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Souhrn

Piedkladana diplomova prace je zaméfena na studium stability genomového sloZeni
mezirodovych kiizencti Festulolium (Festuca x Lolium) kombinujici agronomicky vyhodné
vlastnosti obou rodi¢u: zastupci rodu kostiava (Festuca L.) a jilek (Lolium L.). Tyto
jednod¢lozné travy patii do ekonomicky vyznamné ¢eledi lipnicovité (Poaceae) a piedstavuji
hlavni slozku luk a pastvin. Slouzi pfevazné jako krmivo pro hospodaiska zvifata, ale vyuzivaji
se také pii zakladani uzitkovych ¢i okrasnych travnikli. Znacnym problémem pfi Slechténi
hybridnich trav je nestabilita jejich genomu v nasledujicich generacich zpisobena parovanim
homeolognich chromozomi a cizosprasnym typem rozmnozovani.

V teoretické ¢asti je charakterizovana Celed’ lipnicovité a zvlastni pozornost je vénovana
hospodaisky vyznamnym druhtim rodu kostfava a jilek. Dale se Vv teoretické ¢asti zabyvam
mezirodovou hybridizaci, genomovym slozenim odrid Festulolium, stabilitou jejich genomu
a Vv neposledni fadé¢ také metodami vhodnymi K identifikaci a charakterizaci hybridt. Cilem
experimentalni ¢asti této prace bylo pomoci genomové in situ hybridizace studovat genetickou
variabilitu a stabilitu genomového slozeni v nasledujici generaci u vybranych introgresnich
odrad Festulolium (Spring Green, FURs0142, Lofa a FLM).

Vysledky cytogenetické analyzy ukazaly nevyvazené zastoupeni rodicovskych genomd,
nebot’ v genomech vSech analyzovanych rostlin dominoval genom jilku nad genomem kostfavy.
V nésledujici generaci bylo u vétSiny rostlin pozorovano zvySeni podilu jilkového genomu
a postupna eliminace genomu kostfavového. Pouze v piipad€ spraSeni rostlin S kostfavovym,
I bez kostfavového chromatinu a nasledné selekce pouze rostlin s kostfavovym chromatinem,
byl u odrid Lofa i FLM pozorovan z generace na generaci mirny nartst kostfavového
chromatinu. Nicméné stéle bylo zastoupeni rodicovskych genomil zna¢né nerovnomérné.

Na zakladé ziskanych vysledku lze usoudit, Ze genom introgresnich odrid neni pftilis
stabilni a Vv nasledujicich generacich dochazi k dalSimu posunu genomového slozeni ve
prospéch jilkového genomu. Pokud nebudou rostliny predem selektovany, muze v dalSich

generacich dojit az k apIné eliminaci kostfavového chromatinu a navratu k ¢isté jilkové formé.



Summary

This diploma thesis is focused on the genomic composition and its stability
in intergeneric hybrids Festulolium (Festuca x Lolium) which may combine superior agronomic
characteristics of fescue (Festuca L.) and ryegrass species (Lolium L.). These monocot grasses
are members of the economically important Poaceae family and are the main component
of permanent meadows and pastures. Grasses provide high quality fodder for livestock and they
are also used for turf and ornamental purposes. However, hybrid grasses possess troubles with
the enormous genetic variability and instability in the successive generations due to a pairing
of homoelogous chromosomes and outcrossing type of reproduction.

In theoretical part of this thesis, Poaceae family is characterized with the special
attention given to the genera Festuca and Lolium. Other part focuses on the intergeneric
hybridization, genomic composition of Festulolium, stability of hybrid genomes and on the
main cytogenetic and molecular methods used for the identification and characterization of the
hybrids and their genomes. The main aim of this work was to study genetic variability and
stability of the genomic composition in the successive generations of four Festulolium cultivars
(Spring Green, FuRs0142, Lofa a FLM) using genomic in situ hybridization.

The cytogenetic analysis detected unbalanced representation of parental genomes.
In the genomes of all analysed plants the Lolium genome dominated over the Festuca genome.
The analysis detected increasing predominance of Lolium genome in the successive generation
of the majority of analysed plants. Slight increase of Festuca chromatin was observed in two
cultivars: Lofa and FLM when plants with and without Festuca chromatin were intercrossed
and only plants with Festuca chromatin were used for seed collection. However, genomic
constitution in these cultivars remained unbalanced.

To conclude, the results of this thesis indicates instability of the hybrid genome
of introgression Festulolium cultivars. It seems evident, that without proper selection of the
plants for mating, the introgresion(s) from Festuca genome will be eliminated in subsequent

generations and hybrid cultivars will revert to the pure Lolium form.
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1 Uvod

Celed lipnicovité (Poaceae) zahrnuje nejvyznamnéjsi travni rody, jako jsou jilky
(Lolium L.) a kosttavy (Festuca L.), vyuzivané zejména ke krmnym tcelim. Ty Se rovnéz
uplatiiuji pti zakladani travniki ¢i K okrasnym ucelim a hraji zasadni roli v ochrané zivotniho
prostiedi (Kopecky et Studer, 2014). Jilky jsou cenéné pro sviij vysoky vynos dobie stravitelné
pice s vysokym nutricnim obsahem, zatimco kostravy se vyznacuji odolnosti viici abiotickému
a biotickému stresu (Thomas et Humphreys, 1991). Vzhledem k ménicim se klimatickym
podminkam, se Slechtitelé, Casto ve spolupraci s genetiky a molekularnimi biology, snazi ziskat
odridy odolné vuci abiotickému a biotickému stresu se zachovanim ¢i zvySenim vynosu,
kvality pice a vytrvalosti. Cennym néstrojem pii Slechténi se stala mezirodova ¢i mezidruhova
hybridizace. Tento postup se vyuziva i pii $lechténi trav a mezirodovym kiizenim kostfav
s jilky vznikaji hybridi Festulolium (Festuca x Lolium) kombinujici agronomicky vhodné
vlastnosti obou rodl. V soucasné¢ dobé existuje mnoho komer¢nich odrid mezirodovych
hybridt Festulolium vyuzivanych v picninafstvi ¢i travnikaistvi (Kopecky et al., 2008).

Na rozdil od valné vétSiny mezidruhovych kiizenci se v kiizencich Festulolium
chromozomy pochazejici z kostfav paruji se svymi patnery pivodem z jilku. To umoziuje
homeologni rekombinace a vysledkem je zna¢na variabilita v potomstvu. U odrad Festulolium
bylo zjisténo nerovnomérné zastoupeni rodicovskych genomi, kdy pievlada jilkovy genom nad
kostfavovym. Otaznik tak zlistava nad stabilitou hybridniho genomu v nasledujicich generacich
komer¢nich odrd. Proto je tato diplomova prace zaméfena na studium genomového slozeni
a jeho stabilitu v dalsi generaci u vybranych introgresnich odrud Festulolium. Ziskané poznatky

mohou byt velice dlleZité pti Slechténi a registraci novych odrid.



2 Cile prace
1. Vypracovani literarni reSerse.

2. Cytogeneticka charakterizace vybranych k¥izencti xFestulolium se zaméfenim na introgresni

odrudy.
3. Studium stability genomového slozeni v dalsi generaci vybranych kiizencu.

4. Zhodnoceni experimentalnich dat a vypracovani experimentalni casti diplomové prace.



3 Literarni prehled

3.1 Celed’ lipnicovité (Poaceae)

obiloviny, jednodélozné travy, ale i dalsi uzitkové rostliny (napt. bambus nebo cukrovou titinu).
Lipnicovité jsou rozsahlou celedi dale ¢lenénou na 12 podceledi. Celkem je zndmo piiblizné
770 rodu s vice nez 12 000 druhy (Soreng et al., 2015). Do podceledi Pooideae Bentham (1861),
nejvetsi podEeledi lipnicovitych, patiéi kromé vyznamnych obilovin, jako je pSenice, je¢men
¢i zito (Seberg et Petersen, 2007), také rody picnich a travnikovych trav, napf. rod jilek (Lolium
L.) ¢i kostiava (Festuca L., Clayton et Renvoize, 1986; Tzvelev, 1982).

V soucasnosti se ukazuje, Ze zvySovani vynosi hospodaisky vyznamnych rostlin
klasickym S$lechténim neni dostatecné pifi zvySujicim se poctu svétové populace. Zda se,
ze jedinou cestou, kterd by zabezpecila potravinovou bezpecnost lidstva, predstavuje vyuziti
biotechnologii v modernim $lechténi. K tomu je vSak nezbytna znalost struktury, organizace
a funkce genoml téchto plodin. Genomové analyzy jsou ale znacné ztizeny castym
polyploidnim charakterem (napf. hexaploidni pSenice seta ¢i hexaploidni kostfava rakosovitd),

velikosti genomu a vysokym zastoupenim repetitivnich sekvenci.

3.1.1 Stuktura genomu

Velikost genomu je v ramci rostlinné fise velice riznoroda, pohybuje se v rozmezi
od 63 Mb do 149 Gh. Pocet a velikost (sekvencni délka) gend jsou u jednotlivych druhi
pfiblizn€ stejné, rozdil zpisobuji nekodujici sekvence, predevSim repetice (opakujici
se sekvence). Prvnim typem repetitivnich sekvenci jsou tandemové repetice (mikrosatelity,
minisatelity a satelitni DNA) tvofici telomery, centromery nebo ribozomalni DNA. Druhym
typem jsou transponovatelné elementy (retrotranspozény, DNA transpozony) majici schopnost
se v ramci genomu premistovat (Heslop-Harrison et Schwarzacher, 2011).

Ptes velikost a komplexitu rostlinnych genomt vyznamnych kulturnich druhti celedi
Poaceae se diky rozvoji metod celogenomového sekvenovani umoznilo ziskat uplné sekvence
genomu nékterych druhi. V dnesni dobé jsou dostupné celogenomové sekvence ryze seté (Goft
et al., 2002; Yu et al., 2002), kukufice seté (Schnable et al., 2009), ¢iroku dvoubarevného
(Paterson et al., 2009), je¢mene setého (International Barley Genome Sequencing Consortium,

2017) ¢i pSenice seté (International Wheat Genome Sequencing Consortium, 2018). V ramci



picnich a travnikovych trav byl osekvenovan genom jilku vytrvalého (Byrne et al., 2015)

¢i chromozom 4F kostiavy luéni (Kopecky et al., 2013).

3.1.2 Travnirody

Jednodé€lozné travy predstavuji vyznamnou slozku luk a pastvin, slouzici ptevazn¢ jako
vysoce kvalitni krmivo pro hospodaiska zvifata (Regal et Sindelafova, 1970; Wang et Ge,
2006). Odhaduje se, Ze louky a pastviny piedstavuji dvakrat vétsi plochu nez orna pida (Jauhar,
1993) a v Ceské republice je to skoro 40 % zemé&délskych ploch (Cernoch et al., 2003). Jsou
rovnéz soucasti travnikd a uplatnuji se napt. pii zakladani fotbalovych a golfovych hiist,
zatravnéni letiStnich ¢i jinych uZzitkovych prostor. Zabraiiuji sesuviim ¢i erozi pidy a hraji tak
zasadni roli v ochrané Zivotniho prostfedi. TaktéZz jsou vysévany V parcich a zahradach za
okrasnym ucelem (Kopecky et Studer, 2014).

Mezi nase nejvyznamnéjsi travni rody patii jilky (Lolium L.) a kostiavy (Festuca L.).
S mensim zastoupenim se vyskytuji rovnéz lipnice luéni (Poa pratensis L.), bojinek lu¢ni
(Phleum pratense L.) a srha lalo¢nata (Dactylis glomerata L.; Kopecky et Studer, 2014). Rod
Lolium L. zahrnuje pouze devét Cisté diploidnich druht (Byrne, 2015), ptfi¢emz zde najdeme
samospra$né i cizosprasné druhy, které jsou bud’ vytrvalé, nebo jedno- ¢i dvouleté. Rod Festuca
L. je jednim z nejpocetngjSich rodii celedi Poaceae, V soucasnosti je uvadéno piiblizné
600 druhti a je pro n¢ charakteristicky ¢asty vyskyt polyploidie (Catalan et al., 2004).

Fylogenetickymi analyzami byla zjisténa blizka ptibuznost rodu Lolium s podrodem
Schedonorus sirokolistych kostfav (Torrecilla et Catalan, 2002), pficemz jilky se ziejmé
vyvinuly z ptedchtdce kostravy luéni v Mediteranu v dobé pted cca 2,1 miliony let (Inda et al.,
2008). V tab. 1 jsou uvedeny vyznamné druhy rodi kostfav a jilku, jejich ploidie a pocet

chromozoma.



Tab. 1: Pfehled vyznamnych druhi kostiav podrodu Schedonorus a jilkd, jejich ploidie a pocet

chromozomu

Pocet chromozomu

Rod kostifava (Festuca L.)

Kostrava luéni (Festuca pratensis Huds.) 2n=2x =14
Kosttava lu¢ni itals;(;iegi(iesgu)ca pratensis subsp. on = dx = 28
Festuca arundinacea subsp. glaucescens Boiss. 2n = 4x = 28

Kostrava rakosovita (Festuca arundinacea Schreb.) 2n = 6x =42
Rod jilek (Lolium L.)

Jilek vytrvaly (Lolium perenne L.) 2n=2x =14

Jilek mnohokvéty (Lolium multiflorum Lam.) 2n=2x =14

(Humphreys et al., 2010; Rognli et al., 2010)

3.1.3 Rod kostiava (Festuca L.)

Rod Festuca L. je se Sesti sty druhy velice pocetny a Siroce rozsifeny rod vyskytujici se
vV mirném podnebném pasu piedev§im severni polokoule (Jenkin, 1959). Uplatiuje se pfi
zakladani trvalych travnich porosti, jako jsou pastviny a louky (Regal et Sindelafova, 1970).

Taxonomicka klasifikace rodu Festuca L. je dosti slozita a existuje nékolik ¢lenéni. Dle
Hackela (1882) je rod kosttav ¢lenén do 6 sekci: Ovinae, Bovinae, Sub-bulbosae, Variae,
Scariosae a Monatanae a podle Clayton et Renvoize (1986) na 9 podrodt: Hesperochloa,
Xanthochloa, Drymanthele, Schedonorus, Subulatae, Subuliflorae, Obtusae, Festuca
a Helleria. Na zakladé molekularnich analyz sekvenci ribozomalniho mezernikového regionu
ITS (Internal Transcribed Spacer) byl rod Festuca L. rozdélen do dvou zakladnich skupin:
Sirokolisté (subg. Schedonorus) a tzkolisté (subg. Festuca) kostfavy (Charmet et al., 1997,
Torrecilla et Catalan, 2002). Do skupiny Sirokolistych kostfav jsou fazeny dva hospodaisky
vyznamné druhy: kostfava luéni (Festuca pratensis Huds.) a kostfava rakosovita (Festuca
arundinacea Schreb.). Druha skupina je reprezentovana ekonomicky vyznamnymi komplexy
kosttavy ov¢i (Festuca ovina) a kostavy ¢ervené (Festuca rubra).

V nasledujicich podkapitolach budou popsani vybrani zastupci rodu Festuca L.



