Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédna fakulta

Katedra botaniky

Stanoveni velikosti genomu u vybranych drufi rodu Rubus
metodou pratokové cytometrie

Bakalaiska prace

Marcela Tesaova
Studijni program: Chemie
Studijni obor: Chemie pro viceoborové studium —&ie

Forma studia: Prezeéni

Vedouci prace: RNDr. Radim J. Vasut, Ph.D.
Konzultantka: Mgr. Petra Sarhanovéa

Olomouc 2012



ProhlaSuji, Ze jsem tuto bak&&ou praci vypracovala samostatrv pribéhu
bakal&ského studia podle metodickych pokymedouciho prace RNDr. Radima J. VaSuta,
Ph.D. s pouzitim uvedenych literarnich zdroj

V Olomouci, 19. dubna 2012



Podékovani

Timto bych chila podtkovat vedoucimu prace RNDr. Radimu J. VaSutoviDPla
konzultantce Mgr. P& Sarhanové z Katedry botanikyif PUP za odborné vedeni a
vSestrannou pomoc, kterou menovali @i vypracovani této prace. Déale bych d@hat

podtkovat Mgr. Michaele Jandové za pomdcméieni na piitokovém cytometru.



Bibliograficka identifikace

Jmeéno a fijmeni autora: Marcela Telswa

Nazev prace: Stanoveni velikosti genomu u vybrarmyaii roduRubus metodou piitokoveé
cytometrie

Typ prace: Bakakska prace

Pracovist: Katedra botaniky

Vedouci prace: RNDr. Radim J. VaSut, Ph.D.

Rok obhajoby prace: 2012

Abstrakt:

Tato prace objamije variabilitu ve velikosti genomu u vybranych ptacich roduRubus. Na
zakladt dosazenych vysledWzeftict, Ze variabilita mezi jednotlivymi populacemigenmgrné
mala. Velikost 1Cx u populace B1l, B4, DusSna 2 aaRa2 se pohybuje v rozmezi 0,390 pg
az 0,395 pg. Oproti tomu velikost 1Cx u populace B@Sna 1, Ratiboa Rusava 1 je&sSi, a
pohybuje se v rozmezi od 0,405 pg do 0,413 pg.iDaiBlcim tématem je potvrzeni P
chromozond tetraploidnich jedint Rubus bifrons, pomoci roztlakovych prepatéat
korenovych Spiek, jejichz pdet je 28. Absolutni velikost genomgchto tetraploidnich
zastupdé byla stanovena metodoutpokové cytometrie (barveni PIl) na 1,62 pg. Hladdmst
prace je pak za#hena na nalezeni vhodného chemického sloZeniiguio piitokovou

cytometrii u roduRubus, kdy se jako nejvhodisi ukazal pufr LBO1 s merkaptoethanolem.

Kli¢ova slova: chemické pufry,jmiokova cytometrieRubus bifrons, Rubus ser.Glandul osi,
velikost genomu

Patet stran: 58

Patet priloh: O

Jazyk:Cestina



Bibliographical identification

Autor’s first name and surname: Marcela Tega

Title: Analysis of the genome size in selected Rugpecies using flow-cytometry
Type of thesis: Bachelor

Department: Department of Botany

Supervisor: RNDr. Radim J. Vasut, Ph.D.

The year of presentation: 2012

Abstract:

This thesis clarifies the genome size variabilityree chosen populations of the gefubus.
Based on the obtained results, we can state tleavahability of genome size among the
individual populations is relatively small. The sizCx of the B1, B4, DuSna 2 a Rusava 2 is
in range from 0,390 pg to 0,395 pg. When companetidx of the B3, Dusna 1, Ratiband
Rusava 1 the range is larger and it varies frord®dg to 0,413 pg. Next sub-theme deals
with confirming the amount of the chromosomes @& tetraploid specimeRubus bifrons,
using the method for making squash preparatioqdantt root tips, which is 28. The absolute
genome size of these tetraploid representatives dedsrmined by the flow cytometry
(stainning PI) and set to 1,62 pg. The major pathis thesis focuses on finding a suitable
chemical composition of buffers for the flow cytamyein the genugubus, when as the most
suitable one was considered buffer LBO1 with mei@aghanol.

