ztézuji ur€ovani a klasifikaci jednotlivych druhti tohoto
rodu (Huff et Palazzo, 1998). Mezi dva dulezité pfistupy k urcovani druhi patii pocet
chromozéml a zminéné morfologické znaky. Znalosti obsahii jaderné DNA mohou
slouzit k analyze fylogenetickych vztahti (Loureiro et al., 2007) nebo jako informace
0 komplexité¢ genomu (Dolezel, 1997). Dtive byl odhadovan obsah jaderné DNA
u kostfav pomoci Feulgenovy mikrodenzitometrie (Bennett et al., 1982; Ceccarelli
etal., 1992; Grime et Mowforth, 1982; Seal, 1983) a nyni pomoci prutokové cytometrie
(Arumuganathan et al., 1999; Huff et Palazzo, 1998). Urceni ploidie se stalo hlavnim
taxonomickym nastrojem pro identifikaci kosttav (Huff et Palazzo, 1998). Mnoho druhti
je polyploidnich, avSak pouze dva diploidni druhy jsou ureny jako piedci téchto
polyploidnich druht (Harper et al., 2004). Fylogeneze hexaploidni Festuca arundinacea
Schreb. byla ur¢ena pomoci genomové in situ hybridizace. Celkovad genomova DNA
domnélych ancestralnich druhti byla zna¢ena rhodaminem a hybridizovana na preparaty

hybridi obsahujici pravé tyto druhy a Festuca arundinacea. Stupenn hybridizace
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na chromozomy urcil homologii se sondou také na genomu Festuca arundinacea. Bylo
zjisténo, ze na vzniku této allohexaploidni kostfavy se podilela dvéma genomy
tetraploidni Festuca arundinacea var. glaucescens a jednim genomem diploidni Festuca
pratensis (Humphreys et al., 1995).

Na dvou diploidnich druzich Lolium multiflorum odolnych vu¢i suchu, které
byly odvozeny od hybrida Lolium multiflorum a Festuca arundinacea, byla provedena
GISH. Pii pouziti DNA z Festuca arundinacea jako sondy pro tuto GISH bylo zjisténo,
Ze kazda introgresni linie nese jeden Festuca rekombinantni chromozémovy segment,
ato vobou diploidech na dlouhém rameni chromozému 2 tohoto hybrida. Dale bylo
popsano, Ze DNA sonda z Festuca pratensis, coZ je jeden z pifedku druhu Festuca
arundinacea, hybridizoval s introgresnim chromozémovym segmentem Festuca
arundinacea. Je tedy pravdépodobné, Ze geny zpusobujici rezistenci vaci suchu jsou
preneseny uz z druhu Festuca pratensis, tedy subgenomu hybrida Festuca arundinacea
a Lolium multiflorum. Z téchto poznatkii je ziejmé, Ze tento chromozom 2 nese geny,
které rostlin¢ pomahaji piezit v suchém prostredi (Humphreys et Pasakinskiene, 1996).

Nejcastéjsim cytogenetickym markerem pouzivanym v analyze karyotypu trav
jsou geny pro rRNA. V genomech blizce piibuznych druhi velmi Casto poskytuji
specifickou lokalizaci — rozdilny pocet lokust a pozic na chromozoémech (Harper et al.,
2004). U trav byly rRNA geny lokalizovany v genomech diploidnich i polyploidnich
druhti. Thomas et al. (1997) studovali rozmisténi rRNA genii v genomech ekonomicky
vyznamnych polyploidnich kostfav, napf. Festuca arundinacea Schreb., Festuca
pratensis Huds., ¢i Festuca arundinacea var. glaucescens Boiss. Geny pro rRNA byly
také vyuzity pro identifikaci pravdépodobnych diploidnich piedkii polyploidnich druha
trav (Harper et al., 2004). Kromé rRNA geni bylo v cytogenetickych studiich trav
vyuzito také tandemovych repetic a BAC klont (Kopecky et al., 2008b; Kopecky et al.,
2013).

Umisténi a pocet lokusti rRNA gent byl také studovan u tii generaci hybridniho
druhu Festuca pratensis x Lolium perenne. U riznych generaci tohoto hybridniho klonu
byly rRNA geny lokalizovany na rozdilné chromozomy, respektive na rtzné tseky
na chromozomech, coZz naznacuje pfitomnost mezigeneracnich chromozomalnich
prestaveb. Mezi rodiCovskymi genomy hybridi byly pozorovany zmeény v poctu

rekombinovanych ramen s rDNA nebo bez rDNA (Ksiazczyk et al., 2015).
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4

w r

Experimentalni ¢ast

4.1 Material a metodika

4.1.1 Seznam pouzitych pristroju

o

O O O O (@] O O O O

o

vyrobnik ledové tfist¢ Scotsman MF 26 Ice Flaker (Scotsman Ice Systems,
Ipswich, Velka Britéanie)

piistroj na upravu vody Aqua Osmotic 04 (AquaOsmotic s.r.o., Tisnov, Ceské
republika)

termostat BT 120 (LABO-MS spol. s.r.0., Praha, Ceské republika)

lyofilizator Heto Drywinner (Trigon-plus spol. sr.o., Ri¢any u Prahy, Ceska
republika) a vakuova pumpa (Vacuubrand GMBH + CO KG, Wertheim,
Némecko)

oscilacni mlyn MM301 (Retsch, Haan, Némecko)

vortex Reax top (Heidolph Instruments, Schwabach, Némecko)

vodni lazen WB14 (Memmert, Schwabach, Némecko)

centrifuga IEC Micromax RF Refrigerated Microcentrifuge (International
Equipment Company, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
elektroforeticka aparatura Owl A6 (Owl Separation Systems, Inc., Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

zdroj MP — 300V (Major Science, Saratoga, Kalifornie, USA)

vahy Vibra AJ — 820CE (Shinko Denshi Co., Ltd., Tokio, Japonsko)

mikrovinna trouba KOR-6C2B (Daewoo, Soul, Jizni Korea)

UV transiluminator InGenius (Syngene, Synoptics, Cambridge, Velka Britanie)
a software GeneSnap V 7.07 (Syngene, Synoptics, Cambridge, Velka Britanie)
tiskarna Digital Graphic Printer UP — D897 (Sony Corporation, Tokio, Japonsko)
spektrofotometr NanoDrop ND - 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) a software ND-1000 V3.1.2 (Coleman Technologies, Inc.,

Newtown Square, Pennsylvania, USA)
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mikrocentrifuga Mini Star silverline (VWR International, Radnor, Pennsylvania,
USA)

SpeedVac Savant SPD1010 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA)

flowbox Herasafe KS 15 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA)

tiepacka Duomax 1030 (Heidolph Instruments, Schwabach, Némecko)

autoklav 2340E (Tuttnauer, Breda, Nizozemsko)

UV Stratalinker 2400 (Stratagene, Agilent Technologies, Inc., Santa Clara,
Kalifornie, USA)

hybridiza¢ni pec Hybridization Incubator Model 1000 pro Southern hybridizace
(Robbins Scientific, Sunnyvale, Kalifornie, USA)

hybridizacni pec SM30 pro FISH (Boekel Scientific, Feasterville, Pennsylvania,
USA)

termocykler Mastercycler pro FISH (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
termocykler na 96-jamkové desky C1000 Touch (Bio — Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, Kalifornie, USA)

termocykler na mikrozkumavky PTC-200 (Major Science, Saratoga, Kalifornie,
USA)

svételny mikroskop Primo Star (Carl Zeiss, Oberkochen, Némecko)

fluorescenéni mikroskop Axio Imager.Z2 (Carl Zeiss, Oberkochen, Némecko)
s CCD kamerou, zdroj Power Supply 232 (Eplax GmbH, Bremen, Némecko), UV
lampa X-Cite exacte (Excelitas, Technologies, Waltham, Massachusetts, USA),
software MMC v. 2.4.1aISISv. 5.4.7

4.1.2 Seznam pouzitych chemikalii

o

O O O O

99,8% kyselina octova p.a. (Lach-Ner, s.r.o0., Neratovice, Ceska republika)

99,8% ethylalkohol pro UV spektroskopii (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska
republika)

35% kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika)
hydroxid sodny (Lach-Ner, s.r.o0., Neratovice, Ceska republika)

chlorid sodny (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceské republika)

kyselina borita (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika)
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O O 0O 0O o 0O o o o o o

O O O O

o

dihydrat citronanu sodného (PLIVA — Lachema, a.s., Brno, Ceské republika)
koncentrat vyvojky pro ruéni zpracovani RTG filmi FOMA LP-T (FOMA
Bohemia spol. s r.o., Hradec Kralové, CR)

koncentrat rychloustalovace pro ru¢ni zpracovani RTG filmti FOMA FIX (FOMA
Bohemia spol. s r.o., Hradec Kralové, CR)

50x Denhardt’s Solution (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)

Cy®3 - Streptavidin 1 mg/ml (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)

Anti — Digoxigenin — Fluorescein, Fab fragments 200 pg/ml (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Némecko)

Biotin — Nick Translation Mix (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko)
DIG — Nick Translation Mix (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko)
dUTP 1 mmol/l (Jena Bioscience GmbH, Jena, Némecko)

agardza (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

karmin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

Trizma® base (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

bromfenolova modi (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

xylenecyanol (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

99,9% glycerol (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

ethidium bromid (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

dihydrat disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctove (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, Missouri, USA)

Tween 20 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

hexahydréat chloridu hote¢natého (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
Tagq DNA polymeraza (New England Biolabs, Ipswick, Massachusetts, USA)

pufr pro polymerdzu 10x Standard Taq (Mg-free) Reaction Buffer (New England
Biolabs, Ipswick, Massachusetts, USA)

10x NEBuffer3 (New England Biolabs, Ipswick, Massachusetts, USA)

Pstl 20 U/ul (New England Biolabs, Ipswick, Massachusetts, USA)

Haelll 10 U/ul (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA)
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0 pufr pro Stépeni DNA 10 mmol/l Tris-HCI — pH 8,5, 10 mmol/l MgCly,
100 mmol/lI KCI, 0,1 mg/ml BSA (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)

0 A DNA 300 ng/ul (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA)

0 Sheared Salmon sperm DNA 10 mg/ml (Ambion, Thermo Fisher Scientific,

Waltham, Massachusetts, USA)

dodecylsiran sodny (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Némecko)

dextran sulfat sodna stl (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Némecko)

roztok formaldehydu min. 37% p.a. (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)

Blocking reagent (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Velka Britanie)

Vectashield s DAPI (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, Kalifornie, USA)

O O O O o o

imerzni olej Immersol 518F (Carl Zeiss, Oberkochen, Némecko)

4.1.3 Seznam a priprava pouzitych roztoki

Fixaz 3 : 1 (pro korinky)
0 99,8% ethylalkohol pro UV spektroskopii
0 99,8% kyselina octova p.a.

Pro ptipravu 10 ml fixdze v poméru 3 dili 99,8% ethylalkoholu a 1 dilu 99,8% kyseliny
octové bylo pouZzito 7,5 ml 99,8% ethylalkoholu a 2,5 ml 99,8% kyseliny octove.

1% acetokarmin
o karmin

0 45% kyselina octova

10 g karminu bylo rozpusténo v 1 | 45% Kkyseliny octové. Roztok byl uchovavan

pti laboratorni teploté.

5x TBE (pH 8,0)
o Trizma® base
o kyselina borita
o 0,5mol/l EDTA (pH 8,0)
o]

redestilovana voda
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54 g Trizma® base, 27,5 g kyseliny borité a 20 ml 0,5 mol/l EDTA bylo doplnéno do 1 1
redestilovanou vodou. pH bylo upraveno na hodnotu 8,0 pomoci 0,1mol/l HCI. Roztok

byl uchovévan pii laboratorni teploté.

6x STOP C

o 0,5mol/l EDTA
10% SDS
bromfenolova modf
xylenecyanol

99,9% glycerol

O O O O O

redestilovana voda

2 ml 0,5 mol/l EDTA, 1 ml 10% SDS, 4,3 ml 99,9% glycerolu, 5 mg bromfenolové

modfi a 5 mg xylenecyanolu bylo doplnéno do 10 ml redestilovanou vodou.

0,5 mg/ml ethidium bromid
o ethidium bromid

o redestilovana voda

50 mg ethidium bromidu bylo navdZeno do uzaviratelné nadobky a rozpusténo
ve 100 ml redestilované vody. Z&sobni roztok byl uchovavan pti laboratorni teploté
ve tmé. Pracovni roztok byl pfipraven zfedénim zasobniho roztoku 10x — 100 ml

zasobniho roztoku bylo doplnéno do 1 1 redestilovanou vodou.

0,5 mol/l EDTA (pH 8,0)
o dihydrét disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové

o redestilovana voda

18,61 g soli kyseliny ethylendiamintetraoctové bylo doplnéno do 100 ml redestilovanou
vodou. pH bylo upraveno na hodnotu 8,0 pomoci 0,1 mol/l NaOH. Roztok byl

autoklavovan a poté uchovavan pfti laboratorni teplote.

20x SSC
o chlorid sodny
o dihydrét citronanu sodného

o redestilovana voda
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175,3 g chloridu sodného (ve vysledném roztoku 3 mol/l) a 88,2 g dihydratu citronanu
sodného (ve vysledném roztoku 0,3 mol/l) bylo doplnéno do 1 1 redestilovanou vodou.
pH bylo upraveno na hodnotu 7,0 pomoci 0,1mol/l HCI nebo 0,1mol/l NaOH. Roztok

byl piefiltrovan, 25 min autoklavovan a poté uchovavan pii laboratorni teploté.

4x SSC (4% SSC/Tween 20)
0 20x SSC
o Tween 20

o redestilovana voda

200 ml 20x SSC bylo doplnéno do 1 1 redestilovanou vodou a poté pfidany 2 ml
Tweenu 20 (ve vysledném roztoku 0,2%). pH bylo upraveno na hodnotu 7,0 pomoci
0,1mol/l. HCI nebo 0,1mol/l NaOH. Roztok byl autokldvovan a poté uchovavan

pii laboratorni teploté.

2x SSC
0 20x SSC

o redestilovana voda

100 ml 20x SSC bylo doplnéno do 1 1 redestilovanou vodou. pH bylo upraveno
na hodnotu 7,0 pomoci 0,1mol/l HCI nebo 0,1mol/l NaOH. Roztok byl autoklavovan

a poté uchovavan pfi laboratorni teploté.

0,1x SSC (0,1x SSC/ MgCl2:6H20/Tween 20)
0 20x SSC
0 hexahydrat chloridu hofe¢natého
o Tween 20

o redestilovana voda

5 ml 20x SSC bylo doplnéno do 1 1 redestilovanou vodou, ptidano 0,406 g hexahydratu
chloridu hote¢natého (ve vysledném roztoku 2 mmol/l) a 1 ml Tweenu 20
(ve vysledném roztoku 0,1%). pH bylo upraveno na hodnotu 7,0 pomoci 0,1mol/l HCI
nebo 0,1mol/l NaOH. Roztok byl autokldvovan a poté uchovavan pii laboratorni

teplot¢.
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Hybridiza¢ni pufr (5% Denhardt’s Solution + 5x SSC + 2% SDS)
o 50x Denhardt’s Solution
0 20x SSC
o0 10% SDS
0]

redestilovana voda

K 50 ml redestilované vody bylo pfidano 20 ml 50x Denhardt’s Solution, 50 ml
20% SSC a 40 ml 10% SDS. Doplnéno do 200 ml redestilovanou vodou. Roztok byl

uchovavan zamrazeny.

Promyvaci pufr WASH 1 - RT
0 20x SSC
o 10% SDS

o redestilovana voda

K 500 ml redestilované vody bylo ptidano 100 ml 20x SSC a 10 ml 10% SDS
a doplnéno do 1 1 redestilovanou vodou. Roztok byl autoklavovan a poté uchovavan

pii laboratorni teploté.

Promyvaci pufr WASH 2-RTaWASH1-TM
0 20x SSC
o 10% SDS

o redestilovana voda

K 500 ml redestilované vody bylo pfidano 10 ml 20x SSC a 10 ml 10% SDS a doplnéno
do 1 | redestilovanou vodou. Roztok byl autoklavovan a poté uchovavan pii laboratorni

teplote.