3.1.3.1 Kostiava lu¢ni

Kostrava luéni (Festuca pratensis Huds.) patii mezi nejhodnotnéjsi picni traviny (Regal
et Sindelarova, 1970), cenéné pro relativné vysokou kvalitu dobfe stravitelné pice. Diky tomu
se vyuziva pievazné jako krmivo pro hospodaiska zvirata, ale rovnéz je vhodna na uskladnéni
Vv podob¢ sena ¢i silaze (Kolliker et al., 1998). Je soucasti alpskych pastvin, a kromé Evropy se
hojné¢ vyskytuje v zdpadni Asii, Severni Americe, Japonsku, Austrélii a na Novém Zélandu
(Rognli et al., 2010). Jeji pfizpusobivost k riznym piirodnim podminkam, odolnost vuéi
seSlapu, chladnému podnebi a mrazu ji umoznuji rast i ve Skandinavskych zemich (Jauhar,
1993; Regal et Sindelatova, 1970). Vétsinou byva vysazovana spoleéné s dalimi druhy trav,
méné¢ Casto jsou zakladany monokultury (Rognli et al., 2010). Jeji nevyhodou je pomérné mala
kompetitivnost ve smésich a niz§i vynos semene v porovnani s druhy jilki.

Kosttava lu¢ni italska (F. pratensis subsp. apennina (De Not.) Hegi), je pravdépodobné
alotetraploidni (2n = 4x = 28) poddruh kosttavy lu¢ni, vznikly ziejmé hybridizaci diploidni
kostfavy luéni s dosud neznamym (ziejmé vyhynulym) druhem (Kopecky et al., 2016; Lewis,
1977). Roste v oblastech s nadmotskou vyskou 1100-2200 m. n. m. ptedevsim v oblastech Alp,
Karpat a Apenin. Upiednostiiuje vlhka mista s padou bohatou na ziviny, ¢imz se lisi
od kosttavy lu¢ni, ktera je prizptisobena Sir§im ekologickym podminkam (Borrill et al., 1976;
Kopecky et al., 2016; Lewis, 1977). Ma také jiné naroky na teplotni podminky nezbytné
ke kli¢eni semen. Semena kostfavy luéni italské vyzaduji pro kliceni chladovou periodu, kdezto

semena kostfavy luéni kli¢i bez chladového ptisobeni (Linnington et al., 1979).

3.1.3.2 Kostrava rakosovita

Siroce rozgifena kostiava rakosovita (Festuca arundinacea Schreb.) je oproti kostiavé
luéni statngj$iho vzristu, ¢asto tvoii mohutné a husté trsy s drsnéj§imi listy. Diky svému
hlubokému kofenovému systému je vysoce odolna vii€i suchu. Cennou vlastnosti je jeji rychly
vyvin, vysoky vynosovy potencial, nicméné drsna a tvrda pice je obtizné stravitelna (Regal
et Sindelafova, 1970). Piedstavuje nedilnou slozku travnikii, zemé&dé&lskych ploch a pastvin
vV mirném podnebném pasu. Je také prizpisobiva k chladnéjsimu klimatu a roste i v zemich
severni Evropy a v oblasti Alp (Yamada, 2011).

Existuji tfi ekotypy kostfavy rakosovité: kontinentalni, sttedomoisky a rhizomaticky,
které jsou morfologicky a fyziologicky odlisné a adaptované na jiné pifirodni podminky.

Kontinentalni ekotyp je rozsifeny prakticky v celé kontinentalni Eurasii, kdeZzto mediteranni
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ekotyp se vyskytuje v oblastech okolo Stiedozemniho mofe véetné severni Afriky a oblasti
sttedniho vychodu. Tento ekotyp se adaptoval na vysoké teploty béhem letnich mésict letni
dormanci, ktera u zbyvajicich dvou ekotypt nebyla pozorovana. Rhizomaticky ekotyp je dle
fylogenetickych analyz blizce ptibuzny kontinentalnimu (Hand et al., 2010). Po tento ekotyp
jsou charakteristické dlouhé rhizomy a je soucasti flory severniho Portugalska a Spanélska
(Reed et al.; 2004; Robson, 1967). Kontinentalni ekotyp byl z Evropy introdukovany do Severni
Ameriky a Australie, kde se stal velice oblibenym picnim a travnikovym druhem (Rognli et al.,
2010).

3.1.3.3 Komplex kostiravy ov¢€i a kostravy ¢ervené

Tyto druhy jsou fazeny do skupiny uzkolistych kostrav (subg. Festuca) a jak uz nazev
skupiny napovida, vyznacuji se drobnymi a uzkymi listy, které minimalizuji ztrdtu vody
zpusobenou transpiraci. Tyto nenaro¢né rostliny jsou suchomilné, ptizptisobené k ristu v malo
urodnych pudach s nizkym pH. Snasi i stinna a chladna mista Evropy, Asie a Severni Ameriky.
Své uplatnéni tyto druhy nasly zejména jako krmiva pro hospodaiska zvifata (kosttava ov¢i)

a jsou soucasti okrasnych a parkovych travnikt (kostfava ¢ervena; Rognli et al., 2010).

3.1.3.4 Genom kostfav

Jak jiz bylo zminéno, u zastupcti rodu kostfava je velmi casta polyploidie. V ramci
celého rodu se ploidie pohybuje od diploidie po dodekaploidii (Loureiro et al., 2007). Podruh
Schedonorus zahrnuje druhy diploidni (kostfava luéni), tetraploidni (F. arundinacea subg.
glaucescens ¢i F. mairei), hexaploidni (kostfava rakosovita ¢i F. gigantea), oktoploidni
(F. arundinacea subsp. atlantigena) a dekaploidni (F. arundinacea var. letourneuxiana
St. Yves; Hand et al., 2010). Je nutno zminit, Ze vSechny dosud studované druhy maji zakladni
chromozomové ¢islo 7.

Diploidni kostfava luéni (Festuca pratensis Huds.) ma 7 pard chromozomi
(2n = 2x = 14) z nichz 3 pary jsou metacentrické a 4 pary submetacentrické. U chromozomu 3F
je patrna sekundarni konstrikce. Nejvétsi je chromozom 4F a nejmensi je chromozom 1F
(Kopecky et al., 2010). Pomoci prutokové cytometrie byla stanovena velikost monoploidniho
genomu na 1Cx = 3 175 Mb, to odpovida 3,25 pg DNA (Kopecky et al., 2010). Alm et al.
(2003) pomoci molekularnich (RFLP, AFLP, izoenzymti a SSR) markerd zkonstruovali



genetickou mapu kostfavy lucni. Tato geneticka mapa s 466 markery byla pozdéji doplnéna
0 149 DArT markerd (Barto$ et al., 2011). Pro kostfavu lu¢ni byla také vytvofena BAC
(Bacterial artificial chromosome) knihovna ptedstavujici 5 ekvivalentii genomu (Donnison
et al., 2005) a je znama sekvence transkriptomu (Stoces et al., 2016). Celogenomova sekvence
tohoto druhu dosud neni dostupna, osekvenovany byl ale chromozom 4F. Tento chromozom je
kolinearni s chromozomem 4H je¢mene, ale rovnéz s ¢asti dlouhého ramene chromozomu 5H
(Kopecky et al., 2013). Karyotyp tohoto druhu byl poprvé popsan v praci Malik et Thomas
(1966). Pomoci sond pfipravenych z BAC klond, tandemovych repetic a DNA kloni pouZitych
pro fluorescenéni in situ hybridizaci je mozno jednozna¢né odlisit jednotlivé chromozomy
(Kopecky et al., 2008; Kiivankova et al., 2017; Majka et al., 2017).

Kostrava rakosovita (Festuca arundinacea Schreb.) je alohexaploid (2n = 6x = 42) se
sloZzenim genomu PPG1G1G2Go, ktery vznikl mezidruhovym kiizenim tetraploidni Festuca
arundinacea subsp. glaucescens Boiss (2n = 4x = 28, G1G1G2Gy) s diploidni Festuca pratensis
Huds. (2n = 2x = 14, PP) (Humphreys et al., 1995). Velikost monoploidniho genomu zjisténa
pomoci prutokové cytometrie je 1Cx = 2 845 Mb, to odpovida 2,91 pg DNA (Kopecky et al.,
2010). Prvni genetickou mapu kostiavy rakosovité zkonstruovali Xu et al. (1995) s vyuzitim
AFLP markert. AFLP markery spolecné s EST-SSRs (Expressed sequence tag-simple
sequence repeats) markery pouzili i Saha et al. (2004). Tato geneticka mapa byla dale zpfesnéna
pomoci DArT markeri (Dierking et al., 2015).

3.1.4 Rod jilek (Lolium L.)

Mezi zemédélsky vyznamné druhy rodu Lolium L. se fadi picniny jilek vytrvaly (Lolium
perenne L.) a jilek mnohokvéty (Lolium multiflorum Lam.). Tyto pfibuzné druhy jsou rozsifené
prakticky v celé Evropé vyjma severskych oblasti a dale v severovychodni Africe a Asii.
Prvnimi osadniky byly také rozsifeny do Ameriky, Australie a na Novy Zéland (Humphreys
et al., 2010). Diky vysokému vynosu a kvalitni pici jsou hojn¢ vyuzivané ke krmnym uceltim.
Rovnéz se uplatnuji pti zakladani trvalych travnatych ploch a sportovnich hiist (Regal
et Sindelatova, 1970). Vysazovany jsou jak v monokulturach, tak v travnich smésich (Foijtik,
1994). V Evropé¢ zabiraji jilky téméi 23 % z 52 milionu hektarti travnatych ploch a jilek vytrvaly
je abundantné zastoupenym druhem (Frame, 1991). Jilky se obecné vyznacuji vysokym
vynosem a nutricnimi charakteristikami. Na druhou stranu jsou pomérné malo odolné vuci

biotickym a abiotickym stresim (Humphreys et al., 2010).



Mezi dalsi zastupce toho rodu patii jilek tuhy (Lolium rigidum Gaud.), vyznamna
picnina péstovana prevazné v Australii, jilek oddaleny (Lolium remotum Shrank) ¢i jilek
mamivy (Lolium temulentum L.; Cai et al., 2011). V nasledujicich podkapitolach budou popsani

vybrani zastupci rodu Lolium L.

3.1.4.1 Jilek mnohokvéty

Jilek mnohokvéty (Lolium multiflorum Lam. subsp. italicum) je jednoleta nebo dvouleta
rostlina, ktera diky vysokému vynosu semene a zelené hmoty patii mezi nejvyznamnéjsi picni
druhy. Pice je cenéna diky dobré stravitelnosti a vysokému nutricnimu obsahu. Jilek
mnohokvéty se vyznacuje rychlym vyvinem na jafe a nejvyssi vynos dava jiz v prvnim roce
zasevu. Na seno, silaz ¢i hnojivo je péstovan pouze 1-2 roky. Ma vyssi vynosové vlastnosti,
ale niz8i odolnost vici abiotickym stresim nez kostfavy i piibuzny druh jilek vytrvaly.
Z divodu mélkého kotenového systému je citlivy zejména na sucho a mrazivé podminky
(Humphreys et al., 2010; Regal et Sindelatova, 1970).

Jednolety poddruh jilku mnohokvétého se nazyva jilek westerwoldsky (Lolium
multiflorum Lam. subsp. westerwoldicum), ktery je vysoce stravitelny a chutny. Po jarnim zaseti
je v1été i v zimé vyuzivan v podobé silaze. Castéji je ale zasévan jiz na podzim nebo bdhem
zimy, a tudiz 1ze poprvé sklizet uz na jafe. Ve stejném roce sklizné hyne a tim se lisi od jilku
mnohokvétého, ktery preziva i druhou zimu. Je vyznamnou picninou v Severni a JiZzni Americe,
jizni Australii, na Novém Z¢landu, nékterych stitech Asie a stfedozemni oblasti Evropy

(Humphreys et al., 2010).

3.1.4.2 Jilek vytrvaly

Jednou z nejrozsitengjsich trav tohoto rodu je jilek vytrvaly (Lolium perenne L.), ktery
je soucasti pastvin, luk ¢i docasnych travnich porosti. Tato vytrvala travina je odolnd vici
seslapu a hojné vyuzivana pii zakladani okrasnych travnich ploch. Po zaseti se vyviji velmi
rychle a je pro néj charakteristicky vysoky vynos. Vyuzivan je na silaz nebo je skladovan
ve form¢ sena. Bohuzel, stejné jako jilek mnohokvéty je malo odolny vici abiotickému (napf.
nizka teplota, sucho, znecisténa puda, vysoka koncentrace soli, hliniku, tézkych kovi aj.)

a biotickému (8kidci a choroby) stresu (Humphreys et al., 2010).



3.1.4.3 Genom jilki

Zastupci rodu Lolium L. jsou diploidni se sedmi pary chromozomt (2n = 2x = 14).
Diploidni jilek mnohokvéty ma 3 pary metacentrickych a 4 pary submetacentrickych
chromozomu. Chromozomy 2, 3 a 7 maji sekundarni konstrikci (Kopecky et al., 2010). Z jilkia
Ize snadno polyploidizaci vytvorit autotetraploidni rostliny s dvojnasobnym poctem
chromozomu (2n = 4x = 28), které se ¢asto vyuzivaji ve Slechténi picnich odrid (Pasakinskiene,
2000). Pomoci prutokové cytometric byla stanovena velikost genomu diploidnich druht
L. multiflorum na 2567 Mb, tj. 2,62 pg DNA a L. perenne na 2623 Mb, tj. 2,68 pg DNA
(Kopecky et al., 2010).

Pro oba rody byly zkonstruovany genetické mapy. Inoue et al. (2004) sestavili
genetickou mapu jilku mnohokvétého pomoci genetickych markera (RFLP, AFLP a TAS —
Telomeric repeat associated sequences). SSR markery vyuzili Jones et al. (2002)
ke zkonstruovani genetické mapy jilku vytrvalého. Pomoci DArT markert byla sestavena
geneticka mapa jilku mnohokvétého obsahujici 530 markerd (Bartos$ et al., 2011).

Velkym piinosem ke studiu funkce gend, regulaci a identifikaci vhodnych genetickych
markert pro $lechténi rostlin bylo vytvoifeni BAC knihoven. Farrar et al. (2007) vytvofili dvé
BAC knihovny jilku vytrvalého s 10x pokrytim genomu obsahujici 98 304 a 101 376 BAC
klond. V roce 2014 byl de novo sekvenovan traskriptom jilku vytrvalého (Farrell et al., 2014),
a ziskana data byla nasledné vyuzita pii sekvenovani genomu pomoci technik sekvenovani nové
generace (NGS, Next generation sequencing) Illumina HiSeq 2000 (Byrne et al., 2015). Tak se
stal jilek vytrvaly prvnim osekvenovanym druhem z komplexu Festuca-Lolium. Rovnéz byl
sekvenovan genom chloroplastt a znalost sekvence mize byt napomocna napf.
pii fylogenetickych analyzach (Diekmann et al., 2009). Osekvenovan byl rovnéz transkriptom
jilku mnohokvétého (Stoces et al., 2016).
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3.2 Polyploidie a vzdalena hybridizace

Polyploidie (nékdy popisovana jako celogenomova duplikace, Whole-genome
duplication, WGD) znamena piitomnost vice nez dvou chromozomovych sad v jednom jedinci.
Polyploidie je ¢asta zejména v rostlinné #isi (Soltis et Soltis, 1993). Odhaduje se, ze v prubc¢hu
evoluce tento jev nastal u vice nez 70 % krytosemennych rostlin (Masterson, 1994), nejvice byl
zaznamenan u kaprad’orostl (az 95 %; Grant, 1981), méné Casto se vyskytuje u zivocichi.