Keywords: chemical buffers, flow cytometifgubus bifrons, Rubus ser.Glandulosi, genome
size

Number of pages: 58

Number of appendices: 0

Language: Czech



o U 1V o F OO OO OSSOSO TRRORPOO 8
N O 1 I o] - Lo = 10
3. LIterarni BENIEd.......coovviiiieeieeee e e e e e e e 11
3.1. Charakteristikdeledi HZOVItE (ROSACEAE) .........uvrrrrerririiiiieeeeeeeeeeeeeaseserereeeeeees 11
3.2.  Charakteristika rodBUDUS L. ..........cooiiiiiiiiiiiiii e e 12
3.2.1. Morfologicky popis rodBRUDUS L. .........ceevuviiiiiiiiiiiie e 13
3.2.2.  VYZNam rOQRUDUS L. ......uuiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e eeeeenaennnnns 14
3.3. RozmnoZovani cévnatyCh roStlin........cccccccuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiceeee e 14
T Tt S Y o To ] 01 0= 17
3.4. Taxonomické Zazeni rodiRUbUS SEr.DiSCOIOrES..........ccvvvvvieeiiiiiiiiieee e 19
3.4.1. Charakteristika drutRUDUS DIfFONS...........coviiiiiiiiiec e 19
3.5. Charakteristika rodBubus ser.Glandulosi .............ccceeveeeiiiiiiiii e 20
3.6.  PHtOKOVA CYLOMELIIE ..o i ittt bttt e e e e e e e e e e e e e e e e s e e snneeeeeees 21
3.6.1.  HiStOri@ CYLOMELIIE ......ceiiiieieeee sttt e e e s e e e e e e e e e e e e eeeeeee s bennnneesensennnnns 21
3.6.2. Charakteristika MetOdY ..........ccoiicccecreeeiieeeeeeeeeirrr e e e e e e e e eeeeeeeaees 22
3.6.3. Instrumentace {oKOVENO CYtOMELIU ........vvvveeiiiee e, 25
3.7. Obsah jaderné DNA @ jeji FOZIOZENI ... ceemeeeveieieeeeeei e ee e e e 27
4. Materill @ METOAY .....ceeiiiiiiiiei e ceeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e 28
4.1.  ROSHINNY MALEIAL.......cciii ittt e e e e e e e e e e e e e ennes 28
N Y/ (o] 411 4 = PP PRRRT 30
O N = 41 o] = A7 Y 7o ] £ U 30
4.2.2.  Stanoveni VElIKOSt GENOMIU ..........ceemmmmeeererieiieieeeeeeeeeeeeessssiieieieeeeeeeeens 30
4.3. Roztlakové preparaty #novych SEIeK..........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiieece e 30
4.4. Testovaniuznych chemickyCh PUit...........cccooviiiiiiiiiiiiiiiie e 32
B VYSIEAKY ..o ——————————— e aaaaaaaaan 36



5.1. Roztlakové preparaty fenovych Sgiek u roduRUDUS .............cceiiieiieeeeeeeiieeieeieinns
5.2. Variabilita ve velikosti genomu u vybranychpptaci roduRubus.......................... 37
5.3. Analyza pufi vybranych zastugicroduRUbUS..............ccooviiiiiiicic e, 43
6. DISKUSE ... e e e 48
6.1. Analyza variability velikosti genomu u vybraypopulaci rodirubus................. 48
6.2. Analyza chemickych pufma vybranych zastupcich roBubus.................ccccce..... 50
4 -\ | PP PPPUPPPUPPPR 53
S T 1 =T - 1 (0 = TP PPPPPPPPPPPPPR 54



1. Uvod

Celed’ razovité (Rosaceae; fad Rosales) predstavuje kosmopolitni evaloi skupinu
s centry druhové diverzity v subtropickém a mirnpasu severni polokoule. Tateled
zahrnuje tér¥ vSechny wistové formy rostlin, které jsou charakteristickdéevyazre
oboupohlavnymi ksty, jeZz jsou vzdy gticetné a s #Sim pd@tem tywinek. Gyneceum je
apokarpni az subsynkarpni, semenik svrchni az §pptbdem je mchykek, peckovice,
malvice¢i nazka (Hendrych 1977). Zvlastnosti téaedi je relativi casty vyskyt apomixie,
coz je klonalni rozmnozovani pomoci semen (bez zgpl) (Rosypal 2003). V sdasné
taxonomii ¢eled’ raizovité zahrnuje 3 paeledi, @iblizne¢ 115 rodi a 3500 drufh (Hrouda
2007).