Promyvaci pufr WASH 2 - TM
0 20x SSC
o 10% SDS

o redestilovana voda

K 500 ml redestilované vody bylo pfidano 5 ml 20x SSC a 10 ml 10% SDS a doplnéno
do 1 1redestilovanou vodou. Roztok byl autoklavovan a poté uchovavan pii laboratorni

teploté.
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10% SDS
o dodecylsiran sodny

o redestilovana voda

10 g dodecylsiranu sodného bylo rozpusténo ve 100 ml redestilované vody. Roztok byl

uchovavan pfi laboratorni teploté.

4% formaldehyd
0 roztok formaldehydu min. 37% p.a.
0 2x SSC

10,8 ml 37% formaldehydu bylo doplnéno do 100 ml 2x SSC.

50% dextran sulfat
0 dextran sulfat sodn sl

o redestilovana voda

2,5 g sodné soli dextran sulfatu bylo ptidano do sterilni kadinky s 5 ml redestilované
vody a rozpusténo pii mirném zahiati. Roztok byl sterilné rozpipetovan ustfizenou

Spickou po 200 ul do 600ul mikrozkumavek a poté zamrazen pii —20 °C.

1% blokovaci ¢inidlo
o0 Blocking reagent
0 4x SSC/Tween 20

0,5 g Blocking reagent bylo rozpusténo a michano v 50 ml 4x SSC/Tween 20 pii 70 °C
po dobu 1 h. Roztok byl autoklavovan, sterilné rozpipetovan po 1 ml do 1,5ml

mikrozkumavek a poté zamrazen pii —20 °C.

4.1.4 Rostlinny material

V této diplomové préci bylo pracovano se seminky osmi druht trav, ktera byla ziskana
z genove banky IPK, Gatersleben, Némecko. Jednalo se o tyto rostlinné druhy: Festuca
pratensis Fure (FPF), Festuca pratensis Westa (FPW), Festuca arundinacea (FAR),
Festuca gigantea (FGI), Festuca glaucescens (FGL), Festuca mairei (FMA), Lolium
multiflorum Mitos (LMM), Lolium perenne Neptun (LPN).
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4.1.5 lzolace genomové DNA a stanoveni koncentrace

Asi 20 mg rostlinného materiadlu bylo homogenizovano vyuzitim oscilaéniho mlynu
MM301 s nastavenim frekvence 27 Hz a ¢asu 4 min. Genomova DNA vSech osmi
studovanych druhi byla izolovana pomoci komer¢niho kitu NucleoSpin® Plant Il
(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren, Némecko). Postupovano bylo dle protokolu
piilozeného ke kitu. Kvalita genomové DNA byla analyzovana pomoci gelové
elektroforézy. Jako molekularniho markeru bylo vyuzito 100 ng A/Pstl. Elektroforéza
probihala 90 min pii 4 V/cm a byla vyhodnocena po barveni v ethidium bromidu na UV
transiluminatoru InGenius.

Koncentrace vyizolované DNA byla stanovena pouzitim spektrofotometru
NanoDrop ND - 1000.

4.1.6 Prenos DNA z gelu na nylonovou membranu (Southern
blotting)

Pro Southern blotting bylo pouZito 3 x 10° ekvivalenti monoploidniho genomu.

Hodnoty velikosti genomu jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tab. 1).

Tab.1: Komparativni analyza jednotlivych druht trav. Uvedeny hodnoty ploidie, 1C

v GbalCvpg.
zkratka druhu ploidie 1C [GDb] 1C [pg]
F. pratensis Fure 2n =2x 3,14 3,21
F. pratensis Westa 2n = 4x 3,05 3,12
F. glaucescens 2n = 4x 2,52 2,58
F. mairei 2n = 4x 2,51 2,57
F. arundinacea 2n = 6x 2,60 2,66
F. gigantea 2n = 6X 3,31 3,38
L. multiflorum Mitos 2n = 4x 2,48 2,54
L. perenne Neptun 2n = 4x 2,58 2,64

Genomova DNA byla $tépena pomoci restrikéni endonukleazy Haelll pti 37 °C
po dobu 3 h v piislusném pufru (10 mmol/l Tris-HCI — pH 8,5, 10 mmol/l MgCly,
100 mmol/l KCI, 0,1 mg/ml BSA). Uspé&snost §tépeni byla zkontrolovana pomoci
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gelové elektroforézy. Nasledné byly vzorky zakoncentrovany na SpeedVacu Savant
SPD1010 na vysledny objem cca 20-25 ul, naneseny na 1,2% agar6zovy gel
a separovany pres noc pii 0,6 V/em. Po separaci DNA v gelu nasledovala 30min
depurinace gelu v 200 ml 0,25mol/lI HCI (w/v) a poté 20min denaturace gelu v 200 ml
0,4mol/l NaOH (w/v). Oba procesy probihaly v misce na tfepacce Duomax 1030.
Pienos DNA z gelu na nylonovou membranu Hybond™ — N+ (GE Healthcare,
Chicago, USA) byl proveden pomoci tzv. ,,downward capillary®, jejiz uspotradani je

Znazornéno na Obr. 10.

sklo
mistek

filtraéni papir e IIx
gel e e e

membrana ———— 0,4 mol/l NaOH

filtracni papir

bunicita vata

A

Obr. 10: Provedeni Southern blottingu.

Pfenos DNA probihal po dobu 4 h. Poté bylo sestaveni rozebrano, membrana
kratce promyta v 200 ml 2x SSC a ponechana susit ve flowboxu na sterilnim filtraénim
papife. Po usuSeni byla DNA na membrané¢ zafixovana pomoci UV Stratalinker 2400.

Gel byl po transferu DNA 15 min barven v ethidium bromidu a cilem bylo

zjistit, zda veskera DNA byla pifenesena na membranu a nezustala v agar6zovém gelu.

4.1.7 Southern hybridizace

Hybridiza¢ni pec Hybridization Incubator Model 1000, sterilni tlustosténné hybridizacni
valce (Robbins Scientific, Sunnyvale, Kalifornie, USA) a hybridiza¢ni pufr byly
vyhiaty na 68 °C. Cistou pinzetou byla do valce vloZzena membrana a k ni pfilito 15 ml
predehtatého hybridiza¢niho pufru. Membrana byla prehybridizovana se 150 pl Sheared
Salmon sperm DNA (10 mg/ml), kterd byla denaturovana 10 min varem a nasledné
10 min chlazena v ledové tiisti. Prehybridizace membrany probihala po dobu 1 h.
Po prehybridizaci byl pufr s blokovaci DNA vyménén za novy piedehiaty hybridizacni
pufr, ke kterému byla pfidana sonda — bitotinem znaceny PCR produkt nebo biotinem
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znaceny 50-mer (Tab. 2, Tab. 3) v koncentraci 200 ng/ul, a hybridizace membréany
probihala pfes noc pii 68 °C.

Dalsi den nasledovalo odmyvani nenavdzané sondy. Membrana byla vloZena
do plastové misky na tiepacku, ve které byly po 200 ml pii laboratorni teploté postupné
stiidany tyto promyvaci roztoky: 2x 5 min WASH1 - RT, 2x 5 min WASH2 - RT.
Poté, pro stringentni odmyvani pifi vys$si teploté, kdy teplota zavisi na Tm sondy
a zvolené stringenci, ve valci v hybridiza¢ni peci: 2% 15 min WASH1 — TM, 1x 15 min
WASH2 - TM.

Po odmyti nenavdzané sondy né&sledoval postup pro detekci imobilizované
nukleové kyseliny, ktery byl proveden dle pokynli uvedenych v pouzitém kitu
Chemiluminescent Nucleic Acid Module (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA). Tento proces obsahoval nésledujici kroky: 1) blokovani
membrany 16 ml blokovaciho pufru a inkubace pii 40 °C v hybridiza¢ni peci po dobu
15 min; 2) navazani streptavidinové protilatky pti 40 °C po dobu 15 min; 3) promyvani
membrany 4x 5 min vizdy v 20 ml promyvaciho roztoku; 4) inkubace
s chemiluminiscenénim substratem. Membrana byla nakonec zabalena do potravinaiské
félie a ve spravné orientaci vloZzena do kovovych desek spolu s rentgenovym filmem
Medical X-Ray Film Blue (Agfa HealthCare NV, Mortsel, Belgie). Tyto kroky
probihaly za tmy. Doba expozice se liSila, nejéastéji vSak byla 30 min. Po uplynuti této
doby byl rentgenovy film vyjmut z desek, ponofen na 1 min do roztoku vyvojky, kratce
oplachnut v redestilované vod¢ a nakonec ponofen na 1 min do roztoku ustalovace
a znovu oplachnut redestilovanou vodou.