Kihara et Ono (1926) rozlisili dva zakladni typy polyploidie: autopolyploidii
a alopolyploidii. Pfi autopolyploidii dochazi ke znasobeni poctu zakladnich chromozomovych
sad daného druhu v karyotypu (napft. autotriploid 2n = 3x, AAA). Piikladem autopolyploidni
rostliny je vyznamna picnina vojtéska setd (Medicago sativa; Stanford, 1951) nebo
autotetraploidni srha fiznac¢ka (Dactylis glomerata; Lumeret et al., 1989). Alopolyploidni
jedinci maji rovnéz vice nez dvé chromozomové sady, ale ty pochazeji ze dvou riznych druhti
(napt. alotetraploid 2n = 4x, AABB). Vznikli totiz vzdalenou (mezidruhovou ¢i dokonce
mezirodovou) hybridizaci spojenou s polyploidii. Polyploidni rostliny jsou obvykle vysledkem
faze dvou neredukovanych gamet, které maji diploidni pocet chromozomu (2n) ¢i splynutim
neredukované gamety (2n) s gametou redukovanou (n) (Chen, 2007; Ramsey et Schemske,
1998). V nékterych piipadech mezidruhové hybridizace vsak nebylo zaznamenano zvyseni
poctu chromozomovych sad, jelikoZ hybrid (homoploid) vznikl fazi gamet s haploidnim
poctem chromozomi. Timto zpisobem vznikl druh Helianthus deserticola (Gross et Rieseberg,
2004; Rieseberg et Willis, 2007). | kdyz tento jev vedl ke vzniku i n€kolika jinych druhti, neni
tak Castym jevem jako autopolyploidie a hlavn¢ alopolyploidie.

Alopolyploidie hraje dulezitou roli v diverzifikaci a adaptaci rostlin (Thompson
et Merg, 2008) a je jednim z hlavnich evoluénich mechanismu rostlinné speciace (zejména
sympatrické speciace; Otto et Whitton, 2000). Podilela se na vzniku mnoha vyznamnych
kulturnich plodin (Renny-Byfield et Wendel, 2014). Typickou alopolyploidni rostlinou
je hexaploidni psenice seta (Triticum aestivum, 2n = 6x = 42), jejiz genom je slozen ze tii
subgenomi (AABBDD; Petersen et al., 2006). Alotetraploidni jsou rovnéz nékteti zastupci
rodu Brassica (B. juncea, B. napus ¢i B. carinata), jez jsou vysledkem mezidruhové hybridizace
diploidnich rodi¢ovskych druhd (B. nigra, B. rapa, B. oleracea; Allender et King, 2010;
Nagaharu, 1935).

Jak uz bylo uvedeno vyse, vznik alopolyploidnich druhti mezidruhovou hybridizaci byl
zaznamenan i u nékterych druhti rodu kostfava. Hybridizaci vznikla zfejmé kostfava luéni

italska (F. pratensis subsp. apennina; Lewis, 1977) vyskytujici se pfevazné v horskych
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oblastech. Ve Svycarskych & Rumunskych horach byli nalezeni triploidni hybridi vznikli
mezidruhovou hybridizaci diploidni F. pratensis a tetraploidni F. pratensis subsp. apennina.
Jsou znami i pentaploidni hybridi, vznikli kiiZzenim F. pratensis subsp. apennina s hexaploidni
F. arundinacea Schreb. (Kopecky et al., 2016). RovnéZ alohexaploidni kostfava rakosovita
(F. arundinacea Schreb.) vznikla hybridizaci a jeji genom se sklada z genomu F. arundinacea
subsp. glaucescens Boiss. a F. pratensis Huds. (Humphreys et al., 1995). K mezidruhové
hybridizaci dochazi i v ramci rodu jilek. Snadné k¥iZeni probiha mezi jilkem vytrvalym a jilkem
mnohokvétym, jehoz vysledkem je fertilni a odolny hybridni jilek L. X boucheanum Kunth
(L. x hybridum Hausskn.) s vysokou vynosnosti (Humphreys et al., 2010).

Znasobeni poctu chromozomovych sad zpisobuje morfologické a fyziologické zmény
danych organismi. M4 zdsadni vliv na velikost bun¢k a jednotlivych ¢asti rostliny, na prib&h
meiozy a bunééného cyklu, organizaci genomu a jeho stabilitu, genovou expresi ¢i na fertilitu
jedinct. VEtsi zmeény genové exprese jsou zpusobeny alopolyploidii, coz ziejmé poukazuje na
vyznamngéjsi vliv hybridizace na expresi genll nez samotné genomové duplikace (Chen, 2007).
Po polyploidizaci dochazi k rozsahlé reorganizaci genomu, kdy se rostlina musi vyrovnat
s dvojnasobnym poctem genti a probihd jejich eliminace, umlcovéani a dalsi epigenetické
zmény. Proto je pro polyploidy obecné charakteristicka vyssi geneticka variabilita, umoznujici
rust v odlisnych klimatickych podminkéch a odolnost vic¢i vnéj$im podnétim ve srovnani
s jejich diploidnimi pfedky. Polyploidni rostliny maji obecné vétsi kvéty, kvetou pozdéji
a polyplodie ma také vliv na produkci sekundarnich metabolitl rostlin, které mohou byt
preferovany jinymi druhy opylovaci (Dhawan et Lavania, 1996; Stebbins, 1971; Wendel,
2000).

Ukazuje se, ze polyploidie je ziejmé daleko ¢astéjsim jevem, nez se diive predpokladalo.
Nékteré rostliny byly povazovany za diploidni, nicméné pomoci modernich molekuldrnich
metod bylo zji$téno, Ze v pribéhu evoluce u nich probehla jedna nebo vice polyploidiza¢nich
udalosti. Po polyploidizaci nasledoval proces diploidizace (ndvrat do diploidniho stavu)
a takovéto rostliny jsou oznacovany jako paleopolyploidni (Levy et Feldman, 2002). Typickymi
ptiklady jsou husenicek rolni a dalSi druhy z ¢eledi brukvovitych (Lysék, 2018), ryze, soja
¢i kukutice (Schmutz, 2010; Wolfe, 2001).
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3.2.1 Mezirodova a mezidruhova hybridizace ve Slechténi

Jak uz bylo feCeno, vzdalena (mezidruhova ¢i mezirodova) hybridizace probiha
Vv piirod¢ samovoln¢ a vede ke vzniku novych druhi. Oba ptistupy se staly cennymi nastroji pti
Slechténi hospodarsky vyznamnych rostlin. Vzdalena hybridizace umoznuje zkombinovat
agronomicky vyznamné vlastnosti obou druhti v jednom jedinci, obohatit ,,genepool* daného
druhu nebo vnést jeden ¢i nékolik znakl z jednoho druhu do druhého (Wilkins, 1991).

Uz pred vice nez 140 lety byl vySlechtén prvni kiiZenec pSenice a zita (Triticum
x Secale) dnes znamého jako tritikale (syn. Triticale, xTriticosecale). Tento hybrid ma vyssi
obsah bilkovin a je tolerantnéjsi k hor§im péstitelskym podminkam (Mergoum et al., 2009;
Wilson, 1875). Vedle obilovin se $lechtitelé zaméfili i na kfiZeni trav, jakozto vyznamnych
producentu kvalitni pice a komponenti okrasnych i uzitkovych travniki. Popularnimi se stali
zejména hybridni jilky (kfiZenci jilku vytrvalého a jilku mnohokvétého) a kiiZenci kostrav

a jilku, tzv. Festulolium (Festuca x Lolium; Kopecky et al., 2008).

3.2.2 Mezirodovy hybrid Festulolium (Festuca x Lolium)

Bylo zjisténo, ze ve volné ptirod¢ dochézi ke kiizeni kostrav a jilki. Z Velké Britanie
jsou znami ktizenci jilku vytrvalého a kostfavy lucni, ktefi rostou oproti svym rodicovskym
druhiim v podmacenych pidach (Humphreys et Harper, 2008). Tito kiiZenci jsou vSak sterilni
(Thomas et al., 2003). Evidence mezirodového ktizeni kostiav a jilkt v piirodé vsak oteviela
nové moznosti pro Slechtitelé picnich a travnikovych trav.

Prvni kiizenec kostfavy lu¢ni a jilku vytrvalého byl uméle vytvofeny jiz v roce 1933
(Jenkin, 1933), ale az s vyvojem biotechnologickych a molekularnich metod se zacalo rozvijet
i komer¢ni Slechténi odrid Festulolium. Na pocatku 70. let v Institute of Grassland and
Environmental Research (IGER) byly vyvinuty prvni odridy Festulolium — Prior a Elmet,
zkiizenim jilku vytrvalého s kostfavou luéni a jilku mnohokvétého s kosttavou lucni (Lewis
etal., 1973). Kratce poté byla v USA vyslechténa odrida Kenhy, ktera se stala velmi popularni
mezi farmafi. Tato odriida vznikla zktizenim diploidniho jilku mnohokvétého s hexaploidni
kostravou rakosovitou a hybridi byli zpétné€ kiiZeni s kostfavou rakosovitou. Odriida Kenhy
je 1épe stravitelna a odolna vici suchu a jeji genom je tvofen pievazné genetickou informaci
kosttavy (Buckner et al., 1977). V Ceské republice se kiizenim kostiav a jilkii a §lechténim
novych odriid mezirodovych hybridi Festulolium vénoval Ing. Antonin Fojtik ze §lechtitelské

stanice v Hladkych Zivoticich, ktery polozil zékladni kamen k produkci velkého mnozstvi
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novych a komeréné velmi Gsp&snych odrid (Houdek et Cernoch, 2007).

Odrady Festulolium kombinuji odolnost vici abiotickému a biotickému stresu,
pfizpusobivost riznym ekologickym podminkam a vytrvalost kostfav a vysoké vynosové
a nutri¢ni charakteristiky jilkt. Soucasné se Slechtitelé pii tvorbé novych travnikovych odrad
zamétuji na zlepSeni pfijmu dusiku a vsakovani vody (Ghesquicre et al., 2010; Thomas
et Humphreys, 1991). Vyslechténé odrudy Festulolium jsou diky kvalitni pici pouzivany
ke krmnym ucelim a jsou vysazovany v monokulturach, v travnich smésich ¢i ve smésich
s jetelem nebo vojtéskou (Fojtik, 1994). Podle rozsifené definice Evropské komise
(2004/55/EC) mohou hybridi Festulolium vzniknout kfizenim rGznych druhti rodt kostfav
a jilk®, nehledé na ploidii rodi¢t a na zamérné zpétné kiizeni hybridd s jednim z rodi¢ovského
druhu (Ghesquic¢re et al., 2010).

Existuji dvé strategie, jak lze odvozovat mezirodové hybridy Festulolium
za kontrolovanych podminek, a to introgresnim kfizenim a pomoci amfiploidie. Ob& zminéné

metody, budou popsany v nasledujicich dvou podkapitolach.

3.2.3 KF¥iZeni pomoci amfiploidie

Prvnim postupem, jak lze ziskat mezidruhové hybridy Festulolium je pomoci
amfiploidie (neboli alopolyploidie), pti které dochazi ke zkombinovani celych rodicovskych
genomil. Po zkfizeni dvou druhi jsou ziskani F1 hybridi dale spraseni. K¥iZeni diploidnich
rodi¢ovskych druhl vede ke vzniku sterilnich hybridi a fertilita miize byt zajisténa znasobenim
poctu chromozomovych sad (polyploidizaci, Thomas et al., 2003). Pro tyto Gcely se vétSinou
pouziva alkaloid kolchicin, ktery depolymerizuje mikrotubuly déliciho vieténka a tim narusuje
spravny rozchodu chromozomi do bun¢k béhem bunétného déleni (Morgan, 1976; Shahinul
Islam, 2010). Fertilni hybridi jsou ziskani i kiizenim autotetraploidnich forem rodi¢ovskych
druhd (Zwierzykowski et Rybczyjski, 1981).

Kiizenim jilku mnohokvétého s kostfavou lucni bylo vyslechténo velké mnoZzstvi
komeréné dostupnych amfiploidnich odriid napf. Achilles, Perun, Hostyn a Perseus v Ceské
republice (Fojtik, 1994), Felopa, Sulino, Agula a Rakopan v Polsku (Zwierzykowski et al.,
1998, 2004), Elmet ve Walesu (Lewis et al., 1973), Lueur a Lusillium ve Francii (Ghesquiére
et al., 1996), Punia v Lotyssku, Paulita v Némecku a Spring Green v USA (shrnuto v Kopecky
et al., 2008). Synteticka odrida Spring Green byla vyslechténa kiizenim a pfemnozenim ctyf
komer¢nich odrad Kemal, Tandem, Elmet a Prior (Casler et al., 2001). Tetraploidni odrida
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Prior vznikla kiizenim jilku vytrvalého s kostfavou luéni (Lewis et al., 1973).

3.2.4 Introgresni kiiZeni

Druhou metodou, jak lze vytvofit mezidruhové hybridy, je introgresni kiizeni.
Pti tomto typu Slechténi se vétsSinou pouzivaji rostliny dvou druhti s nestejnou ploidii. Ziskany
F1 hybrid je poté jednou ¢&i vicekrat zpétné kiizen s jednim z rodi¢ovskych druhi. Genom
hybridi vznikly introgresnim kiizenim je charakteristicky nerovnomérnym zastoupenim
rodi¢ovskych genomti, kdy dochazi ke zna¢né prevaze genomu jednoho druhu a jen mala ¢ast
genomu pochazi od druhého rodice. V nasledujicich generacich mtze dojit az k uplné eliminaci
téchto introgresi. Uspé$na introgrese chromozomovych segmentl je zajiiténa parovanim
homeolognich chromozomi kostfav a jilkii a rekombinacemi mezi nimi (Ghesquiére et al.,
2010).

Introgresni kiizeni vyuzival K tvorbé novych odrid Ing. Antonin Fojtik ve Slechtitelské
stanici v Hladkych Zivoticich. Jeho zasluhou byly vyslechtény tetraploidni odriidy Lofa
a Becva, které vznikly k¥izenim diploidniho jilku mnohokvétého (2n = 2x = 14; LmLm)
s hexaploidni kostfavou rakosovitou (2n = 6x = 42; FpFpFgFgFg'Fg’) a naslednym zpétnym
kiizenim tetraploidnich F1 hybridd (2n = 4x = 28; LmFpFgFg’) s tetraploidnim jilkem
mnohokvétym (2n = 4x = 28; LmLmLmLm). V genomech téchto dvou odriid zna¢né pievazuje
genom jilku mnohokvétého a pouze maly podil pochazi od kosttavy rakosovité (viz obr. 1).
Lofa a Becva jsou pouzivany zejména na silaz, ale také na docasnych loukéach a pastvinach
nejcastéji ve smesi s jinymi travnimi druhy. Byla u nich pozorovana vyssi vytrvalost, vysoky
vynos nutri¢né bohaté a dobie stravitelné pice neZ u obou rodicovskych druht (Fojtik, 1994,
1998).

Zpétnym kiizenim tetraploidnich F1 hybrida s hexaploidni kostfavou rakosovitou byly
ve Spojenych statech americkych vySlechtény odridy Kenhy a Johnstone (Buckner et al., 1977,
1983) a v Ceské republice hexaploidni odriidy Korina, Lesana, Hykor, Felina a Fojtan (Fojtik,
1994, 1998). Velky podil genomu téchto odrud pochazi od kostravy rakosovité, které jsou
i morfologicky podobné (Kopecky et al., 2006). Tyto odridy maji vysoky vynos, a kromé
hospodatského vyznamu a skladovani ve formé sena se uplatiiuji i pfi zakladani travniku.
Introgresnim kiizenim byly vyslechtény i dalsi odrady napt. Duo, Matrix, Barfest, Evergreen,
Kemal, Tandem ¢i Puga (Ghesquieére et al., 2010).
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Obr. 1: Cytogeneticka analyza jedné rostliny Festulolium odrudy Lofa (Foto: L. Horakova)

Roztlak metafaznich chromozomu byl analyzovan po genomové in situ hybridizaci, kde jako
sonda byla pouzita genomova DNA kostfavy luéni znacena digoxigeninem (zelena barva)
a jako blokovaci DNA byla pouzita celogenomova DNA z jilku mnohokvétého. Chromozomy

byly vizualizovany pomoci DAPI (¢ervena pseudobarva).