Jednim z apomiktickych zastuptétoceledi je rodRubus (ostruzinik, malinik). Tento rod
piedstavuje jeden z druhéwejbohatsich radkvétenyCR (Holub 1995). Obechje tento rod
povazovan za jednu z taxonomicky nejkomplikayjgith skupin v rdmci evropské flory.
Taxonomicky vyzkum v ramci tohoto rodu je zatiZeatodologickymi chybami z minulosti,
které vyplyvaji z absence znalosti (nebo jejictorgwanim) o biologii a biosystematice rodu.
Diky tomu bylo popsano ztiaé mnozstvi lokalnich populaci na Grovni samostatrgruhi.
Generovani velkého mnozstvi rigpopsanych taxanma minimalni ¥deckou hodnotu nelso
neni znamo jejich mikroevatni pozadi (nap se niize jednat o Fhybridy). Prvni zrmanu
piines| racionalni koncept navrzeny Prof. HeinrichEmWeberem, ktery definoval kritéria
konceptu druhu v rodRubus (Weber 1996), a ktery je uptatvan i vCR (Holub 1995;
Travnicek et al. 2005).

Zastupci roduRubus pati mezi ekonomicky vyznamné rostliny, podébjako mnoho
dalSich drubi v ¢celediRosaceae. Rekre&né jsou sbirany plodfr. idaeus (ostruzinik malinik),
R. armeniacus (ostruzinik sladkoplody) &. allegheniensis (ostruzinik alleghensky), mnohé
druhy se pstuji pro okrasu ndpR. parviflorus, R. illecebrosus, R. laciniatus a mnoho dalSich
(Travnicek et al. 2000a).

U ostruziniki se vyskytuje fakultativni aposporicka pseudogarkiera vede ke vzniku
klonalniho potomstva pomoci semen. Diky zbytkovéiabt¢ mize dochazet ke vzajemnému
kiiZeni drulii a vzniku novych linii, které jsou nasledapomixii stabilizovany. V ijpack, Ze
se za vhodnych podminek tyto stabilizované typysitgzjsou povazovany za samostatné
druhy (Weber 1996).



Tato prace se zaffuje predevsSim na vybrané apomiktické taxony réulibus (jmenovig
apomikticky druhR. bifrons a taxonomickou skupinu apomiktickych a sexualnigstlin
ozna&ovanou jakoR. ser.Glandulosi). Tyto dw morfologicky napadné skupiny jsou od sebe
ponerné dole rozpoznatelné. Druhigubus ser.Discolores Ize rozpoznat na zakladiidowe
zbarvené plsti na spodni stéalistu; pati zde studovany druR. bifrons. Naopak pro druhy
Rubus ser. Glandulos jsou typické plazivé porosty, Zlaznaté pryty angstjednotlivé
populace se jako druhy nerozliSuiji.

Cilem préce je nalézt nejvha#jsi chemické sloZeni pufru protpokovou cytometrii

ostruziniki a zhodnotit variabilitu ve velikosti genomu studaych jedind.



2. Cil prace

Cilem pedloZzené prace bylo zhodnotit variabilitu ve vedit@genomu vybranych drih
rodu Rubus a otestovat vhodné chemické sloZeni puia vybranych zastupcich pomoci

pratokové cytometrie. Hlavni cile vyzkumu:

vypracovat literarni reSersi k dané problematice;
nalézt vhodné chemické slozeni piufiro piitokovou cytometrii v rod Rubus;

stanovit velikost genomu vybranych tetraploidnichhd roduRubus;

P w0 nh PR

porovnat variabilitu ve velikosti genomu na vybranyopulacich rod&ubus.
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3. Literarni p ehled

3.1. Charakteristika ¢eledi rizovité (Rosaceae)

Zarazeni do systému

RiSe:Plantae
PodiSe:Embriobionta
Oddleni: Magnoliophyta
Trida: Rosopsida
Podida: Rosidae
Rad: Rosales
Celed’: Rosaceae (Hrouda 2007)

Do celedi iZovité (Rosaceae) paki vytrvalé rostliny az kiee, Zidka letnéky. Listy jsou
stiidavé, vyjimeéne vstiicne, ¥tSinou palistnaté a sloZzené, vzachmednoduché. Kitenstvi je
hroznovité, vrchotinaté nebo se vyskytuji kty jednotlivé. Kwty jsou cyklické nebo
spirocyklické, pevazre aktinomorfni, oboupohlavné, vzacpednopohlavné. Katni obaly
jsou 4-6(-8). P&et kaliSnich i korunnich listkje shodny. T¥inek 1-30(-50). Gyneceum
apokarpni, vyjimené pseudokarpni; svrchni semenik. Plodem jsou nadkigkf), rekdy
uzawené wvcesuli, pop. souplodi nazek nebo peck&ek. Semena srovnym embryem a

s endospermem (Slavik 1995).