Vzhledem k tomu, Ze membrany byly pouZity pro vice hybridizaci, bylo nutné
po kazdém experimentu odmyt navazanou sondu. Membrana byla vloZzena do 800 ml
horké redestilované vody s 10 ml 10% SDS na dobu 40 min. Poté byla membrana
promyta na tfepacce 2x 2 min ve 200 ml 2x SSC. Membrana byla usuSena na sterilnim
filtraénim papife ve flowboxu a uchovana pti laboratorni teploté, nebo mohla byt hned

znovu pouzita na dalSi Southern hybridizaci.
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Tab.2: Tandemové repetice, pouZité pro Southern hybridizaci, respektive
pro cytogenetickou analyzu.
oznaceni
tandemové nazev primeru sekvence primeru
repetice
CL46/120_L 5-TGCAATAGCTCAGAGCGAAA
TR CL46/120_ R 5'-CGCATGTCATCCTCTCAGAA
CL206/107_L 5'-GCCACACCTGGTTTTCCATA
TR CL206/107_R 5-GCGAGGGTGAACCAATGTA
CL231/50_L 5-GCCAATGTGTAGACCCCTTC
TR CL231/50_R 5-GCCTGAACATGGGTTTTAGG
CL286/19 L 5-GCACTTCTTGGGCAAATCAAG
TRO CL286/19 R 5-GATGCCAAGGGTAGCAGTGT
CL294/18 L 5-GGGAAGGGCTAACCAGAGG
TR CL294/18 R 5-TGGCATTGTGACTTCGTTTG
CL411/20 L 5-ATCATCCATCGCGTTGTCTT
TR CL411/20 R 5-TACCGAGAAGGGTGGCTCAT
CL414/18 L 5'-GCCCCAGCTATGGATGTCTA
TRIZ CL414/18 R 5-ATGCTTTCTAAACGGCCTCA
CL437/2_L 5-AAAACCCATGGCTTGAAGTG
TRIS CL437/2_R 5-CCTTGCCTAGCTACCTCACG
FPW_TR25new L | 5-CCCGTTTTTCATTTTCATGG
TRZS FPW_TR25new R | 5-CCCTAGTTCAAATCCGGTCA
Tab. 3:  Syntetické oligonukleotidy pouZité pro Southern hybridizaci.
nazev
tanderr_lové sekvence primeru
repetice
TR2 GCTTGACTTCATAAGACAGAGTTTAGGGTTAGGGGGTAGATACATGATTT
TR9 ATGTTCTGCACGCTTTTCCCCTTATGCTTGCCCCTCCCGCTCCTTCTCTC
TR10 TATGGCCATATTTGTGGCATAGCTTGTTATAACGTGCCCGAATTGCGCAT
TR13 ACACGCGCTTGCACTTCTCGTGCTATGAGGTTGAACTGCCCGACGCGGTT
TR14 CCCGACGTACGGGGACTTTTCCGTTTTTAGCCGATTCGGCCGTATTCGCT
TR16 TCCCTCCTCTGCTCACCATCAGCTCTGGCTTCATCTTCGTACTACTCCTC
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4.1.8 Roztlakoveé preparaty metafaznich chromozomi

Seminka jednotlivych druhd trav byla vlozena na 2 h do menSich kéadinek
s redestilovanou vodou, vyseta na Petriho misky, do niz byly vlozeny dvé vrstvy
bunicité vaty a jedna vrstva filtra¢niho papiru, a uloZena na 1 den do lednice. DalSi den
byly Petriho misky se seminky pfesunuty na laboratorni stiil nebo do termostatu BT
120, kde byla udrZzovéana teplota 27 °C. Samotné kli¢eni seminek probihalo asi 5-7 dni,
dle ro¢niho obdobi.

Kofinky naklicenych seminek byly odebrany pomoci pinzety do kadinek
naplnénych redestilovanou vodou a umisténych v krabici s ledovou tfisti. Odbér byl
proveden v dobé mezi 11:00-13:00, kdy jsou bunky v kofincich nejvice mitoticky
aktivni. Odebrané kotinky v kadinkdch s ledovou vodou byly pfes noc ponechany
pti teploté¢ 4 °C. Dalsi den v dobé mezi 13:00-14:00, ¢ili minimalné¢ po 26-27 h
Vv ledové vodé, byly kofinky osuSeny na bunicité vaté a pfeneseny do 1 ml Cerstvé
piipravené fixaze (3 : 1). Mikrozkumavky s kofinky byly na 5-7 dni umistény
do termostatu s teplotou 37 °C. Po uplynuti této doby byly kofinky osuseny na bunicité
vaté¢ a barveny 1% roztokem acetokarminu po dobu 2 h. Timto byly pfichystany
pro ptipravu roztlakovych preparatd metafaznich chromozoémut nebo pro zamrazeni
V piivodni fixazi.

Zamrazené kotinky byly jest¢ 15 min dobarvovany v 1% acetokarminu.
Mikroskopicka skla Knittel Glass (76 x 26 mm, Waldemar Knittel Glasbearbeitungs —
GmbH, Braunschweig, Némecko) byla ocisténa pomoci 70% ethanolu. Z kofinku byla
skalpelem odstranéna kofenova ¢epicka a do kapky 50% kyseliny octové (w/v) byla
pienesena ufiznuta koienova Spicka o velikosti asi 0,5 mm. Pfipraveny preparat byl
prikryt krycim sklem (P-LAB, Praha, Ceska republika). Mikroskopické sklo bylo
oznaceno nazvem vzorku. Pomoci paritka byl opatrnym roztukdnim meristému
proveden roztlak a preparat nasledné zafixovan opalenim nad kahanem. Diamantovym
perem byla oznafena poloha kryciho skla. Preparat byl piekryt filtraCnim papirem
anamisto kryciho skla bylo velkym tlakem zatlaceno. Preparat byl na 1 h polozen
krycim sklem dolt na blok suchého ledu. Poté byla sklicka promyta 20 s v roztoku 45%
kyseliny octové (w/v) pii laboratorni teploté a nasledné vlozena do 45% kyseliny octové
piedehiaté na 50 °C, kde byla inkubovana 3 min. Skla byla pti laboratorni teploté

ususena v digestofi, prohlédnuta pod svételnym mikroskopem Zeiss, Primo Star a podle
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vzhledu roztlaki metafaznich chromozému byly vybrany nejlepsi preparéaty, se kterymi
bylo déle pracovano.

Nasledovala postfixace preparatt, kterd zahrnovala jejich inkubaci 2x 5 min
vroztoku 2x SSC, dale 10 min fixaci v 4% formaldehydu, inkubaci 3x 4 min
ve 2x SSC a dehydrataci ve vzestupné ethanolové fadg, tj. 2 min v 70% ethanolu, 2 min
v 90% ethanolu a 2 min v 99,8% ethanolu. Postfixace zajistila vétsi stabilitu
chromozomu pii denaturaci a dalSich krocich provadénych za zvysené teploty.

Preparaty byly uchovavany v deskach pii laboratorni teploté.

4.1.9 Priprava sond

PCR byla provedena v celkovém objemu 20 pl a obsahovala 1 pmol/l specifické
primery (Tab. 2), 200 umol/I biotinem nebo digoxigeninem znaceny nukleotidovy mix
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko), 0,5 U Taq polymerdzy (New
England Biolabs, Ipswick, Massachusetts, USA) a 30 ng templatové genomové DNA.
PCR byla provedena za pouZiti programu uvedeného v Tab. 4. rDNA byla
amplifikovana pomoci specificky navrzenych primerd.

Pro 45S rDNA se jednalo o primery:

FPF_18S L: ATGGCCGTTCTTAGTTGGTG,

FPF_18S_R: GTACAAAGGGCAGGGACGTA.