Zatimco jilky stradaji v klimaticky nepfiznivych podminkach, kostfavy jsou znamé svoji
odolnosti vii¢i abiotickému a biotickému stresu. Kostiava luéni je odolna k mrazu a kostfava
rakosovita nese geny zajistujici odolnost vii¢i suchu (Jauhar, 1993). Introgresnim kiiZenim tak
Ize obohatit genom jilkd uréitymi geny pochazejicich z kosttav. Kosmala et al. (2006) pouzili
introgresni kiizeni K pfenosu ¢asti chromozomii nesouci geny zajistujici lepsi odolnost
vici mrazu z kostravy luéni do genomu jilku mnohokvétého. Po ktizeni diploidni kostiavy
(2n = 2x = 14) a tetraploidniho jilku (2n = 4x = 28) byli triploidni F1 hybridi zpétné kiizeni
s diploidnim jilkem. Pomoci genomové a fluorescencni in situ hybridizace bylo prokazano,
ze vybrané kostfavové geny lezici na chromozomech 2F a 4F kostfavy byly preneseny
do L. multiflorum. Stejné tak byly geny zodpovédné za odolnost k suchu z kostfavy rakosovité
vheseny do genomu jilku mnohokvétého (Humphreys et Thomas, 1993; Humphreys
et Pasakinskiene, 1996). Krom¢ gent podminujicich vysSe zminénné znaky byly, do genomut
jilkti pfeneseny jiné geny, napf. gen pro opozdénou senescenci (Thomas et al., 1994, 1997)

¢i geny pro rezistenci ke rzi korunkaté (Puccinia coronata, Roderick et al., 2003).
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3.3 Genomové sloZeni a stabilita hybridniho genomu

Pro slechtitele je samoziejmé dilezita znalost genomového slozeni jednotlivych odrad
Festulolium a stejn¢ tak i informace o jejich stabilité¢ v nasledujicich generacich. Jak uz bylo
vySe uvedeno, vySlechténé odridy mezirodovych hybridi Festulolium jsou alopolyploidni
aV jejich genomech jsou pfitomny sady chromozomi pochézejici od obou rodi¢ovskych druhd,
tedy sady homolognich a homeolognich chromozomt. Obecné vzato vede nedostate¢na
podobnost sekvenci DNA ¢i pfitomnost regulacniho mechanismu u alopolyploidi ke striktnimu
parovani homolognich chromozomi a tvorbé bivalentd v meidze (Gillies, 1989). Jednim
z nejznaméjsich regula¢nich mechanisma je Phl (Pairing homoeologous) lokus u hexaploidni
a tetraploidni pSenice (Riley et Chapman, 1958; Sears et Okamoto, 1958), nachazejici se
na dlouhém raménku chromozomu 5B (Griffith et al., 2006). Dalsim dilezitym genem je Ph2
na kratkém raménku chromozomu 3D (Mello-Sampayo, 1971). U alotetraploidni brukve fepky
(Brassica napus) je striktni parovani homolognich chromozomi v meidéze pod kontrolou PrBn
genu (Pairing regulator in Brassica napus; Jenczewski et al., 2003). Podobny geneticky
kontrolni mechanismus se nachazi i u hexaploidniho ovsa setého (Avena sativa; Thomas
et Rajhathy, 1967).

Ptestoze drtiva vétSina alopolyploidnich druhti vykazuje striktni parovani homolognich
chromozomt, existuji 1 piiklady kfizenci s homeolognim parovanim. Bylo zjisténo,
Ze u ktizenct cibuli Allium cepa x Allium roylei a Alium cepa x Alium fistulosum dochazi
k parovani homeolognich chromozomi (Khrustaleva et Kik, 1998; Khrustaleva et al., 2019).
Toho bylo vyuzito k introgresi chromozomového segmentu A. roylei nesouci rezistenci K plisni
cibulové (Peronospora destructor) do odrid cibule seté (A. cepa). Podobné je to i u komplexu
Festuca-Lolium, kde bylo zjisténo, ze chromozomy jilku se s chromozomy kosttavy spolu
paruji a rekombinuji (Jauhar, 1975; Kopecky et al., 2009b, 2010; Zwierzykowski et al., 1998,
1999). To je zpusobeno nepfitomnosti regulacniho mechanismu jako je Phl u rodicovskych
ptirozen¢ diploidnich druhti kostfavy lu¢ni a obou jilki. U nékterych polyploidnich kosttav,
napf. u hojné rozsifené kostfavy rakosovité, F. arundinacea subsp. glaucescens, F. pratensis
subsp. apennina ¢i F. mairei, byl objeven geneticky kontrolni systém, ktery zabranuje parovani
homeolognich chromozomt. I pfesto u kiiZenci jilka s témito kostfavami dochazi k parovani
homeolognich chromozomu (Clarke et al., 1976; Jauhar, 1975; Kopecky et al., 2009b). To je
zpusobeno tim, Ze regula¢ni systém kostfav je na rozdil od Phl nefunkéni v haploidni
¢1 hemizogotni konstituci (Jauhar, 1975).

Parovani homeolognich chromozomt a ¢asné rekombinace mezi chromozomy kosttav
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a jilkd spolu s cizosprasnym zplUsobem rozmnozovani ma za nasledek vznik vysoce
variabilniho potomstva. V ramci jedné odrudy je tak kazda rostlina geneticky jedine¢na
a u rostlin se muze lisit zastoupeni rodi¢ovskych genomut. To muze zpisobovat genetickou
nestabilitu odrud a rovnéZ otevirat prostor ke genomové dominanci jednoho rodi¢e (Jauhar,
1975; Thomas et Humphreys, 1991; Zwierzykowski et al., 2008). Pomoci genomové in situ
hybridizace (GISH) bylo zjisténo, Ze vSechny dosud zkoumané amfiploidni odridy Festulolium
vykazovaly vyssi pocet chromozomi puvodem zjilku oproti chromozomim z kostfavy
(Kopecky et al., 2005, 2006; Zwierzykowski et al., 1998). Vyvstava tak otazka, zda se proporce
rodicovskych genomil v nasledujicich generacich ki#izenct stabilizuje nebo mutze dojit k uplné
eliminaci kostfavového genomu. Zwierzykowski et al. (2006, 2011, 2012) studovali stabilitu
genomového slozeni U Sesti generaci tetraploidnich hybridi F. pratensis x L. perenne
(2n = 4x = 28). V genomech téchto hybridi pozorovali zménu v poméru rodi¢ovskych genoma
ve prospéch jilkového z 14L + 14F (kde L znaci pocet chromozomt piivodem z jilku a F pocet
chromozomt piivodem z kosttavy) v F1 generaci, pies 14,4L + 13,6F v F,azna 16, 3L+ 11,6 F
v Fe generaci. Mechanismus tohoto tkazu je dosud neznamy. Z praktického hlediska to vSak
predstavuje zavazny problém. Jak stabilni jsou komeréné vyuzivané odridy Festulolium?
Stabilitou genomového slozeni u tiech generaci amfiploidnich odrid (Hostyn, Perun a Perseus)
se zabyvali Kopecky et al. (2017) a zjistili, ze pomér rodi¢ovskych genomu hybrida se vice lisil
mezi rostlinami jedné odriidy nez mezi odridami a v genomu vSech analyzovanych odrid
prevazoval jilkovy genom nad kostfavovym. Nicméné pomér byl v nasledujicich generacich
relativné stabilizovan a nedochazelo k dalsimu vyraznému nahrazovani kostfavového genomu
jilkovym. Bylo zji§téno, Ze pti poméru cca 2:1 jilkového ku kosttavovému genomu dochézi
ke genetickeé stabilizaci hybridu. Stabilita genomového slozeni introgresnich odrid Festulolium
dosud studovana nebyla.

Z toho divodu bylo v ramci této diplomové prace charakterizovano genomové slozeni
vybranych introgresnich odrid Festulolium a nasledné studovana stabilita genomového sloZzeni

v dals$i generaci pfi riznych ptistupech vybéru rostlin.
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3.4 Metody pouzivané K identifikaci hybrida

Cilem $lechtiteld je ziskat nové odridy s vys$$im vynosem a odolnych vici abiotickému
a biotickému stresu (suchu, mrazu, chorobam, Skidctim aj.), které se dokazi adaptovat na ménici
se klimatické podminky. Zpocatku byly rostliny nesouci zadané vlastnosti vybirany pouze na
zaklade rozdilného fenotypu (vyska rostliny, velikost a tvar semen aj.). Tyto klasické metody
Slechténi jsou znacné zdlouhavé, vyzaduji velké populace, nejsou piiliS piesné a zacinaji
se stavat pro moderni §lechténi nedostadujici. Slechtitelé se proto ve spolupraci s genetiky
a molekularnimi biology snazi vyvinout nové postupy, které by cely proces Slechténi
zjednodusily, zefektivnily a hlavné urychlily. V soucasnosti se uplatfiiuji zejména metody
molekularni biologie a cytogenetiky. Vybrané metody budou popsany v nasledujicich

podkapitolach.

3.4.1 Molekuliarni metody

Jednou z moznosti, jak lze identifikovat a charakterizovat hybridni rostliny, jsou
molekularni metody za pomoci genetickych markeri. Genetické markery mohou piedstavovat
fenotypovy znak, protein, gen ¢i znamou sekvenci DNA a jsou déleny do tii skupin: fenotypové
(morfologické), biochemické a molekularni (DNA) markery. Prvni skupinou markeri jsou
rostliny hodnoceny na zakladé fenotypu (napf. velikost rostliny, semen, barva kvéta aj.). Mezi
molekularné-biochemické markery jsou fazeny izoenzymy (téZ izozymy), alelické varianty
enzymil, katalyzujici stejnou reakci, ale lisici se svou strukturou (Winter et Kahl, 1995). Tento
typ markerti pouzili u trav Eizenga et Buckner (1986) k identifikaci mezirodovych hybridi
Festulolium. Zna¢nou nevyhodou izoenzymi, stejné jako morfologickych znaku, je jejich
ovlivnéni prostfedim, ale také vyvojovou fazi rostliny. Navic existuje pouze omezeny pocet
takovychto markera (Winter et Kahl, 1995).

Izoenzymy byly vystiidany univerzalnéjSimi, variabilngj$imi a spolehlivéjSimi
molekularnimi DNA markery, které poskytuji informace o variabilité organismtl na urovni
molekuly DNA. DNA markery lze rozd¢lit do tii skupin:

(1) zaloZené na hybridizaci — napi. RFLP markery (délkovy polymorfismus restrikénich

fragmentti, Restriction Fragment Length Polymorphism) a DArT markery (Diversity

Arrays Technology),

(2) zalozené na PCR reakci — napf. AFLP markery (polymorfismus délky

amplifikovanych fragmenti, Amplified Fragment Lenght Polymorphism) nebo SSR
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markery (jednoduché opakujici se sekvence, Simple Sequence Repeat),

(3) zalozené na sekvenovani — napt. SNP markery (jednonukleotidové polymorfismy,

Single Nucleotide Polymophism).

Siroké spektrum molekularnich markert se v sou¢asnosti pouziva Kk celé fadé aplikaci:
ke studiu genetické variability, k tvorbé genetickych map, k identifikaci a charakterizaci
hybridnich rostlin ¢i ke Slechténi pomoci markert (MAS, Marker Assisted Selection). Vyuziti
SSR markeru pro identifikaci mezirodovych kiiZzenct a k charakterizaci jednotlivych odrad
jilka a kosttav piedvedli Pasakinskiene et al. (2000) a Momotaz et al. (2004). Postupem casu
se pfi studiu genomu zacaly uplatiiovat vysokokapacitni markerové systémy jako je tieba
Diversity Arrays Technology (DArT markery). Tato metoda je zalozend na hybridizaci
fragmentl DNA na microarray a umoziuje detekovat variabilitu v tisicovkach lokusti genomu
soucasné a oproti jinym systémum neni potieba znat sekvenci DNA (Jaccoud et al., 2001).
Navic je tato metoda rychla, relativné levna a ziskané vysledky jsou dobfie reprodukovatelné.
Kopecky et al. (2009a) vyvinuli DArTFest array obsahujici 7680 sond pro pét travnich druhi
(F. pratensis, F. arundinacea, F. glaucescens, L. perenne a L. multiflorum). Tento ¢ip lze vyuzit
k analyze genetické variability, genetickému a fyzickému mapovani (Barto$ et al., 2011;
Dierking et al., 2015; Tomaszewski et al., 2012), ale také k analyze genomového slozeni
ktizencu Festulolium (Kopecky et al., 2011). S rozvojem sekvenovani nové generace (NGS)
se dostavaji do popredi genotypovaci metody jako je metoda GBS (genotypovani
sekvenovanim, Genotyping by sequencing; Elshire et al., 2011).

Pomoci molekularnich markerd byly zkonstruovany genetické mapy pro jilek
mnohokvéty (Inoue et al., 2004), jilek vytrvaly (Jones et al., 2002), kostiavu lu¢ni (Alm et al.,
2003) a kostiavu rakosovitou (Xu et al., 1995; Saha et al., 2005). Diky tomu ptibyvaji poznatky
0 poloze a funkci hospodaisky vyznamnych genti zodpovédnych napi. za dobu kveteni,
odolnost vi¢i mrazu ¢i resistenci k patogenim. Dostate¢né mnozstvi informaci umoziuje
pouziti molekularnich markerti v t€sné vazb¢€ na dany znak, tzv. markerem zprostfedkovanou
selekci (MAS) s cilem vybrat nejvhodnéjsi kombinaci rodi¢ti a tim i snizit celkovy pocet kiiZzeni
a pouzitych linii (Ribaut et Hoisington, 1998). Molekularni markery lze rovnéz vyuzit
k fylogenetickym a evolu¢nim studiim. Catalan et al. (2004) pouzili ribozomalni mezernikovy

region ITS a chloroplastovou sekvenci trnL-F k fylogenetické analyze celé ¢eledi lipnicovité.
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3.4.2 Molekulirné cytogenetické metody

Dalsi skupinou metod vhodnych k identifikaci hybridi jsou molekuldrné cytogenetické
metody. Klasické cytogenetické metody, jako je prouzkovani chromozomi (G-, R-, C- ¢i NOR-
banding; Kannan et Zilfalil, 2009), vyuzivané az do konce 70. let 20. stoleti, byly primarné
zamétené na studium morfologie chromozomi. Pomoci téchto metod byl zjistovan pocet
chromozomu, numerické abnormality, studovana velikost chromozomovych ramen, pozice
centromery a sekundarni konstrikce (Silva et Souza, 2013). K ptesné identifikaci
a charakterizaci hybridi vSak nejsou tyto metody dostate¢né. Zasadnim milnikem
v cytogenetice byl konec Sedesatych let minulého stoleti, kdy byla vyvinuta a poprvé pouzita
metoda in situ hybridizace (Gall et Pardue, 1969; John et al., 1969). Od té doby doslo k rozvoji
a optimalizaci metod molekularni cytogenetiky a nyni patii fluorescen¢ni a genomova in situ

hybridizace mezi hlavni metody slouZici k identifikaci hybridu.