Celed Rosaceae zahrnuje v sotasné dobd 3 podieledi: Dryadoideae, Rosoideae a
Spiraeoideae. Pivodni taxonomie zahrnovala 4 pededi, avSak tento systém byl do jisté
miry unmely (Potteret al. 2007).

Podieled” Dryadoideae je charakteristicka fixaci dusiku pomoci bakteoiw Frankia,
aktinomycety, které tud specificky symbioticky vztah stkterymi cévnatymi rostlinami
nag. Dryas. Jsou to byliny, kie nebo malé stromky. Plodem jsou naZzky, obsahdjited a
kyanogenni glykosidy. P@dled” zahrnuje pouze 4 rody. Piatzde nap rody Dryas,
Cercocarpus, Purshia a dalSi(Potteret al. 2007).

Podteled’ Rosoideae zatim nemd iesré definované taxonomické vymezeni; diky
molekularnim analyzam byly z této pmdedi vy¥azeny rodyDryas, Purshia a jiné. Jsou to
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predevsim vytrvalé byliny a ke, Wetné ovocnych rostlin. Gyneceum je #emo mnoha
plodolisty, obsahuiji kyselinu ellagovou. Rozmnozdvdomoci apomixie je u této peledi
relativné vzacné, vyskytuje se napu roduRubus a v omezené rig v rodechPotentilla a
Rosa. Radime zde nap znamé rodyFilipendula, Potentilla, Rosa, Rubus a mnoho dalSich
(Erikssonet al. 2003).

Podteled’ Spiraeoideae jsou deviny, pevazri s jednoduchymi listy, méniasto s listy
slozenymi. Gyneceum je slozeno z5 a #ngodolisti. Tyto rostliny obsahuji sorbitol,
kyanogenni glykosidy a flavony. Apomixie je zde gon¢ casta (zvlast v tribu Pyrineae),
pievazre se jedna o aposporickou apomixsofbus, Crataegus, Amelanchier aj.). Plodem
jsou peckovice a malvice. Patde nap rodyExochorda, Sorbaria, Spirea, Holodiscus a jiné
(Potteret al. 2007).

Celed razovité (Rosaceae) je rozsfena na obou polokoulich, v tropickych pasech jen
v horach. Tatd@eled’ zahrnuje celodadu I€ivych a hospod&ky vyznamnych druh(Slavik
1995).

3.2. Charakteristika rodu RubusL.

Rod Rubus pati mezi druho¥ nejbohatsi rody ¢R. Z&astupci tohoto rodu vykazuiji
variabilni ekologické néroky, maji uzsi ekologicképlitudy, také se zde ukazuje jisty
synantropni charakter jejich vyskytug&tginu druti nachazime v prostienych lesich, na
okrajich les, pasekach, kolem lesnich cestravin. Mnoho druld ostruziniki je kalcifobnich

a vyskytuji se na silikatovych podkladeckkieré vSak vapnik vige snaseji (Holub 1995).

Rod Rubus se fadi k taxonomicky nejproblematéjSim skupinam v Evrap Mezi
nejkritictejSi skupiny pafi diky fakultativni aposporické pseudogamii, vysokeé stupni
hybridizace a rozpadu hybridniho potomstvaadu apomiktickych mikrospecii, které mohou
v dalSim vyvoji obnovit Zasti svoji sexualitu. Hybridizace neprobiha jen itivdruhi, ale
rovréz mezi druhy, zpravidla formou;Ftizend. Evropské druhy podrod&®ubus jsou
pievazré pseudogamicky apomiktické a tedy vyZaduji ke wvanflunkiniho endospermu

oplozeni centralniho jadra sanspermatickou hitkou (Holub 1995).
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Rozmanitost v chromozomovych §tech u naSich ostruzinik je zn&na; je
zastoupena celou polyploidniadou od diploidnich (2x) po oktaploidni rostliny x}8
s vyjimkou absence heptapldid7x). V prirod pievazuji tetraploidni druhy, coZqustavuje
jakysi optimalni stav pro tuto taxonomickou skupimlavre pro apomiktické druhy sekce
Rubus. Oproti tomu diploidni sexualni typytevazuji u naSich zdomadgch druhi,
z pavodnich zastupcje zndmé u maliniku obecnéhR. (daeus) a ostruzZiniku Sedaveh®.(
canescens). Centrum roz$eni diploidnich zastugicje v Evrog v Mediteranu. NejvysSi
stupa ploidie je 8x (2n=56) u ostruziniku moruskiR. (chamaemorus) (Travniek et al.
2000b).

| kdyZz se WCR vyskytuji druhy diploidni (rozmnoZzujici se sexug) pro wtSinu
nasich ostruzinik je typicka polyploidie (s ni so&bn¢ pritomna apomixie). Polyploidie
predstavuje fitomnost vice nez 2 zakladnich chromozomovych ssainvatickych biikkach.
Zakladni chromosomovéislo u zastupt rodu Rubus ¢ita 7 chromosofin (Travnicek et al.
2000b).