Pro 5S rDNA potom o primery:

FPF_5S_L: CTAGGATGGGTGACCTCCTG,

FPF_5S R: ACGCTTTTCCCCTTATGCTT.

Tab. 4: Nastaveni termocykleru pro PCR.

krok teplota doba pocet cykla
pocatecni denaturace 94 °C 5 min 1
denaturace 94 °C 50s

navazovani primera 56 °C 1 min 35
extenze 72°C 1 min

zavéreéna extenze 72°C 5 min 1
chlazeni 4°C 0 -
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Sondy z ribozomalni DNA — 45S znaené biotinem a digoxigeninem byly
pfipraveny pomoci nick translace (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko)
areakce probéhla za podminek doporucenych vyrobcem. 1 pg templatové DNA —
vyizolovaného klonu pTa (Barker et al., 1988) nesouciho 4642 bp dlouhy usek, byl
ptidan k Biotin nebo Digoxigenin — Nick translatnimu mixu do celkového objemu
20 pl. Nick transla¢ni reakce probihala pii 15 °C po dobu 4 h. Poté byla provedena
kontrolni elektroforéza v 1,2% agar6zovém gelu. Pokud nick transla¢ni reakce vedla
k vytvoteni fragmenti DNA kratSich nez 500 bp, byla reakce zastavena pridanim

0,5mol/l EDTA a sonda byla nasledn¢ pouzita pro fluorescencni in situ hybridizaci.

4.1.10 Fluorescencni in situ hybridizace

FISH — mix obsahoval 50% formamid, 1x SSC, znac¢ené sondy v koncentraci ~ 50 ng/pl
a 50% dextran sulfat. Stringence byla stanovena na zaklad¢ koncentrace formamidu
a SSC dle Schwarzacher et Heslop-Harrison (2000), tedy 82%.

Hybridiza¢ni FISH — mix byl napipetovan na mikroskopické sklo s preparatem,
ten byl ptikryt krycim sklem a denaturovan v termocykleru Mastercycler pii 80 °C
po dobu 4 min. Skla byla poté ptenesena do hybridizaéni pece SM30, kde ptes noc
pii 37 °C probihala hybridizace sondy na fixované denaturované chromozomy.

Dalsi den bylo provedeno odmyvani nenavazané sondy. Preparaty byly postupné
pii 42 °C promyvany 10 min 2x SSC, 5 min 0,1x SSC, 5 min 2x SSC. Poté bylo
provedeno promyvani pii laboratorni teplot¢ 10 min ve 4x SSC. lhned po odmyti
nenavazan¢ sondy bylo na preparaty pipetovano po 90 pl 1% blokovaciho cinidla,
piikryto parafilmem a ponechano inkubovat 5 min pfi laboratorni teploté. Poté byly
aplikovany fluorescencné znaCené protilatky — streptavidin Cy3 (detekce biotinem
znacenych sond) a antidigoxigenin FITC (detekce digoxigeninem znacenych sond).
Na preparaty bylo pipetovano po 100 pl smési 1% blokovaci ¢inidlo s protilatkou
streptavidin Cy3 (fedéni 1 : 1000) a protilatkou antidigoxigenin FITC (fedéni 1 : 200),
piikryto parafilmem a pieneseno na 1 h do hybridiza¢ni pece s teplotou 37 °C.
Po uplynuti této doby byly preparaty promyty 3x 5 min ve 4x SSC pii 42 °C. Skla byla
ze spodni strany osuSena a na horni stranu bylo pfiloZzeno kryci sklo s 14 pl
montovaciho média Vectashield s DAPI. Tlakem na kryci sklo nebo pinzetou byly

odstranény vzduchové bubliny a preparaty byly vlozeny na 1 h do lednice.
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Vsechny preparaty byly prohlizeny pod fluorescenénim mikroskopem Zeiss,
Axio Imager.Z2 a snimany pomoci CCD kamery s vysokym rozliSenim. Barevné
obrazky byly ziskany pomoci softwaru ISIS v. 5.4.7. Nejvhodnéjsi chromozomalni

figury byly nasniméany, uloZeny a zpracovany pomoci software Adobe Photoshop
CC 2015 (Adobe Systems, San José, Kalifornie, USA).
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5 Vysledky

Na zaklad¢ in silico analyzy ¢aste¢nych illumina sekvenacnich dat osmi studovanych
zastupcu trav (Festuca pratensis Fure, Festuca pratensis Westa, Festuca arundinacea,
Festuca gigantea, Festuca glaucescens, Festuca mairei, Lolium multiflorum Mitos,
Lolium perenne Neptun) byly identifikovany pravdépodobné tandemové organizované
repetitivni sekvence DNA. Cilem experimentalni ¢asti pfedkladané diplomové prace
bylo zjistit, zda se tandemové sekvence DNA ziskané insilico analyzou nachazi

v genomech studovanych rostlinnych druhii a nepiedstavuji napt. sekvenacni artefakty.

5.1 Southern hybridizace

Pro Southern blotting a naslednou Southern hybridizaci byla postupné izolovana
genomova DNA z osmi druht trav. Pro piiklad je jeden z mnoha vysledku izolaci
na nasledujicim vystupu gelové elektroforézy (Obr. 11). Jako molekularni markery byla
vyuzita A DNA a A/Pstl. Oba v zasobni koncentraci 50 ng/ul. Elektroforéza probihala
pti 130 V po dobu 70 min.

Vzhledem k tomu, Ze Southern hybridizace je zaloZena na navazani sondy
na nastépenou genomovou DNA uchycenou na nylonové membrané, byla vyizolovana
genomova DNA stépena enzymem Haelll pii 37 °C po dobu 4 h. Vysledek Stépeni byl

zkontrolovan pomoci gelové elektroforézy (Obr. 12).
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Obr. 11: Piiklad né&kolika vyizolovanych genomovych DNA v 1,2% agarézove
elektroforéze. Drahy: 1 — 50 ng A DNA, 2 — 100 ng A DNA, 3 - FPF,
4 -FMA, 5-FAR, 6 - FPW, 7-LPN, 8 - LMM, 9 — 100 ng A/Pstl.

Obr. 12: Piiklad nastépenych genomovych DNA v 1,2% agar6zové elektroforéze.
Dréhy: 1 — 100 ng A/Pstl, 2 — FPF, 3 - FAR, 4 - FGI, 5 - FGL4, 6 — FGL.,
7-FMA, 8 - FPW, 9 - LMM, 10 - LPN, 11 — 100 ng A/Pstl.
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Pokud nastala situace, ktera je dobie vidét v piipadé Stepeni druhu FPW
(Festuca pratensis Westa) na obrazku 12, byl ke vzorku pfidan znovu enzym Haelll
tak, aby bylo docileno nastépeni genomové DNA, jako je tomu u ostatnich vzorkd.
Dobfie nastépena genomova DNA je nezbytna pro vznik specifického vzoru (paternu)
po Southern hybridizaci se sondou specifickou pro jednotlivé repetitivni sekvence
DNA, v tomto piipad¢ tandemové€ organizované repetice.

Po uspésném S$tépeni byla DNA pienesena na nylonovou membranu pomoci
Southern blotting metody a membrany byly nasledné vyuzity pro Southern hybridizaci.

Vzhledem k tomu, Ze hybridizace tandemové uspofadanych sekvenci DNA
poskytuje po Southern hybridizaci specifické uspofadani prouzkid, tzv. ladder-like
pattern, byla tato metoda zvolena pro ovéfeni tandemové povahy analyzovanych repetic
identifikovanych pomoci in silico analyzy. Southern hybridizace potvrdila pfitomnost
specifického, tzv. ladder-like paternu u vSech studovanych tandemovych repetic.

Piiklad tohoto specifického vzoru je uveden na obrazku 13.

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
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Obr. 13: Vysledné tandem-like paterny po Southern hybridizaci se sondou TR7.
Dréhy: 1 - FPF, 2 - FPW, 3 - FGL, 4 - FMA, 5 - FAR, 6 - FGI, 7 - LMM,

8 — LPN. Vlevo kratsi a vpravo delSi doba expozice.
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Kromé potvrzeni pfitomnosti tandemové se opakujicich jednotek v genomu
studovanych druhti byla Southern hybridizace vyuzita také k potvrzeni rozdilti poctt
kopii studovanych repetic v jadernych genomech jednotlivych druhti. Za timto tcelem
bylo pro Southern hybridizaci pouzito vzdy stejné mnozstvi monoploidnich jadernych
genoml studovanych druhtt (kap. 4.1.6, Tab. 1). Rozdily v cetnosti danych
tandemovych repetic mezi analyzovanymi druhy potvrdila také in silico data.