3.4.2.1 Insitu hybridizace (ISH)

Na konci 60. let minulého stoleti doSlo k vyvoji cytogenetické metody in situ
hybridizace (dale jen ISH) zalozené na vzijemném parovani znaCen¢ DNA sondy
s komplementarni denaturovanou sekvenci nukleové kyseliny fixovanou na mikroskopickém
skle nejcastéji ve formé metafaznich chromozomu (Gall et Pardue, 1969; John et al., 1969).
Jako sondy se vyuZzivaji sekvence DNA klonované do vektoru nebo amplifikované pomoci
PCR, syntetické oligonukleotidy ¢i celogenomova DNA (viz GISH; Schwarzacher et Heslop-
Harrison, 2000). Zpocatku se pfipravovaly radioaktivné znafené sondy, nicméné prace
s takovymi sondami vyzaduje zvySené bezpecnostni opatieni a dlouhou dobu expozice. Proto
byly pozdéji nahrazeny sondami znacenymi fluorescen¢nimi barvivy (viz FISH; Langer-Safer
et al., 1982) a kratce na to byla poprvé provedena ISH s neradioaktivné zna¢enymi sondami na
prvnim zastupci rostlinné fise (konkrétné na pSenici; Rayburn et Gill, 1985).

Metoda ISH se stala v pribéhu 90. let minulého stoleti zakladni metodou cytogenetiky
a své uplatnéni nasla pfi studiu genomu rostlin a zivocichti, v medicing i pti $léchténi. Pomoci
ISH 1ze identifikovat chromozomy ¢i jejich ¢asti, lokalizovat sekvence na chromozomech,
detekovat chromozomové ¢i genomové piestavby vzniklé v prabéhu evoluce, vyvoje
organismu, ale také vlivem nemoci. ISH umoznuje studovat strukturu, funkci, organizaci,
ale také evoluci genu ¢i celych genomt.. RovnéZ pouziti RNA jako sondy pro tzv. RNA in situ

hybridizaci, naslo své vyuziti a poskytuje cenné informace o expresi geni a mnozstvi RNA
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Vv pletivech a tkanich (Schwarzacher et Heslop-Harrison, 2000).

3.4.2.2 Fluorescenéni in situ hybridizacce (FISH)

Fluorescencni in situ hybridizace (dale jen FISH) je molekularni cytogeneticka metoda,
ktera se uplatiuje od konce 70. let 20. stoleti v nejriznéjsich védnich oborech. FISH je zalozena
na hybridizaci fluorescenéné zna¢ené DNA sondy s komplementarni sekvenci DNA a vznikly
signal je detekovan pomoci fluorescen¢niho mikroskopu. Jako sondy se vyuzivaji specifické
sekvence DNA (jednokopiové geny) nebo repetitivni sekvence napt. telomerickd DNA, 45S
nebo 5S ribozomalni geny. FISH umoznuje detekovat DNA sekvence v interfaznich jadrech,
miotickych nebo meiotickych chromozomech a DNA vlaknech (Schwarzacher, 2003; Stace
et Bailey, 1999).

Sondy mohou byt znafené piimo. To znamena, ze na jednotlivé nukleotidy jsou
navazané fluorochromy a vznikly signal lze vizualizovat ihned po hybridizaci. Druhou
moznosti je nepiimé znaéeni sond, kdy je na nukleotidy nejdiive navazan hapten. Nejcastéji je
pouzivana molekula biotinu (vitaminu H) nebo digoxigeninu (steroid z rostliny Digitalis
purpurea) a pridanim  konjugatu  protilatka-fluorochrom  (avidin-,  strepavidin-,
anti-digoxigenin-fluorochrom) po hybridizaci vznika detekovatelny signal. Pouziti sond
s riznymi znackami umoziiuje v jednom preparatu detekovat vice cilovych sekvenci najednou
(Schwarzacher, 2003; Schwarzacher et Heslop-Harrison, 2000). Nejb&Znéji pouzivané
flurochromy jsou fluorescein isothiokyanat (FITC), rhodamin ¢i Texas red (Trask, 1991).
Vyhodou pfimého znaceni je jeho rychlé provedeni, ale ve srovnani s nepfimym znacenim
je méné citlivé (Schwarzacher, 2003). U nepiimého znaceni muze zase vznikat vysoké pozadi
zpusobené nespecifickym navazanim protilatek (Tsuchiya, 2011). Ke znaceni sond se nejcastéji
vyuzivaji metody jako je nick translace, PCR amplifikace se zna¢enymi nukleotidy ¢i random
priming (Schwarzacher et Heslop-Harrison, 2000).

FISH umoziuje identifikovat jednotlivé chromozomy, strukturdlni abnormality
(translokace, delece aj.), zmény v poctu jednotlivych chromozomu ¢i lokalizovat specifické
sekvence na chromozomech. Stala se tak cennym nastrojem k analyze karyotypu a ke konstrukci
cytogenetickych a fyzickych map (Leitch et al., 1994). Pomoci specifickych sond (nejcastéji
pouzivané jsou sondy pro 45S ¢i 5S rDNA) byla provedena fada fylogenetickych analyz.
Thomas et al. (1997) na zakladé poctu a pozice 45S a 5S rDNA lokusu potvrdili, ze kostfava

rakosovita vznikla mezidruhovou hybridizaci kostfavy lu¢ni a F. glaucescens. FISH 1ze vyuzit
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I k identifikaci mezirodovych hybridi. Ksigzczyk et al. (2010) pouzili sondy pro 45S a 5S
rDNA K identifikaci triploidnich a tetraploidnich kiizenct F. pratensis x L. perenne. Kopecky
et al. (2016) pomoci FISH se sondami specifickymi pro vybrané tandemové repetice potvrdili
hybriditu triploidnich rostlin vzniklych kiizenim diploidni kostfavy lu¢ni s tetraploidni Festuca

pratensis subsp. apennina.

3.4.2.3 Genomova in situ hybridizace (GISH)

Genomova in situ hybridizace (dale jen GISH) je Siroce rozsifena cytogeneticka metoda
zalozena na pouziti fluorescen¢né znacené celogenomové DNA jednoho z rodi¢ovskych druhti
jako sondy, a tudiz ve srovnani s FISH umozZiuje znaceni celych genomu v alopolyploidech
a mezidruhovych ktizencich (Schwarzacher et al., 1989). Celogenomova DNA pochazejici
z druhého rodicovského druhu je bud’ naznacend jinym fluorochromem ¢i neni fluorescenéné
znacena a slouzi jako blokovaci DNA. Pro spravny pribéh GISH je nutné zajistit vhodnou
koncentraci sondy a blokovaci DNA v hybridiza¢ni smési. Neznac¢ena blokovaci DNA se do
smési pridava ve vyssi koncentraci, cca 1:20 — 1:200 (Anamthawat-Jonsson et Heslop-Harrison,
1996; Silva et Souza, 2013). Ke znaceni sond je obvykle vyuzivana nick translace, kdy dochazi
k inkorporaci znacenych nukleotidd do nukleové kyseliny po celé délce fetézce (Schwarzacher
et Heslop-Harrison, 2000).

Aby se v pribéhu GISH parovaly fragmenty DNA pouze s ur¢itou homologii a vysledné
hybridni molekuly byly stabilni, musi hybridizace probihat za pfisnych podminek. Nejcastéji
se voli hodnota stingence 70-90 %, ktera udava, ze budou hybridizovat vSechny fragmenty
DNA, které maji alesponn 70-90% homologii. Kombinaci vysokych stringentnich podminek
a vys$i koncentrace blokovaci DNA lze rozlisit genomy, které maji az 90-95% homologii
(Parokonny et al., 1997).

Vyhodou této metody je rychlost, piesnost a poskytnuti velkého mnozstvi informaci pro
dalsi cytogenetickou analyzu a Slechténi rostlin (Schwarzacher et al., 1992), U hybridnich trav
se GISH rychle stala ndgpomocnou metodou pii zjiStovani genomového slozeni, struktury
a evoluce genomtl. Nevyhodou GISH je omezené rozliSeni, které se udava v tadech —
5 kb (Kosmala et al., 2003) az nékolik Mb (Lukaszewski et al., 2005), tudiz nelze detekovat
nekteré malé chromozomové introgrese, delece ¢i translokace (Kopecky et al., 2011).

Schématické zndzornéni pribéhu GISH je na obr. 2.
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Obr. 2: Prubéh genomové in situ hybridizace (pfevzato Ramzan et al., 2017)

U rostlin poprvé provedli GISH Schwarzacher et al. (1989), kteti identifikovali
rodicovské genomy mezirodovych hybridi Secale africanum a Hordeum chilense a Le et al.
(1989), kterym se podafilo touto metodou prokazat ptitomnost zitného chromatinu
Vv pokrocilych generacich mezirodového kiizence Triticum aestivum x Secale cereale. Ke studiu
hybridi Festulolium byla tato metoda vyuzita poprvé Thomasem et al. (1994),
ktefi charakterizovali triploidni hybridy L. multiflorum x F. pratensis a detekovali usek
chromozomu nesouci gen pro opozdénou senescenci (Sid) pfeneseny z genomu kostravy luéni
do genomu jilku mnohokvétého. Metoda GISH a FISH jsou vhodné k detekci prenesenych genti
zajiStujici odolnost vici riznym abiotickym a biotickym stresim z donorové rostliny
do rostliny recipientni a také k fyzickému mapovani danych genti (Kopecky et al., 2008). GISH
umoznila studium genomového slozeni hybridi Festulolium a identifikaci jednotlivych
rodicovskych chromozomu (Kopecky et al., 2005, 2006; Zwierzykowski et al., 1998) a odhalila
znacnou Variabilitu v genomovém slozeni a nevyvazenost rodi¢ovskych genomd.

Jak uz bylo zminéno vyse, pro mezirodové kiizence Festulolium je charakteristické
parovani homeolognich chromozomti a vznik homeolognich rekombinaci. Pribéh meiozy,

parovani jednotlivych chromozomi, vznik rekombinaci a pozice a pocet translokaci mezi nimi

24



je rovnéz mozné sledovat pravé pomoci metody GISH (Kopecky et al., 2009b, 2010;
Zwierzykowski et al., 1998, 2008). Pomoci in situ hybridizace lze rovnéz studovat
fylogenetické vztahy mezi druhy. Humphreys et al. (1995) za pomoci této metody potvrdili

puvod alohexaploidni kostfavy rakosovité jakozto kiizence Kkostfavy Iucni s druhem

F. glaucescens.
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4  Material a metody
4.1 Biologicky material

Experimentalni prace této diplomové prace byla zaméfend na studium genomového
sloZeni a jeho stabilitu v nasledujici generaci u ¢tyf vybranych odrid mezirodovych hybridi
Festulolium: Spring Green, FuRs0142, Lofa a FLM. Semena odrid byla poskytnuta
$lechtitelskou stanici DFL Seeds, s.r.0. Hladké Zivotice (Ceska republika).

Odriady FuRs0142 a Spring Green jsou puvodné amfiploidni odrtady, u kterych ale doslo
k vyrazné dominanci jilkového genomu nad kostfavovym. U odrady FURs0142 je to zptisobeno
jednim zpétnym kiizenim F1 hybrida L. perenne x F. pratensis s jilkem vytrvalym. Odruda
Spring Green byla =ziskana ze ¢&tyf komerénich odrid Kemal, Tandem, Elmet
(L. multiflorum x F. pratensis) a Prior (L. perenne x F. pratensis). U odrady Kamel ale nebyl
zjistén zadny chromatin kostfavy (Kopecky et al., 2006) a tudiz i odrtida Spring Green vykazuje
niz§i podil kostfavového chromatinu oproti klasickym amfiploidnim odridam. Lofa
je introgresni odrida ziskana hybridizaci L. multiflorum (2n = 2x = 14) x F. arundinacea
(2n = 6x = 42) a naslednym zpétnym zkiizenim s L. multiflorum (2n = 4x = 28). Odrida FLM
vznikla zkiizenim L. multiflorum (2n = 2x = 14) x F. pratensis (2n = 4x = 28) a nasledné

zpétnym zktizenim s L. multiflorum (2n = 4x = 28).

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie

IM kyselina chlorovodikova (Lach-ner, Neratovice, Ceska republika; kat. ¢.

61018-001)

- 100% Formamid (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA; kat. ¢. 295876)

- 99,8% Etanol (Lach-ner, Neratovice, Ceska republika; kat. &. 20025-A96)

- 99,8% Kyselina octova (Lach-ner, Neratovice, Ceska republika; kat. ¢. 10047-A9B)

- Anti-Digoxigenin-Fluorescein, Fab fragments 200 pg/ml (Roche Diagnostics GmbH
Mannheim, Némecko; kat. ¢. 11207741910)

- Blocking reagent (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Velk4 Britanie; kat. €.
NIP552)

- Dextran sulfat sodna sul (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA; kat. ¢. D8906)

- DIG-Nick Translation Mix (Roche Applied Science, Penzberg, Nemécko; kat. ¢.
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11745816910)

- Dihydrat citronanu sodného (Lach-ner, Neratovice, Ceska republika; kat. ¢. 30009-AP0)

- Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri,
USA; kat. ¢. E5134)

- Hydroponex (Hu-Ben, Ceréany, Ceska republika)

- Hydroxid sodny (NaOH) (Lach-ner, Neratovice, Ceska republika; kat. &. 10006-AP2)

- Imerzni olej Olympus (Tokio, Japonsko)

- Karmin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA; kat. ¢. C1022)

- Octan sodny (CHsCOONa) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA; kat. ¢.
71183)

- Tween 20 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA; kat. ¢. P2287)

- Tris-base (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA,; kat. ¢. T1503)

- Vectashield obsahujici DAPI (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA; kat. ¢.
H-1200)

Pouzité soupravy

- NucleoSpin®Plant Il (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG., Némecko; kat. &. 11912262)

Pouzité roztoky, pufry a jejich priprava

- Fixacni roztok etanol:kyselina octova (3:1): K piipravé 10 ml smichat 7,5 ml 99,8%
ethanolu a 2,5 ml 99,8% kyseliny octove, vzdy ptipravovat Cerstvou fixaz.

- 0,5mol/lEDTA (pH 8,0): 18,61 g EDTA rozpustit v 100 ml redestilované vody, upravit
pH na hodnotu 8,0 (0,1 mol/l NaOH), autokldvovat a uchovévat pti laboratorni teplot¢.

- 1 mol/l Tris-HCI (pH 8,0): 12,11 g Tris-base rozpustit v 80 ml redestilované vody, pH
upravit koncentrovanou HCI na 8,0.

- 1% acetokarmin: 10 g karminu rozpustit v 1 1 45% kyseliny octové, roztok uchovat
Vv laboratorni teplot¢.

- 1% blokovaci pufr: 0,5 g Blocking reagent rozpustit v 50 ml 4x SSC/Tween 20
pti 70 °C po dobu 1 hod, vyautokldvovany pufr uchovéavat pii -20 °C.

- 2x SSC: 100 ml 20x SCC doplnit redestilovanou vodu do 1 |, upravit pH na hodnotu
7,0 (0,1 mol/l HCl nebo 0,1 mol/l NaOH), roztok autokldvovat a uchovavat
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4.3

pfi laboratorni teploté.

4x SSC (4x SSC/Tween 20): 200 ml 20x SSC doplnit redestilovanou vodou do obejmu
1 1. Pfidat 2 ml Tween 20, upravit pH na 7,0, vyautoklavovat a uchovat pti laboratorni
teploté.