Udaje o &etnosti tandemovych repetic, stejné tak jako potvrzeni tandemového
charakteru téchto repetic identifikovanych in silico (Tab. 5), byly nasledné vyuzity
pro dalsi ¢ast experimentalni prace — cytogenetické mapovani. Naptiklad, pokud se dana
tandemova repetice podle in silico analyzy a také na zakladé vysledkd Southern analyzy
nevyskytovala v daném druhu — poskytla jen velmi slabé nebo Zadné signaly
na genomové DNA po Southern hybridizaci, nebyla pouzita pro cytogenetické
mapovani. V piipadé tandemove repetice TR7 (Obr. 13), byly po Southern hybridizaci
ziskany silné signaly v genomech tii zastupct trav — Festuca pratensis Fure, Festuca
gigantea a Lolium multiflorum Mitos. U dalSich druha byly ziskany slabsi signaly, coz

koreluje s rozdilnymi pocty kopii této repetice v genomech jednotlivych zastupcu trav.
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Tab.5: Tandemové repetice identifikované in silico v illumina sekvenaénich datech
osmi zastupcu trav (/// — tandemova repetice nebyla odhalena v illumina

datech, *** — tandemova repetice je soucasti spojeného klastru obsahujiciho

LTR element).
nazev FPF FPW FAR FGI FGL FMA | LMM LPN
tandemové
repetice podil genomu, ktery predstavuji tandemové repetice [%]
TR1 0,36 0,52 0,31 0,50 0,09 0,35 1,41 0,77
TR2 0,81 1,00 0,40 falalel 0,05 0,07 4,64 1,77
TR4 0,39 0,26 0,21 0,54 1 I 0,08 0,11
TR5 0,19 0,12 0,19 1,88 0,33 0,32 I 0,02
TR6 0,13 0,09 0,08 0,68 0,07 0,09 0,08 0,05
TR7 0,98 0,43 0,23 0,80 0,13 I 0,53 0,30
TR9 0,03 0,07 0,11 0,05 0,10 0,08 0,06 0,12
TR10 1 1 0,21 0,87 1 I I I
TR11 0,04 1 0,04 0,63 0,10 0,14 I I
TR12 0,11 0,07 0,09 0,09 0,29 0,20 0,06 0,17
TR13 0,07 0,10 0,06 0,10 0,07 I I I
TR14 1 I I 1 0,11 0,21 0,91 0,72
TR15 0,06 0,03 0,04 0,27 0,02 0,02 I 0,02
TR16 7 7 0,12 0,08 0,14 I I I
TR25 7 0,26 I 0,28 0,06 0,08 0,21 0,22

5.2 Cytogeneticka lokalizace tandemovych repetic

Tandemove repetitivni sekvence DNA byly lokalizovany na metafazni mitoticke
chromozomy vsech studovanych druhd s vyjimkou druhu Festuca glaucescens,
u kterého se nepodatilo ziskat kli¢iva semena. Také semena tetraploidniho duhu Lolium
perenne Neptun neméla dostate¢nou kli¢ivost, a proto byla tato odrida
pro cytogenetické mapovani nahrazena diploidnim zastupcem Lolium perenne L.
GR 3320 ziskanym z genoveé banky IPK Gatersleben. Kondenzovane metafazni
chromozémy vsech analyzovanych zastupcu rodu Festuca sp. (Obr. 14) i Lolium sp.
(Obr. 15) jsou velkeé podobné jako metafazni chromozémy obilovin a je na nich dobfie

patrna pozice centromery a Casto rozliSitelna sekundarni konstrikce.
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Obr. 14:

Mitotické metafazni chromozomy druha Festuca pratensis Fure (A; 2n = 2x
= 14); Festuca pratensis Westa (B; 2n = 4x = 28); Festuca gigantea (C; 2n =
6x = 42); Festuca mairei (D; 2n = 4x = 28) a Festuca arundinacea (E; 2n =

6x = 42). Méftitko v dolnim pravém rohu odpovida 10 pm.
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Obr. 15: Mitotické metafazni chromozomy druhu Lolium multiflorum Mitos (A; 2n =
4x = 28) a druhu Lolium perenne L. GR 3320 (B; 2n = 2x = 14). M¢ftitko
v dolnim pravém rohu odpovida 10 pm.

Tandemové repetice vybrané na zakladé Southern hybridizace a informaci, které
poskytla in silico analyza illumina sekvena¢nich dat (Tab. 5), byly mapovany
na metafazni chromozémy spole¢né s geny pro 45S a 5S rRNA pomoci fluorescencni
insitu hybridizace. Informace o lokalizaci rRNA gent slouzila pro ¢asteénou
identifikaci chromozému a také jako kontrola zdarného prubéhu FISH.

Bylo zjisténo, ze geny pro 45S rRNA jsou lokalizovany v sekundéarnich
konstrikcich metafaznich chromozdéma. Pocet lokust je variabilni mezi druhem Festuca
a druhem Lolium (Tab. 6). U n¢kterych zastupcti, piedevsim polyploidnich, byla velmi
Castym jevem pritomnost neuplné metafaze a nepodafilo se tak jednoznacné urcit pocet
lokustt rRNA gent. U vétSiny analyzovanych zastupct rodu Festuca sp. odpovidal
pocet 45S rDNA lokust ploidnimu stupni téchto druht. Jedinou vyjimkou byl
hexaploidni druh Festuca gigantea, u kterého byla 45S rDNA lokalizovana pouze
na dvou chromozoémech a 5S rDNA na ¢tyfech chromozdémech (Tab. 6). V genomu
Lolium perenne GR 3320 se 45S rDNA nachazi v sekundarnich konstrikcich osmi
chromozomu a u Lolium multiflorum se jednozna¢ny pocet lokusii nepodatilo zjistit, ale
podobné jako u jilku vytrvalého i tento druh obsahuje vice chromozomu se sekundarni

konstrikci, kam je lokalizovana 45S rDNA.
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Tab. 6: Pocty lokusi 45S a 5S rDNA u zastupcu sledovanych druhd.

nazev druhu ploidie pocet lokusi 45S pocet lokusii 5S
rDNA (2C) rDNA (2C)

F. pratensis Fure 2n=2x=14 2 2

F. pratensis Westa 2n =4x =28 4 4

F. mairei 2n =4x =28 nelokalizovano 8

F. arundinacea 2n = 6x =42 6 12 (2 slabsi signaly)
F. gigantea 2n = 6x =42 2 4

L. multiflorum Mitos 2n =4x =28 nelokalizovano nelokalizovano
L. perenne GR 3320 2n=2x =14 | 8 (2 slabsi signaly) 2

Mezi nejcetnéjSi tandemové DNA sekvence u diploidniho druhu Festuca
pratensis Fure (Obr. 16) patii TR7, ktera poskytla osm viditelnych signalt v genomu.
K dal$im bohaté zastoupenym tandemovym repeticim u tohoto druhu patii TR4, ktera
poskytla ¢tyfi silné a dva slabé, ne vzdy viditelné, signaly na metafaznich
chromozémech a TR12, ktera byla lokalizovana na étyti metafdzni chromozomy.

U tetraploidniho zastupce Festuca pratensis Westa byla po in silico analyze
piitomnost tandemové repetice TR7 zjisténa v relativné vysokych poétech kopii. I kdyZz
Southern analyza tuto skute¢nost nepotvrdila (Obr. 13), byla tato repetice pouzita
pro cytogenetické mapovéani. Po FISH na metafaznich chromozémech odridy Westa
poskytla TR7 slabsi, ale viditelné signaly na C&tyfech chromozomech. Slabsi, ale
viditelne signaly na c¢tyfech chromozomech (dva signaly byly velmi slabé a byly
pozorovany jen u nékterych preparatil) poskytla také tandemova repetice TR4. Pocet
signal repetice TR12 se u tohoto tetraploidniho druhu nepodafilo jednoznacné
identifikovat, vzhledem k pfitomnosti neuplnych metafazi.

U dalSiho tetraploidniho druhu, Festuca mairei, patfily k nejcetnéjSim
tandemovym repeticim TR5, TR12 a TR14. Tandemova repetice TR12 poskytla slabé,
ale viditelné signaly v telomerickych oblastech &ty chromozoma a u nékterych
preparatd byly vidét jest¢ dalsi dva mnohem slabSi signaly této repetice (také
Vv telomerickych oblastech). Pocty signalti dalsich tandemovych repetic se nepodatilo
jednoznacéné urcit.

U hexaploidnich zastupcti Festuca arundinacea a Festuca gigantea se podatilo
zamapovat tandemovou repetici TR6 a to na osm, respektive dvanact aZz Sestnact

chromozomu v piipad¢ Festuca gigantea. Cytogenetickd lokalizace velmi casto
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neuspéla diky pfitomnosti malého mitotického indexu a nelplnych metafazi
na preparatech téchto dvou polyploidnich kostfav. Dal§im velmi castym jevem,
predevS§im u analyzy polyploidnich druhti trav, byla pfitomnost piekryvajicich se
chromozomu, coz znesnadnovalo jejich identifikaci a také identifikaci poc¢tu lokustu
mapovanych tandemovych repetic.

Podobna situace byla pozorovéana také u roztlakovych preparati druhti Lolium
multiflorum Mitos. Kromé nizkého mitotického indexu obsahovaly preparaty netiplné
metafize a nebylo tak mozné jednoznacné identifikovat pocty lokusti vybranych
tandemovych repetic, aZ na tandemovou repetici TR7, kterd poskytuje slabé signaly
a vyskytuje se v pericentromerickych oblastech na étyfech chromozomech. Stejnou
lokalizaci poskytla tato repetice i v genomu diploidniho zastupce druhu Lolium perenne
(Obr. 16). Na metafazni chromozomy tohoto druhu se dale podafilo zamapovat
a jednozna¢né identifikovat pocet a pozici tandemovych repetic TR4, ktera se
vyskytovala na dvou chromozémech a TRI12, kterd byla zjiSt€éna na ctyfech

chromozomech. Vysledky cytogenetického mapovani jsou shrnuty v Tab. 7.
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Tab. 7:

Pocty lokusti mapovanych tandemovych repetic u sledovanych zastupci.

nazev druhu ploidie pocet lokusi TR4 pocet lokusi TR6 pocet lokusu TR7 pocet lokusi TR12
. .. . . . | 8(2 lokalizuji na stejnych 4 (2 siln¢jsi lokalizuji na
F. pratensis o I . Nepodarilo se jednoznacné . . - .
Fure 2n=2x=14 4 silné (+ 2 slabé) urcit pocet lokusii chromozdmech jako 5S stejr]ych chromozémech
rDNA) jako 45S rDNA)
F. pratensis on = Ax = 2_4 (f? elt? kaIIZUJ,I na h Nepodarilo se jednoznacné 4 (EeIOkaII,Z u! T}a.StlfJ nych Nepodarilo se jednoznacné
Westa n=4x=28 Stejny(.: chromozomec urcit pocet lokusii chromozomech jako 55 urcit pocet lokusti
jako rDNA) rDNA)
4-6 (telomericke oblasti
. o Nepodarilo se jednoznacné | Nepodarilo se jednoznacné | Nepodarilo se jednoznacné | chromozémi; nelokalizuji
F. mairei 2n=4x =28 v, o o v . v, . o .
urcit pocet lokusii urcit pocet lokusii urcit pocet lokusii na stejnych chromozomech
jako 5S rDNA)
telomerické oblasti 6
. P Nepodarilo se jednoznacné 8 (2 telomerické a 6 Nepodarilo se jednoznacné (?hrqm(?zomu (2. Sl{lpSl
F. arundinacea | 2n=6x=42 it pocet lokusi ericentromerickych) it Docet lokusi signaly; nelokalizuji na
urcit pocet lokusi p y urcit pocet lokusti stejnych chromozémech
jako 5S rDNA)
.. . . . | slabsisignaly na velkém .. . . . . L
F. gigantea 2N = Bx = 42 nepodazf'llo se jednozqacne poétu chromozom (12— nepodaleo se ]ednoznoacne nepodaleo se ]ednoznoacne
urcit pocet lokusii 16) urcit pocet lokusii urcit pocet lokusti
2-4 (na jednom péru
L. multiflorum on = dx = 28 Nepodarilo se jednoznacné | Nepodarilo se jednoznacné lokalizuji na stejnych Nepodarilo se jednoznacné
Mitos urcit pocet lokusti urcit pocet lokusti chromozdmech jako 45S urcit pocet lokusti
rDNA)
L. perenne GR 2 (nelokalizuji na stejnych Nepodarilo se jednoznacné Iiiil(igz)ieggzg'g?& 4 (lokalizuji na stejnych
P 2n=2x=14 | chromozémech jako 5S P J “ . ny chromozdmech jako 45S

3320

rDNA)

urcit pocet lokusii

chromozdmech jako 45S
rDNA)

rDNA)
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Obr. 16: Fluorescencni in situ hybridizace tandemovych repetic na diploidnim druhu

Festuca pratensis Fure: (A) lokalizace TR4 (Cerveny signal) a 5S rDNA
(zeleny signdl); (B) lokalizace TR7 (Cerveny signal) a 5S rDNA (zeleny
signal); (C) lokalizace TR12 (zeleny signal) a 45S rDNA (Cerveny signal).
FISH na diploidnim zastupci Lolium perenne L.: (D) lokalizace TR4 (zeleny
signal) a 5S rDNA (Cerveny signal); (E) lokalizace TR7 (Cerveny signdl)
a 45S rDNA (zeleny signdl); (F) lokalizace TR12 (zeleny signél) a 45S rDNA
(Cerveny signdl). Signaly tandemovych repetic jsou zvyraznény Sipkami,

méfitko odpovida 10 pm.

51



6 Diskuze

Velikosti genomu trav se pohybuji okolo 1C ~ 2-10 Gb a fadi se tedy mezi rostliny
s velkymi a Casto polyploidnimi genomy. Pfevaznou ¢ést velkych rostlinnych genomu
piedstavuji rizné typy repetitivnich sekvenci DNA. Diive se o repetitivni DNA mluvilo
jako o tzv. ,,odpadni DNA“, pozd¢&jsi studie vSak prokazaly jeji nezastupitelnou roli
v genomech rostlin. Mezi tyto repetitivni sekvence DNA patii pfedev§im telomerické
a centromerické repetice, které jsou nezbytné pro sprdvnou funkci téchto oblasti
chromozomu, respektive genomu. Povahu repetitivnich sekvenci maji také geny
kodujici ribozomalni DNA, které se v genomech vyskytuji ve vysokém poctu kopii,
usporadanych tandemové za sebou. Nejéetn&jSimi repetitivnimi sekvencemi DNA
v genomech rostlin jsou vSak riizné typy transponovatelnych elementt. Tyto elementy
byvaji autonomni nebo semiautonomni a jsou schopny se v jadernych genomech
replikovat a své kopie vkladat do novych genomovych oblasti. Timto zpusobem se
podileji velkym dilem na variabilit¢ genomu, ale také na umlcovani nékterych genti
(pokud se nova kopie, nebo v piipadé DNA transpozoni samotny element, integruje
do promotorovych nebo jinych oblasti genti). Repetitivni DNA sekvence jsou, na rozdil
od genovych sekvenci DNA, rychle se vyvijejici oblasti DNA. Této skute¢nosti je
vyuzivano pii pouZiti repetic jako molekularnich a cytogenetickych markert.
Identifikovat druhové specifické repetitivni sekvence DNA je v dnesni dobé
velmi usnadnéno pouzitim masivné paralelnich sekvenacnich technologii. Toto
sekvenovani nové generace umoziuje ve velmi kratkém case vyprodukovat miliony
sekvenacnich ¢teni. Sekvenovani nové generace, illumina sekvenovani, bylo aplikovano
i na osm blizce piibuznych zastupct trav. Sest genotypli rodu Festuca — Festuca
pratensis Fure (diploid), Festuca pratensis Westa (tetraploid), Festuca arundinacea
(hexaploid), Festuca gigantea (hexaploid), Festuca glaucescens (tetraploid), Festuca
mairei (tetraploid) a dva genotypy rodu Lolium — Lolium multiflorum Mitos (tetraploid)
a Lolium perenne Neptun (tetraploid). Illumina sekvence byly pouzity pro analyzu
specifickych repetitivnich sekvenci DNA (Hfibova, nepublikovano). In silico metody

dnes relativné jednoduse umoziuji nejen identifikovat a charakterizovat jednotlivé
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sekvence DNA, ale u repetic také stanovit jejich pravdépodobné pocty kopii v genomu
(Hribova et al., 2010; Macas et al., 2007; Macas et al., 2015; Novék et al., 2010).
Zatimco poéty kopii stanovené na zakladé in silico analyzy u ruznych typa
transponovatelnych elementti koreluji s experimentalnim ovéfenim, u tandemovych
repetic se mnohdy setkame s velkymi rozdily mezi in silico a experimentalnimi daty
(Macas et al., 2007; Macas et al., 2015; Novak et al., 2010).