3 mol/l octan sodny (pH 5,2): 40,82 g octanu sodného rozpustit ve 100 ml redestilované
vody, upravit pH na hodnotu 5,2 (koncentrovanou kyselinou octovou) a uchovat
pti 4 °C.

20x SSC: 175,3 g chloridu sodného a 88,2 g dihydratu citronanu sodného doplnit
redestilovanou vodu na do 1 I, upravit pH na hodnotu 7,0. Roztok piefiltrovat, 25 min
autoklavovat a uchovévat pfi laboratorni teploté.

50% dextran sulfat: 2,5 g dextranu sulfatu rozpustit v5 ml redestilované vody
pfi mirném zahtati a uchovavat pti -20 °C.

TE (Tris-EDTA) pufr (pH 8,0): 1 ml Imol/l Tris-HCI smichat s 200 p 0,5mol/l EDTA
a doplnit na 100 ml redestilovanou vodou, upravit pH na hodnotu 8,0, autoklavovat

a uchovavat pti 4 °C.

Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

Centrifuga Jouan CR3i (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
Digestot Merci (Merci, s.r.0., Brno, Ceska republika)

Fluorescenéni mikroskop Olympus AX70 (Tokio, Japonsko) s chlazenou SensiCam
kamerou (PCO, CCD Imaging, Kelheim, Némecko) a se systémem analyzy obrazu
Olympus Micro Imaging Software (Tokio, Japonsko)

Hybridiza¢ni pec SM30 (Grant-Boekel Scientific, Feasterville, Pennsylvania, USA)
Lyofilizator Heto Drywinner (Trigon Plus spol. s.r.o., Cestlice, Ceska republika)
a vakuova pumpa (Vacuubrand GMBH + CO KG, Wertheim, Némecko)
Mikrocentrifuga MiniStar silverline (VWR International, Radnor, Pennsylvania, USA)
Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)

Svételny mikroskop primo Star (Carl Zeiss, Oberkochen, Némécko)

Termocyklér na mikrozkumavky PTC-200 (MJ Research, Bio-Rad, Kalifornie, USA)
Termocyklér pro FISH Mastercycler (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

Termostat BT 120 (LABO-MS spol. s.r.0., Praha, Ceska republika)

Vodni lazenn SUB6 (Grant Instruments, Cambridge, Velka Britanie)
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- Vortex Reax Top (Heidolph Instrumensts, Schwabach, Némecko)
- Vyrobnik ledové tiisté Scotsman MF26 Ice Flaker (Scotsman Ice Systems, Ipswich,
Velka Britanie)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy
4.4.1 Seti rostlin, hydroponie, odbér a fixace korinki

Semena vybranych odrud Festulolium byla vyseta na Petriho misky vylozené navlh¢enou
buni¢inou a filtraénim papirem. Semena kli¢ila pifi laboratorni teploté a poté byla vyseta
do hliny a umisténa do fytotronu. Po Sesti tydnech byly mladé rostlinky vloZeny Vv kvétinacich
s perlitem do hydroponické lazné. Hydroponicky roztok obsahoval Hydroponex (Hu-Ben,
Cercany) o0 koncentraci 0,9 g/l rozpustény v destilované vodg.

Odbér kotink se provadél po cca sedmi dnech vzdy mezi 11.-13. hodinou, kdy
je nejvyssi mitoticky index. Pomoci pinzety byly odebrany mladé kofinky a vlozeny do
zkumavek obsahujici redestilovanou vodu. Zkumavky chlazené ledem byly ponechany 28-30
hodin v chladové mistnosti pti 4 °C, aby probéhla synchronizace bunééného cyklu. Nasledujici
den byly kofinky pifeneseny do mikrozkumavek s1 ml fixa¢éniho roztoku, slozeného
z absolutniho etanolu (Cistota 99,8%) a ledové kyseliny octové (Cistota 99,8%) v poméru 3:1.

Kofinky byly po dobu jednoho tydne inkubovany ve 37 °C v termostatu.

4.4.2 Priprava roztlakovych preparati

Roztlakové preparaty metafaznich chromozomi byly piipraveny podle protokolu
Masoudi-Nejad et al. (2002). Kofinky byly z fixdze pfeneseny minimalné¢ na 2 hodiny
do 1% roztoku acetokarminu. Poté byla skalpelem odfiznuta tmaveé zbarvena kotenova Spicka
obsahujici vysoce délivé meristematické pletivo a pienesena do kapky 45% kyseliny octové na
vylesténém podloznim skle. Podlozni skla byla pted ptipravou preparatii umisténa né€kolik dnti
v 96% etanolu. Po piekryti krycim sklem byl pomoci paratka proveden roztlak. Sklo bylo
ozehnuto nad lihovym kahanem a po vychladnuti byl preparat jesté roztlacen prsty. Takto
ptipravené roztlaky byly ponechany minimalné jednu hodinu na bloku suchého ledu krycim
sklem dolt. Nasledné byla pomoci Ziletky odstranéna kryci skla a preparaty byly pteneseny
do 45% kyseliny octové pii laboratorni teploté. Poté prob¢hla tiiminutova inkubace preparati

v 45% kyselingé octové zahtaté na 50 °C. Pomoci svételného mikroskopu byly vybrany
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roztlakové preparaty metafaznich chromozom vhodné k provedeni genomové in situ

hybridizaci. Obarvené kofinky Ize dlouhodobé uchovavat ve fixacnim roztoku pii -20 °C.

4.4.3 Priprava znacené sondy

Pro piipravu sondy i blokovaci DNA bylo nutné vyizolovat genomové DNA z kostfavy
luéni (Festuca pratensis Huds., Fp) a jilku mnohokvétého (Lolium multiflorum, Lm) komercné
dodavanym kitem NucleoSpin® Plant Il. Izolace prob¢hla podle postupu doddvanym vyrobcem
kitu a koncentrace vyizolované gDNA byla zméfena spektrofotometricky.

Sonda znacend digoxigeninem k provedeni GISH byla pfipravena z genomové DNA
kostfavy luéni pomoci nick translace. K 1 pg gDNA byly ptidany 4 ul DIG-Nick Translation
Mixu a doplnéno na objem 20 pl redestilovanou vodou. Smés byla inkubovana v termocykléru
po dobu 1,5 hod pii 15 °C. Po inkubaci byla zkumavka kratce zchlazena na ledu a reakce
zastavena pfidanim 1 pl 0,5 M EDTA a naslednou inkubaci po dobu 10 min pfi 65 °C.

4.4.4 lzolace genomové DNA a priprava blokovaci DNA

Na piipravu blokovaci DNA bylo pouzito 400 pg gDNA, které bylo dopInéno do objemu
384 ul redestilovanou vodou. Nasledné bylo pfipipetovano 16 pl 10M NaOH, ktery tak mél
finalni koncentraci 0,4 M a smés byla dikladné promichana a vafena ve vrouci vodé 45 minut.
Vateni zpusobilo nastépeni gDNA na mensi Gseky cca 200-500 bp. Po kratkém zchlazeni
mikrozkumavky na ledu bylo ptidano 400 pl 3M octanu sodného (pH=5,2) a 800 ul 99,8%
ethanolu. Smés byla peclivé promichana a uchovana pti -80 °C do dalsiho dne. Nasledujici den
byla smés centrifugovana pii 14 000 rpm a 4 °C po dobu 30 min. Supernatant byl odstranén
a pelet byl n¢kolikrat oplachnut v 1 ml 70% vychlazeného ethanolu. Po vysuSeni byl pelet
rozpustén ve 40 ul TE pufru.

Sondy, gDNA a blokovaci DNA 1ze dlouhodob¢ uchovavat pii -20 °C.

445 Genomova in situ hybridizace (GISH)

K provedeni GISH byl pouzit protokol Masoudi-Nejad et al. (2002). Z reagencii podle
tab. 2 bylo pripraveno 20 pl hybridizacni smési. Cely objem byl nanesen na podlozni sklo

S preparatem a piekryt krycim sklem. Nasledovala denaturace pii 80 °C po dobu 2 minut
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a 25 sekund. Preparaty s hybridiza¢ni smési byly inkubovany do dalsiho dne v hybridiza¢ni
komurce pfi 37 °C. Na zaklad¢ koncentrace formamidu a SSC v pouzité hybridiza¢ni smési

byla stringence hybridiza¢ni reakce cca 77 %.

Tab. 2: Ptiprava hybridiza¢ni smési

Reagencie ] Konf:entrace Vysledna Objem pogiitych
zasobniho roztoku koncentrace reagencii [pl]

Formamid 100% 50% 10
Dextran sulfat 50% 10% 4
SSC 20x 2X 2
Blokovaci DNA (Lm) - - 1
Sonda (Fp) - - 1
Redestilovana voda - - 2
Celkovy objem 20

Druhy den bylo proudem destilované vody odstranéno kryci sklo a preparat byl
inkubovan v 2x SSC po dobu 10 min. Po inkubaci byl preparat oplachnut destilovanou vodou
a lehce osuSen. Sonda byla detekovana pomoci protilatky Anti-digoxigenin, ktera je znacena
FITC (fluorescein isothiokyanat). Na preparat bylo napipetovano 35 ul 1% blokovaciho pufru
s protilatkou Anti-DIG-FITC (v poméru 1:200) a ptekryto krycim sklem. Preparaty byly
inkubovany 1,5 hod v hybridiza¢ni komirce pii 37 °C. Po inkubaci bylo kryci sklo odstranéno
proudem destilované vody. Na osuseny preparat bylo aplikovano 12 ul Vectashield média
s DAPI (1,5 pg/ml) a prekryto krycim sklem. Preparaty byly vyhodnoceny na fluorescenénim
mikroskopu Olympus AX70 s chlazenou SensiCam B/W kamerou. Vysledné fotografie byly
upraveny v programech Scionlmage a Adobe Photoshop. Pro kazdou rostlinu byly nasnimany

nejméné dvé metafaze.

4.5 Analyza dat

Metodou GISH bylo analyzovano celkové 120 rostlin rodi¢ovské generace ¢tyt odrad
mezirodovych hybridi Festulolium: 20 rostlin odridy Spring Green, 22 rostlin odridy
FuRs0142, 28 rostlin odrudy Lofa a 50 rostlin odridy FLM. Tyto rostliny byly na zakladé
pfitomnosti chromatinu pochazejiciho z kostfavy rozdéleny do skupin. Jako rozhodujici

kritérium pro pfifazeni jednotlivych chromozomu k jednomu z rodi¢ovskych genomu byla
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oblast centromery. Pokud byla oblast centromery zna¢ena sondou z celogenomové

DNA kostiavy luéni, chromozom byl urcen jako kostfavového ptvodu.

U kazdé¢ rostliny byl analyzovan:

Celkovy pocet chromozomu

Pocet kompletnich chromozomi ptivodem z jilku

Pocet kompletnich chromozomt ptivodem z kostravy

Pocet chromozomt ptivodem z jilku nesouci translokaci z kostfavy

Pocet chromozomi puvodem z kostfavy nesouci translokaci z jilku

Po rozdéleni rostlin do skupin, ve kterych byly spraseny, byl vypocitan:

Primér vSech analyzovanych hodnot u vSech rostlin prvni generace v dané skupiné
(pod oznacenim samc¢i rostliny)

Primér vSech analyzovanych hodnot pouze u vybranych 5 (4) mateiskych rostlin prvni
generace (pod oznaenim samici rostliny)

Primér pramérd vSech analyzovanych hodnot samcich a samiéich rostlin
(pod oznacenim teoreticka hodnota)

Primér vSech analyzovanych hodnot 25 (24) rostlin nasledujici generace

(pod oznacéenim realna hodnota)
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5 Vysledky

Experimentalni ¢ast této diplomové prace byla vypracovéana v Centru strukturni a funk¢ni

genomiky rostlin Ustavu experimentalni botaniky AV CR, v.v.i. v Olomouci.

5.1 Cytogeneticka analyza

Naplni prvni ¢asti experimentu bylo zjistit pomoci genomové in situ hybridizace
genomové slozeni Ctyf odrid Festulolium: Spring Green, FuRs0142, Lofa a FLM. Na zaklad¢
ziskanych dat byli kiizenci rozdéleni do skupin podle pfitomnosti/nepfitomnosti chromatinu
pochazejiciho z kostfavy a volné kiizeni. V druhé ¢&asti experimentu bylo analyzovano
genomové slozeni nasledujici generace (G2) pomoci genomové in situ hybridizace a zjistén
posun v genomovém slozeni ve srovnani s rodicovskou generaci (G1).

Celkové bylo analyzovano 120 rostlin generace G1 ¢&tyt odrad Festulolium: 20 rostlin
odridy Spring Green, 22 rostlin odridy FuRs0142, 28 rostlin odridy Lofa a 50 rostlin odrady
FLM. Pro jednoduchou orientaci v celém experimentu byla vypracovana tab. 3 a schématicka

znazornéni priabéhu celého experimentu pro kazdou odridu jsou uvedena v piiloze 1.

Tab. 3: Pocet analyzovanych ¢i sprasenych rostlin jednotlivych odrid Festulolium vyuzitych

Vv experimentu

Spring FuRs

Odriida Green 0142 Lofa FLM
Rostliny
i 20 22 28 50
generace
(G1)
S S
Rostliny ke introgresi Si bez introgrese introgresi S i bez introgrese
o 20 22
spraseni ) )
7 21 9 41
s Si bez S Sibez
Nahodné i intro- introgre-  introgre-
vybrané 5 4 6 (1) grese 5 si se
rostliny (lib) (lia) (lib)
5 5 5 5
Rostliny
nasledujici 24 25 24 25 25 25 25
generace
(G2)
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U vsSech 20 rostlin odridy Spring Green byl pfitomen chromatin z kostfavy a tyto
rostliny byly navzajem volné spraseny. Poté bylo nahodné vybrano 5 matetskych rostlin,
Z kterych byla sebrana zrala semena. Od kazdé z téchto péti rostlin bylo zaseto 5 semen. Celkem
bylo od odriidy Spring Green analyzovano 25 rostlin z nésledujici generace. Stejné tak u odrady
FuRs0142 bylo mezi sebou volno spraseno vSech 22 rostlin majici maly podil genomu
z kostfavy. Z divodu malého mnozstvi semen byly vybrany pouze 4 rostliny a analyzovano
24 rostlin z nasledujici generace. Rostliny odrady Lofa a FLM byly rozdéleny do dvou skupin.
Prvni skupina (I) zahrnovala pouze rostliny, u kterych byl vzdy pfitomen chromatin z kostiavy
a tyto rostliny byly mezi sebou spraseny. Nahodné bylo vybrano 5 (6) rostlin a od kazdé
z nich bylo zaseto 5 (4) semen. U prvni skupiny bylo analyzovano pro kazdou odrudu
25 rostlin z nasledujici generace. Druha skupina (1) zahrnovala jak rostliny s kostfavovym
chromatinem, tak i rostliny Cisté jilkového typu. Po spraSeni bylo ndhodné& vybréno 5 rostlin
s chromatinem z kostiavy (skupina I1a) a 5 rostlin bez introgrese (skupina Ilb). Od kazdé z péti
rostlin bylo zaseto 5 (4) semen a celkové bylo od kazdé podskupiny analyzovano 25 (24) rostlin
nasledujici generace. Celkové bylo analyzovano 198 rostlin druhé generace: 24 rostlin odridy
Spring Green, 25 rostlin odriidy FuRs0142, 74 rostlin odridy Lofa a 75 rostlin odridy FLM.