Vhodnou experimentalni metodou pro ovéteni tandemové povahy repetitivni
DNA a takeé pro stanoveni, respektive ovéfeni rozdili v Cetnosti danych repetic mezi
studovanymi druhy, je Southern hybridizace (Southern, 1975). Tato metoda byla
vyuzita i v predkladané diplomové praci. Bylo analyzovano celkem patnéct in silico
identifikovanych tandemovych repetic. U vSech bylo experimentalné ovéfeno jejich
tandemové usporfddani v genomu a zaroven potvrzeny rozdily v Cetnosti mezi osmi
analyzovanymi zastupci trav. Veskeré Southern hybridizace byly provadény pfi vysoké,
90%, stringenci proto, aby nedochazelo k tvorbé nekomplementarnich dvouvlaknovych
usekli mezi sondou a genomovou DNA uchycenou na nylonové membrané. Kdyby
hybridizace probihala za niZsi stringence, mohly by byt vysledky, tykajici se rozdila
Cetnosti jednotlivych tandemovych repetic v genomech trav, velmi zavadgjici.

Jak jiz bylo uvedeno, na zaklad¢ Southern hybridizace byly vybrany tandemové
repetice s vysokym pocétem opakovani v genomech pfislusnych druht trav a pouzity
pro cytogenetické mapovani pomoci fluorescenéni in situ hybridizace na roztlakovych
preparatech metafaznich chromozémad.

Tandemové organizované repetitivni sekvence DNA se na chromozdmech
vyskytuji v tzv. klastrech, které mohou byt az nékolik megabazi dlouhé, a patii tak
k nejpouzivanéjSim a nejoblibenéj$im cytogenetickym markeram (Alkhimova et al.,
2004; Ceccarelli et al., 2007; Chen et al., 2000; Cizkova et al., 2013; Kopecky et al.,
2013). Tandemové repetice jsou jedny z nejrychleji se vyvijejicich DNA sekvenci
vV genomu, a proto byvaji velmi ¢asto druhové specifické — v jadernych genomech jsou
Casto lokalizovany jen na nékterych chromozdmech. Z téchto dtivodu byvaji vyuzivany
pro analyzu karyotypu, identifikaci jednotlivych chromozomu, stejné tak i v evoluénich
studiich (Alkhimova et al., 2004; Han et al., 2008; Lim et al., 2005; Mandakova
et Lysék, 2008).

Nemén¢ dilezitou metodou vyuZivanou Vv experimentalni ¢asti této diplomové
prace byla cytogenetickd metoda FISH. Hybridizace in situ jsou obecné velice ¢astym

pristupem v problematice genomiky, respektive cytogenetiky trav, jelikoz umoznuji
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poznéni struktury genomu na chromozomalni urovni a poskytuji tak napiiklad
pozadované informace o lokalizaci druhové specifickych gend. Jelikoz se v rostlinné
fiSi, a u trav nevyjimaje, Casto déje ¢i cilené¢ provadi kiizeni nebo jiné postupy
vyuzitelné ve Slechténi, jsou cytogenetické metody nezbytné pro urcovani ancestralnich
genomu téchto Cetnych hybrida a tim ptispivaji k lepSimu pochopeni fylogenetickych
vztahl. V soucasnosti je pozornost zamétena na hybrida vzniklého kiizenim zéastupcti
roda Festuca a Lolium, tzv. Festulolium (Kopecky et al., 2008a).

V radmci této prace bylo dosazeno vétSiny potiebnych experimentalnich ovéfeni
in silico analyzy a vSechny vysledky byly ptehledné zpracovany. Prakticky byl potvrzen
¢1 vyvracen teoreticky obsah a mnozstvi tandemovych repetic v genomu trav — roda
Festuca a Lolium. Ne vzdy vSak mohl byt vysledek jasné urcen, jelikoz cytogenetickou
Cast znesnadiovala pfitomnost nelGplnych metafazi v roztlakovych preparatech.
| pies tyto potize, které mohly byt zplsobeny pravdépodobné zimnim obdobim,
ve kterém semena trav i pies inkubaci v termostatu neposkytla vysokou kli¢ivost
a kofenové meristémy neposkytly dostateény pocet metafaznich chromozomu, byly
charakterizovany tandemove repetice, které mohou byt vyuZitelné jako cytogenetické
markery v dalSich studiich. Byly potvrzeny chromozomové specifické lokalizace
u vSech mapovanych tandemovych repetic a lze tak jednoznaéné konstatovat, Ze tyto
nové tandemové repetice mohou byt pouZity nejen pro identifikaci jednotlivych

chromozomu, ale piipadné i pro evolu¢ni studie.
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Teoreticka ¢ast této diplomové prace se zabyva problematikou vyznamu a vyuZiti trav,
zvlasté pak bliz§im pohledem na rody Festuca a Lolium. DalSi kapitoly obsahuji reSersi
na téma repetitivnich sekvenci DNA v rostlinnych genomech a cytogenetické ptistupy
pro jejich analyzu. Prakticky byly provadény Southern hybridizace a fluorescencni
in situ hybridizace na osmi druzich trav vyse zminénych roda. Pozornost byla vénovana
tandemovym repeticim a jejich lokalizaci v genomu.

Analyza tandemovych repetic v pfibuznych genomech druhia Festuca a Lolium
probihala s vyuzitim informaci pfedchozi in silico analyzy. In silico data byla
v piedkladané diplomové praci ovéfena s vyuzitim experimentalnich metod — Southern
hybridizace. VSechny vysledky byly zpracovany a in silico analyza tak byla v mnoha
aspektech potvrzena experimentalnimi daty. Tandemové repetice poskytly pomoci FISH
signaly na specifickych mistech v genomu (na chromozomech) a diplomova prace tak

poskytla nové informace o lokalizaci téchto sekvenci DNA v genomu trav.
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9 Prilohy

9.1 Seznam pouzitych zkratek

bp
BSA
C

Cy3
DAPI
DNA
EDTA
FAR
FGI
FGL
FISH
FITC
FMA
FPF
FPW
G
GISH
ITS
LMM
LPN
NGS
p.a.
PCR
RNA
RNaza A
rDNA

pary bazi

hovézi sérovy albumin
cytosin

cyanin 3

4’ 6-diamidin-2-fenylindol
deoxyribonukleova kyselina
ethylendiamintetraoctova kyselina
Festuca arundinacea

Festuca gigantea

Festuca glaucescens
fluorescencéni in situ hybridizace
fluorescein isothiokyanat
Festuca maireli

Festuca pratensis Fure
Festuca pratensis Westa
guanin

genomova in situ hybridizace
vnitini piepisovany mezernik
Lolium perenne Mitos

Lolium perenne Neptun
sekvenovani nové generace
pro analyzu

polymerazova fetézova reakce
ribonukleova kyselina
ribonukleaza A

ribozomalni DNA
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rRNA
RT
SDS
SSC

TBE
™

ribozomalni RNA

pokojova teplota

dodecylsiran sodny

citrat sodny

thymin

Trizma base, kyselina borita, EDTA
teplota tani (Tm)
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