Cilem celého experimentu bylo zjisténi stability genomového slozeni v nasledujici
generaci. Priklady cytogenetické analyzy dvou po sobé jdoucich generaci pro vSechny Ctyfi

odrudy Festulolium jsou znazornény na obr. 3.
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Obr. 3: Priklady cytogenetické analyzy dvou po sob¢ jdoucich generaci ¢ty odrud Festulolium

Legenda: a) prvni generace (G1) Spring Green, b) druha generace (G2) Spring Green, c¢) G1
FuRS0142, d) G2 FURS0142, e) G1 Lofa, f) G2 Lofa, g) G1 FLM, h) G2 FLM




Roztlaky metafaznich chromozomi byly analyzovany po genomové in situ hybridizaci, kde
jako sonda byla pouzita genomova DNA kostfavy lu¢ni znacena digoxigeninem (zelena barva)
a jako blokovaci DNA byla pouzita celogenomova DNA z jilku mnohokvétého. Chromozomy

byly vizualizovany pomoci DAPI (Eervena pseudobarva).

5.1.1 Aneuploidie

Ptfi analyze genomového slozeni byla v ramci jednotlivych odrid pozorovana
aneuploidie, tedy ztrata ¢i nadbytek chromozomd. Teoreticky pocet chromozomu (2n = 28) byl
zjistén pouze u 35 % rostlin. Poc¢et chromozomi Se pohyboval mezi 25 az 30. Nejcastéji mély
rostliny 27 chromozom (2n = 27), tento stav byl pozorovan celkové u 39 % rostlin.
U nasledujici generace nebyl pozorovan narist aneuploidie, naopak u odridy FuRs0142 klesala
aneuploidie z 77,3 % na 70,8 %, u odrudy Lofa z 64,3 % na 56,8 % a u odrudy FLM ze 70 %
na 66,7 %. Odrida Spring Green vykazovala v obou generacich stejnou frekvenci aneuploidie

(60 %, viz tab. 4).

Tab. 4: Pocet chromozomui u dvou generaci ¢ty studovanych odrad Festulolium

Odrida a Poclet Pocet chromozomii Vv diploidnim stavu (2n) -
. Prumér
generace rostlin 25 26 27 28 29 30
Spring Green g . 4 7 8 . 1 27,4
Gl
Spring Green o 4 11 10 . . 27,2
G2
FuRs0142 G1 22 - 4 11 5 2 - 27,2
FuRs0142 G2 24 - 1 16 7 - - 27,3
Lofa G1 28 - 4 11 10 2 1 27,5
Lofa G2 74 1 16 17 32 8 - 27,4
FLM G1 50 12 22 15 1 - 27,1
FLM G2 75 4 16 29 25 1 - 27,0
Celkem 318 5 61 124 112 14 2

Legenda: G1 — prvni generace, G2 — druha generace.
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5.1.2 Genomové slozeni

Vysledky cytogenetické analyzy odhalily zna¢nou variabilitu v genomovém slozeni
vramci jednotlivych odriid i mezi odridami navzajem. Pro vSechny studované odrady
Festulolium bylo charakteristické nevyvazené zastoupeni rodi¢ovskych genomii a v genomech

vSech odrid ptevladal jilkovy genom nad genomem kostiavy.

Odrudy Spring Green s FURS0142

U odrad Spring Green a FuRs0142 byl pozorovan vyssi pocet chromozomu pivodem
z kostravy, nez u odriid Lofa a FLM. V generaci G1 byl u vSech rostlin odriid Spring Green
a FURs0142 ptitomen kostfavovy chromatin. V prvni sledované generaci odridy Spring Green
bylo genomové slozeni 22,50 L + 4,35 T (3,55 L™ + 0,80 F") + 0,50 F (L zna&i pocet
chromozomu piivodem z jilku, T pocet rekombinovanych chromozomd, F pocet chromozomu
ptvodem z kostfavy, LT pocet chromozomii piivodem z jilku nesouci translokaci z kostiavy
a FT poget chromozomil piivodem z kostifavy nesouci translokaci z jilku) a u odriidy FuRs0142
bylo 23,68 L + 3,14 T (2,32 L™+ 0,82 F") + 0,36 F. V nasledujici generaci byl u obou odriid
pozorovan posun v genomovém slozeni ve prospéch jilkového genomu. Genomové slozeni se
zménilo na 23,88 L + 3,20 T (2,52 L" + 0,68 F") + 0,16 F u odridy Spring Green a na
24,79 L +2,42T (1,88 LT+ 0,54 F") + 0,04 F u odrtidy FuRs0142. Z generace na generaci doslo
k redukci 27 % kosttavového chromatinu v piipadé odrudy Spring Green a 32 % u odrudy
FuRs0142 (viz tab. 5).

Tab. 5: Analyza genomového sloZeni u dvou po sob¢ jdoucich generacich odrid Spring Green
a FURs0142

0, Pramérny pocet Prumérny pocet = Prumérny pocet
Priamérny pocet o o ,
. chromozomi chromozomi kompletnich
. kompletnich o .o o o
Odrida a generace o puvodem z jilku puvodem chromozomi
chromozomii . . y , o
iivodem z jilku nesouci translokaci = z kostravy nesouci pivodem
P z Kostiravy translokaci z jilku z Kostiravy
Sprlnngreer) Gl 22,50 + 2,97 3,55+2,33 0,80+0,98 0,50 + 0,87
samdi rostliny
Sprlngvgreer] Gl 22.80+2,14 320+ 1,17 0,80+1,17 0,40 + 0,80
samici rostliny
Spring Green G2 22,65 + 2,56 338+ 1,75 0,80 + 1,08 0,45+ 0,84
teoretickd hodnota
Spring Green G2 23,88 +2,23 2,52+2,16 0,68+ 0,73 0,16+ 0,46

redalna hodnota
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Tab. 5: Pokradovani 1

O, Primérny pocet Primérny po¢et = Primérny pocet
Primérny pocet o o ;
, chromozomiu chromozomiu kompletnich
. kompletnich o .r o o
Odrida a generace o puvodem z jilku puvodem chromozomiu
chromozomi ; - y ; o
ivodem z iilku = Mesouci translokaci = z kostfavy nesouci puvodem
P . z Kostiravy translokaci z jilku z Kostiravy
FURSO142 G1 23,68 + 1,61 2,32+ 1,06 0,82+ 0,98 0,36+ 0,64
samdi rostliny
FURsO142 G1 23,75+ 1,79 2,25+ 1,09 1,25+ 1,64 0,25+ 0,43
samici rostliny
FuRs0142 G2 23,72+ 1,70 2,29+ 1,08 1,04+ 1,31 0,40 + 0,54
teoretickd hodnota
FURs0142 G2 24,79+ 1,35 1,88+ 1,45 0,54 +0,71 0,04+ 0,20

redalnd hodnota

Legenda: G1 — prvni generace, G2 — druha generace.

Grafické znazornéni genomového slozeni rodicovské generace a péti rostlin néasledujici
generace od kazdé z péti nahodné vybranych rostlin odridy Spring Green je znazornéné v grafu
1. U dvou rostlin (samice 1, samice 2) nebylo v dal$i generaci pozorovano zvyseni podilu
jilkového genomu nad kostfavovym. Zbyvajici rostliny vykazovaly v dalsi generaci posun

smérem ke genomu jilku.

Graf 1: Genomové slozeni rodi¢ovské generace (G1) a priméru rostlin z generace nasledujici
(G2) u odrudy Spring Green. Absolutni hodnoty (vzhledem k ¢astému vyskytu aneuploidie)

byly pro snadngjsi vizualizaci nahrazeny relativnimi hodnotami (%).

m Kompletni chromozomy jilku Rekombinované chromozomy jilku Rekombinované chromozomy kostiavy Kompleti chromozomy kostiavy

14 14 32

) 36 43
111

15
2.9

107 145 138 154

Samec Samice 1 0 5 rostlin G2 Samice 2 @ 5 rostlin G2 Samice 3 0 5 rostlin G2 Samice 4 0 3 rostlin G2 Samice 5 0 5 rostlin G2
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Grafické znazornéni genomového slozeni rodicovské generace a 57 rostlin nasledujici

generace od kazdé ze ¢tyf nahodné vybranych rostlin odridy FuRs0142 je znazornéné v grafu

2. Kromé samice 1 a jeji néasledujici generace, kde byl pozorovan mirny nartst kostfavového

genomu, byl u vSech rostlin zjistén posun v genomovém slozenim z generace na generaci ve

prospéch jilku.

Graf 2: Genomové slozeni rodi¢ovské generace (G1) a vybranych rostlin z generace nasledujici

(G2) u odridy FURs0142. Absolutni hodnoty (vzhledem k ¢astému vyskytu aneuploidie) byly

pro snadnéjsi vizualizaci nahrazeny relativnimi hodnotami (%).

mKompletni chromozomy jilku

13
30 71

92,9

Samec Samice 1

Rekombinované chromozomy jilku

0:6

12,7

86,7

@ 6 1ostlin G2

148

14

778

Samice 2

@ 6 rostlin G2

Rekombinované chromozomy kostiavy

3.7
37
3,1

Samice 3

0.5
48

3.2

913

@ 7 rostlin G2

Kompletni chromozomy kostiavy

Samice 4 @ 5 rostlin G2
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Odrudy Lofa a FLM

Nejvétsi rozdil v zastoupeni rodi¢ovskych genomi byl zjistén u odrid Lofa a FLM.
V genomech téchto dvou odrid pievazoval chromatin z jilku a u Zadné rostliny nebyl pfitomen
zadny kompletni kostfavovy chromozom, pouze jeden ¢i vice segmenti kostfavového
chromatinu.

V prvni generaci byl chromatin kostravy zjistén u 13 z 28 rostlin odridy Lofa.
Ve skupin¢ | byly spolu spraseny jen rostliny, u kterych se vzdy nachazel alespon jeden
chromozomovy segment ptivodem z kostfavy. Genomové slozeni se u odridy Lofa zménilo
22500L+272T (243 L"+0,29F") +0,00 Fna2536L+204T (1,72L"+0,32F") +
0,00 F. Prestoze byl u vSech mateiskych rostlin detekovan kostfavovy chromatin, v nasledujici
generaci se nachazel pouze u 21 rostlin z 25 rostlin. Oproti o¢ekavané (teoretické) hodnoté byl
zaznamenan mirny pokles kostfavového chromatinu, ktery se projevoval zvySenym vyskytem
chromozomt jilku bez introgrese a snizenym vyskytem jilkovych chromozomi s introgresi
z kostfavy. Ve druhé skupiné bylo volné spraseno vSech 21 rostlin: 6 rostlin s kostfavovym
chromatinem (skupina Ila) a 15 rostlin ¢isté jilkového typu bez viditelné introgrese (skupina
11b). U skupiny Ila se genomového slozeni zménilo z 26,86 L + 0,53 T (0,43 L™+ 0,10 FT") +
0,00Fna25,58L+1,54T (1,21LT+ 0,33 F") + 0,00 F a doslo tak k nartstu podilu kostfavového
chromatinu (oproti teoretické hodnoté). Ve skupiné Ilb byly vSechny mateiské rostliny bez
viditelné introgrese, ale 6 potencialnich sam¢ich rostlin (opylovacii) mélo chromatin ptivodem
z kosttavy. V nasledujici generaci byl kostfavovy chromatin pozorovan pouze u jediné rostliny
a genomové slozeni se zménilo z 26,86 L + 053 T (0,43 LT + 0,10 F") + 0,00 F
na 27,64 L + 0,04 T (0,04 L) + 0,00 F a doslo tak k velmi vyrazné eliminaci kostfavového

chromatinu (viz tab. 6).
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Tab. 6: Analyza genomového slozeni u dvou po sobé jdoucich generacich odrid Lofa

Primérny pocet

o Pramérny pocet
chromozomi yp

0 Priamérny pocet
Primérny pocet yp

. o o chromozomu kompletnich
o kompletnich puvodem z jilku o o
Odrida a generace o ; puvodem chromozomiu
chromozomii nesouci M , N
o . . z kostiavy nesouci pivodem
ptvodem z jilku translokaci s, .
9 translokaci z jilku z Kostiravy
z kostravy
Lofa G1 26,39+ 1,95 0,93+1,49 0,14+ 0,44 0,00+ 0,00
Lofa 1 G1 25,00 + 2,39 2434199 0,29+ 0,70 0,00 % 0,00
samdi rostliny
Lofal Gl 24,67+ 2,43 2,67+ 2,05 033+0,75 0,00 0,00
samici rostliny
Lofa | G2 24,84 + 2,41 2,55+ 2,02 031+0,73 0,00+ 0,00
teoreticka hodnota
Lofa I G2 25,36+ 1,44 1,72+ 1,11 0,32+ 0,61 0,00+ 0,00
redlna hodnota
Lofa Ila G1 26,86 + 1,52 0,43+ 0,79 0,10+ 0,29 0,00+ 0,00
samci rostliny
Lofa lla G1 25,60 + 1,74 1,60 + 0,80 0,40 + 0,49 0,00+ 0,00
samici rostliny
Lofa Ila G2 26,23 + 1,63 1,02+ 0,80 0,25+ 0,39 0,00 £ 0,00
teoretickd hodnota
Lofa lla G2 2558+ 2,18 121+1,12 0,33 + 0,47 0,00 + 0,00
redlna hodnota
Lofa l1b G1 26,86+ 1,52 0,43 +0.,79 0,10+ 0,29 0,00 £ 0,00
samci rostliny
Lofa 11b G1 28,40 + 1,36 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
samici rostliny
Lofa l1b G2 27,63 + 1,44 0,22 + 0,40 0,05 + 0,15 0,00 = 0,00
teoreticka hodnota
Lofa I1b G2 27,64+ 1,16 0,04 + 0,20 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00

redlnda hodnota
Legenda: G1 — prvni generace, G2 — druha generace.

V prvni generaci byl kostfavovy chromatin zjistén u 29 z 50 rostlin odridy FLM.
V ptipadé spraseni pouze rostlin (skupina I), u kterych se nachazel kostfavovy chromatin, se
sloZeni rodicovskych genomti zménilo ve prospéch jilkového genomu z 25,78 L + 1,22 T
(1,11 LT+ 0,11 F") + 0,00 F na 26,36 L + 0,64 T (0,44 L™ + 0,20 F") + 0,00 F a kostfavovy
chromatin byl v druhé generaci detekovan pouze u 12 rostlin. Zbyvajicich 13 rostlin bylo
jilkového typu bez viditelné introgrese. Ve druhé skupin€ bylo spraseno 20 rostlin s introgresi
a 21 bez introgrese. V ptipad¢ skupiny Ila se genomové slozeni zménilo z 26,46 L + 0,63 T
(0,61 L"+0,02F") +0,00 Fna2596 T +1,36 T (1,36 L") + 0,00 F. Stejné jako u odriidy Lofa
doslo k mirnému narustu podilu kostfavového chromatinu, ktery byl pfitomen u 19 z 25 rostlin.,
U skupiny Ilb byly vSechny matef'ské rostliny bez viditelné introgrese, ale 20 potencialnich
samcich rostlin (opylovacll) melo kostfavovy chromatin. V nésledujici generaci Se proporce

rodi¢ovskych genomt zménila z 26,46 L + 0,63 T (0,61 L™+ 0,02 F") + 0,00 Fna 26,72 T
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+ 0,08 T (0,08 L™ + 0,00 F. Kostfavovy chromatin se vyskytoval pouze u dvou rostlin

z celkového poctu 25 rostlin. Ostatni rostliny byly ¢isté jilkového typu a stejné jako u odridy

Lofa doslo k vyrazné eliminaci kostfavového chromatinu (viz tab. 7).

Tab. 7: Analyza genomového slozeni u dvou po sobé jdoucich generacich odrad FLM

Odruda a generace

FLM G1

FLM I G1
samci rostliny
FLM I G1
samici rostliny
FLM I G2
teoretickd hodnota
FLM I G2
redlnd hodnota
FLM lla Gl
samdi rostliny
FLM lla Gl
samici rostliny
FLM lla G2
teoretickd hodnota
FLM lla G2
redalna hodnota
FLM Ilb G1
samdi rostliny
FLM Ilb G1
samici rostliny
FLM Ilb G2
teoreticka hodnota
FLM Ilb G2
redalna hodnota

Priumérny pocet
kompletnich
chromozomu

puvodem z jilku

26,34+ 0,97
25,78 + 0,92
26,40 + 0,49
26,09 + 0,71
26,36 + 1,20
26,46 + 0,94
26,20 + 0,40
26,33 +0,67
25,96 + 1,04
26,46 + 0,94
27,00 + 0,63
26,73+ 0,79

26,72 + 104

Primérny pocet
chromozomii
pivodem z jilku

nesouci
translokaci
z Kostiravy

0,70 £ 0,70
1,11 +0,74
0,80 + 0,40
0,96 + 0,57
0,44 + 0,75
0,61+ 0,66
1,20 + 0,40
0,91 +0,53
1,36 0,97
0,61 £ 0,66
0,00 £ 0,00
0,31 +0,33

0,08 + 0,27

Priamérny pocet
chromozomu
plivodem
z kostiravy nesouci
translokaci z jilku

0,04 % 0,20
0,114 031
0,20 + 0,40
0,16 % 0,36
0,20 % 0,40
0,02+ 0,15
0,00 % 0,00
0,01 % 0,08
0,00 % 0,00
0,02+ 0,15
0,00 % 0,00
0,01 % 0,08

0,00 + 0,00

Legenda: Legenda: G1 — prvni generace, G2 — druha generace.

Priumérny pocet
kompletnich
chromozomi

ptivodem
z kostiravy

0,00 £ 0,00
0,00 £ 0,00
0,00 £ 0,00
0,00 £ 0,00
0,00 £ 0,00
0,00 + 0,00
0,00 £ 0,00
0,00 £ 0,00
0,00 £ 0,00
0,00 £ 0,00
0,00 £ 0,00
0,00 £ 0,00

0,00 % 0,00
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6 Diskuze

Zastupci rodu kostiava (Festuca L.) a jilek (Lolium L.) maji zna¢ny potencial
ve slechtitelstvi k vytvareni novych mezirodovych hybrida Festulolium, ktefi by mohli byt
schopni se adaptovat na ménici se klimatické podminky a rovnéz mit vysoky vynos nutri¢né
kvalitni pice. Pfes prvni komercni uspéchy registrovanych odriid se vSak Slechtitelé stale
potykaji s nerovhomérnym zastoupenim rodicovskych genomt v jednotlivych odridéach a také
s nestabilitou hybridniho genomu v nasledujicich generacich. Cilem této diplomové prace bylo
charakterizovat genomové slozeni vybranych odrad Festulolium (Spring Green, FuRs0142,
Lofa a FLM) a nasledn¢ studovat stabilitu genomového slozeni v dal$i generaci.

V ramci experimentu bylo celkem analyzovano genomové slozeni dvou generaci Ctyt
odrud Festulolium pomoci metody genomové in situ hybridizace. Analyza genomového sloZeni
odhalila variabilitu v po¢tu chromozomti u jednotlivych rostlin. Teoreticky pocet chromozomu
u odrid Spring Green a Lofa (60 % resp. 64,3 %), zatimco u odriidy FuRs0142 a FLM byla
vyssi (77,3 % resp. 70 %). V nasledujici generaci nebyla pozorovana zvySena frekvence
aneuploidie, naopak u odriild FuRs0142, Lofa a FLM aneuploidie klesala a u odridy Spring
Green byla frekvence aneuploidie v obou generacich stejna. Podobné vysokou frekvenci
aneuploidie u riznych odrud Festulolium zaznamenali i Kopecky et al. (2006).

U vsech analyzovanych rostlin byl pozorovan znaé¢ny rozdil v zastoupeni rodicovskych
genomu. Chromatin jilku naprosto dominoval, zatimco chromatin kostfavy se vyskytoval pouze
ve form¢ jednoho ¢i nékolika malo introgresovanych segmentti, velmi vzacné ve formé celych
chromozom ptivodem z kostfavy. U nékterych rostlin doslo k uplné eliminaci kostfavového
chromatinu. Takovéto genomové slozeni bylo ofekavané a je zptisobené zpétnym kiizenim do
jilku, které bylo v pribéhu odvozeni vSech ¢tyi odrud pouzito. Kopecky et al. (2005, 2006)
charakterizovali genomové slozeni u cca 26 komer¢nich odrad Festulolium pomoci genomové
in situ hybridizace. U odrad Spring Green, Lofa i FURs0142 (Kopecky et al., 2018) byla
pozorovana pievaha jilkového chromatinu nad kostfavovym ¢i uplna eliminace chromatinu
kostfavy, stejné tomu bylo i v experimentu této diplomové prace. Odrady Spring Green
a FURs0142 maji v genomech vice kostrfavého chromatinu nez rostliny odridy Lofa, u kterych
se vyskytoval pouze jeden ¢i né€kolik malo segmentt kostfavového chromatinu. U zadné
rostliny odridy Lofa vradmci experimentu této diplomové priace a analyzy provedené
Kopeckym et al. (2005) nebyl pfitomen kompletni kostfavovy chromozom. U rostlin této

odridy zjistili znaénou dominanci jilkového genomu a jeden ¢i vice segmentti chromatinu
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kostiavy byly pozorovany pouze u 6 z 29 rostlin. V ramci této diplomové prace byl kosttfavovy
chromatin zji$tén u 13 z 28 rostlin prvni generace, coz je témét dvojnasobny pocet rostlin, nez
zjistili Kopecky et al. (2005). U odridy Spring Green cytogenetickd analyza provedena
Kopeckym et al. (2006) odhalila nizsi pocet kompletnich chromozomu ptivodem z kostravy
(pouze 0,2), nez bylo zjisténo Vv ramci tohoto experimentu, kdy rostliny mély pramérné 0,5
kompletnich kostfavovych chromozomii. Pocet rekombinovanych chromozomu byl v obou
analyzach pfiblizn¢ stejny (4,6 resp. 4,4) a rostliny mély primérné cca 22 chromozomu
puvodem z jilku. Rozdily ve vysledcich analyz mohou byt zptisobené napt. rozdilnou generaci
(zde nemiizeme fici, které generace byly pouzity v rdmci jejich a této diplomové prace)
analyzovanych rostlin ¢i malym poc¢tem analyzovanych rostlin.

S nerovnomérnym zastoupenim rodi¢ovskych genomi souvisi problematika stability
hybridniho genomu a posunu v genomovém sloZeni v nésledujicich generacich. U vétSiny
analyzovanych rostlin byl pozorovan posun v genomovém slozeni ve prospéch jilkového
genomu. U odrud Spring Green a FuRs0142 doslo v pribéhu jedné generace k redukci 27 %
resp. 32 % kostfavového chromatinu. Pfi stejné urovni posunu v genomovém sloZeni tak Ize
oc¢ekavat plnou eliminaci kostfavového chromatinu uz po cca étyfech generacich. U odrid
Lofa i FLM Dbyl ve skupiné I, kdy spolu byly spraseny pouze rostliny s kostfavovym
chromatinem, pozorovan mirny pokles kostfavového chromatinu a posun v genomovém sloZeni
z generace na generaci ve prospéch jilku. Eliminace chromatinu kostfavy byla pozorovana
I v ptipadé skupin I1b obou odrid. Pokud spolu byly spraseny rostliny S i bez kostfavového
chromatinu a nasledné provedena selekce rostlin s kosttavovym chromatinem, byl u obou odrad
zjistén mirny narust kostravového chromatinu.

Introgresni typ odrid Festulolium se tak zda pro praktické §lechténi jako nevhodny.
Z experimentil této diplomové prace je zjevné, Ze bez selekce rostlin dojde diive ¢i pozdéji
K uplné eliminaci kostfavového chromatinu a navratu k Cisté¢ jilkové formé. Na rozdil
od introgresnich odrid se jevi pouziti amfiploidie jako vhodné&jsi. Stabilitou jejich genomi
se zabyvali Kopecky et al. (2017). Prestoze v genomech tii generaci amfiploidnich odrad
(Perun, Perseus a Hostyn) vzniklych hybridizaci Lolium multiflorum x Festuca pratensis
dominoval jilkovy genom, v dalSich generacich nedochézelo k jeho vyraznému zvyseni a podil
rodiCovskych genomi byl relativné stabilizovan. Stabilitu genomového sloZeni u generaci
Fo—Fg hybrida Festuca pratensis Huds. (2n = 4x = 28) x Lolium perenne (2n = 4x = 28) studovali
Zwierzykowski et al. (2006, 2011). Pomoci genomové in situ hybridizace zjistili,
ze V nasledujicich generacich dochazelo ke zvysovani podilu jilkového chromatinu v hybridnim

genomu. Z vysledkt analyzy vSak bylo zjisténo, ze podil rodiCovskych genomili se mezi
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generacemi Fr—Fg ziejmé stabilizuje. Nicméné ke kiizeni byly pfednostné vybirany rostliny
nesouci vyhodné agronomické vlastnosti jilku, coz mohlo ovlivnit vysledky této studie. Proto
Zwierzykowski et al. (2012) provedli analyzu znovu u generaci F>—F4 S ndhodnym vybérem
rostlin. Vysledky analyzy se shodovaly s vysledky prvni studie, pouze posun ve prospéch
jilkového genomu probihal pomaleji.

Mechanismus, ktery je pfi¢inou dominance genomu jednoho z rodi¢ovskych druhd nad
druhym, neni dosud znam, avSak byly navrzeny riizné teorie, napi. konkurence gamet, aéinek
opyleni, ¢i centromericky posun (centromeric drive) v samici meioze (Jones et Pasakinskiene,
2005). Pro Slechtitele ptedstavuje tento jev zavazny problém. Jak stabilni jsou registrované
odridy, které se komeréné vyuzivaji na trhu s 0sivy? Je nezadouci, aby v dalSich generacich
kiizeni doslo k tplné eliminaci jednoho zrodiCovskych genomu. Jelikoz je stabilita
genomového slozeni znacn€ ovlivnéna pdrovanim a rekombinovanim homeolognich
chromozomu v prubéhu meidzy, moznym fesenim, jak udrzet hybridni genom stabilni, by bylo
nalezeni ¢i vneseni regulacniho mechanismu zabranujicimu parovani homeolognich
chromozomui. Takovéto genetické systémy se piirozené vyskytuji u pSenice seté (Riley
et Chapman, 1958; Sears et Okamoto, 1958), brukve fepky (Jenczewski et al., 2003), ale také
u nékterych zastupcti rodu kostfav (Festuca arundinacea, Festuca arundinacea subsp.
glaucescens, Festuca pratensis subsp. apennina a Festuca mairei; Clarke et al., 1976; Jauhar,
1975; Kopecky et al., 2009b). U druht, které se k mezirodové hybridizaci nejcastéji pouzivaji,
tedy u diploidni kostfavy luéni a obou jilkl, se vSak regula¢ni systém nevyskytuje (Kopecky
et al., 2009b). Pro dalsi Slechténi tak plané piibuzné druhy, predev§im Festuca arundinacea
subsp. glaucescens a Festuca mairei, piedstavuji cenny zdroj nejen odolnosti k abiotickym
stresim, kterd byla u obou druhd pozorovana, ale i systému zabrafiujicimu parovani
homeolognich chromozomu. Tim by mohlo dojit k vytvofeni novych mezirodovych kiizenct,

které by mohly mit stabilni genom bez posunu v dal$ich generacich.
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7 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo provést cytogenetickou analyzu genomového slozeni
a studovat jeho stabilitu v nasledujici generaci u ¢ty introgresnich odrid Festulolium (Festuca
X Lolium): Spring Green, FuRs0142, Lofa a FLM, které byly ziskany kiizenim jilku
mnohokvétého (Lolium multiflorum) nebo jilku vytrvalého (Lolium perenne) s kostiavou lu¢ni
(Festuca pratensis) ¢i kostfavou rakosovitou (Festuca arundinacea).

Pomoci genomové in situ hybridizace byla u vsech studovanych rostlin zjisténa vysoka
frekvence aneuploidie a nevyvazené zastoupeni rodicovskych genomu. V nasledujici generaci
byl u vétsiny analyzovanych rostlin zaznamenan posun v genomovém slozeni ve prospéch
jilkového genomu, ktery znacné ptfevazoval nad genomem kostfavovym. Nicméné v ptipade
spraseni rostlin s introgresi i bez introgrese a nasledné selekce rostlin s kostfavovym
chromatinem byl u odrid Lofa i FLM pozorovan z generace na generaci mirny narust
kostfavového chromatinu.

Z vysledku cytogenetické analyzy vyplyva, ze introgresni odrudy Festulolium nejsou
ptili§ vhodné pro praktické Slechténi z divodu nestability hybridniho genomu, ktery ma
za nasledek zvySovani podilu jilkového genomu V nasledujicich generacich. Pokud nebudou

rostliny pfedem selektovany, muze ¢asem dojit az k tiplné eliminaci kostfavového chromatinu.
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9 Prilohy

Ptiloha ¢.1: Schématicka znazornéni pribéhu experimentu pro jednotlivé odrudy Festulolium
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Obr. 4: Schématické znazornéni prib&éhu experimentu u odruhy Spring Green
Legenda: L — primérny poc¢et chromozomi pivodem z jilku, T — primérny pocet chromozomu
s translokaci, F — pramérny pocet chromozomi piivodem z kostfavy.
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Obr. 5: Schématické znazornéni prubéhu experimentu u odruhy FURs0142
Legenda: L — primérny poc¢et chromozomi pivodem z jilku, T — primérny pocet chromozomu
s translokaci, F — primérny pocet chromozomi ptivodem z kostiavy.



Skupina 28 rostlin

13 s introgresi a 15 bez infrogrese

(26.4L + 1.1T + 0.0F)
/ GISH \

7 rostlin 21 rostlin:
1 : 6 s introgresi a 15 bez
s introgresi KFiseni G oarie cEisen

(25.0L + 2.7T + 0.0F) (26.9L + 0.5T + 0.0F)

/
TIRE

i i ! 4 i
6 rostlin s introgresi 5 rostlin s introgresi 5 rostlin bez introgrese
(24.7L +3.0T + 0.0F) (25.6L +2.0T + 0.0F) (28.4L)

/ , -

GISH GISH

4 N 7 N )

g

PRREE bRy IR ITLY IIIIRITLY
PERRE BREe PR e PEEEE
tee i feid 53 E!

21 rostlin s introgresi a 4 bez 15 rostlin s introgresi a 9 bez 1 rostlina s introgresi a 24 bez

\ introgrese (25 6L + 15T + o.oy @ogese (27.6L+0.04T + 0.0F) /

Kinlrogrese (254L+2.0T + 0.0Iy

Obr. 6: Schématické znazornéni prubéhu experimentu u odruhy Lofa
Legenda: L — primérny poc¢et chromozomi pivodem z jilku, T — primérny pocet chromozomu
s translokaci, F — primérny pocet chromozomi ptivodem z kostiavy.
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Obr. 7: Schématické znazornéni pribéhu experimentu u odruhy FLM
Legenda: L — primérny poc¢et chromozomii pivodem z jilku, T — primérny pocet chromozomu
s translokaci, F — primérny pocet chromozomi ptivodem z kostiavy.