3.2.1. Morfologicky popis rodu RubusL.

Rod Rubus je fazen mezi vytrvalé byliny nebo iee zpravidla s dvouletymi pryty.
Koteny jsou plazivé. Bylinyc¢asto s dlouhymi podzemnimi pryty a bedhatjicimi
lodyhami. V prvnim roce zpravidla nekvetou gtenstvi se tvid az v roce druhém a na konci
tohoto roku pryty také odumiraji. Stonkyikejsou vzgimené, vysokoobloukovité nebo
nizkoobloukovité, poléhaveé az plazivé. V prvnimegednoduché nebo ravené, obvykle
ostnité, hranaté nebo oblé, lysé nebdané mie chlupaté. Ostny jsou trichomovéhivpdu.
Listy stfidavé, jednoduché nebo slozené - lichdepé, 3etné nebo &tné rapikaté, opadavé
nebo gezimujici. Kwtenstvi koncove, hroznovité, latnaté netidce chocholikaté, vzaén
kvéty jednotlivé. Kwty oboupohlavné, itdka dvoudomeé, zpravidlacétné. Kalisni listky
prirostlé kcesuli, vytrvalé, trojuhelnikovité az za&akle vegité. Korunni listky nasedaji na
okraj ¢eSule, zpravidla opadavé, Uzce kdpisté az okrouhlé; néastji bilé, rizové nebo
cervené. Tyinky na okraji ¢eSule, zpravidla vice nez 20, ve vice kruzich; ggoen
pievysujici nebo kratSi. Plodem jsou peckiyj jednosemenné, obvykléa/naté (ostruziny,
maliny) (Holub 1995).

RodRubus je paetrg velmi rozsahly — pravgbodobr ¢itd 1000 az 1200 drihkteré
jsou roz&ieny po celém si¢, krome Antarktidy; v tropickych oblastech se vyskytuje je
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v horach (Holub 1995). Retré v rodu gevazuji apomiktické mikrospecie podro&ubus,
které jsou ale omezeny jen na vybrané edmluskupiny, proto v ramci fylogeneze rodu
piedstavuji tyto evokni linie vedouci k apomiktickym drdm relativni menSinu (tj. i
piestoZe jsou p@tre nejwtsSi skupinou v rodu, fpdstavuji pouze jen omezenouter
celkové evoluce rodu). Centrum diverzity podrdrilbus, ve kterém je itomna apomixie se

nachazi v severozapadni Evédpravnicek, osobni stleni).

3.2.2. Vyznam rodu RubusL.

Ostruziniky pati k ovocnym rostlinam, plody se konzumujérstvé nebo se daji
riznymi zpisoby zpracovat ndpjako $avy, sirupy, marmelady, kompoty, likéry, vina aj.
Plody ostruzin jsou zdrojem vitantirjako je vitamin C (posiluje imunitu), karoteny (jina
silné antioxidani (Cinky a regeneruji sliznicigi vitamin B, afrady mineral — fosfor, draslik,
Zelezo, he&sik a vapnik. Léivé &inky jsou posileny fitomnosti bioflavonoitl, coz jsou
latky, které chraniied oxidaci (Oberbeil & Lentzova 2003).

Bioflavonoidy posiluji a regeneruji cévy, zlepSpijaitok krve, posiluji vazivo, mohou
piredchazet nadorovym oneme@aim a poskozeni bwk volnymi radikaly. Také gsobi
detoxik&n¢ a chrani organismusigd infelénimi onemoctnimi (Kresanek & Kresanek
2008).

Lécivé &inky maji i listy ostruzinik, obsahuji hlavé téisloviny, flavonoidy, mensi
mnoZstvi vitaminu C, barviva, pektiny, cukry, kysaljantarovou, jabknou a jiné latkyCaj
z listd pasobi protizastlivé, pomaha i nachlazeni, kasli a jako préstiek proti zazivacim
potizim. PouZiva se také jako pddpé I&ba @i onemocigni maiovych a Zlgovych cest a
pii cukrovce (Oberbeil & Lentzovéa 2003).

3.3. RozmnoZovani cévnatych rostlin

St s

urcitého druhu. RozliSujeme dva zakladni typy rozmmna@id: pohlavni a nepohlavni.
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V zivotnich cyklech cévnatych rostlin dochazi k.tevetagenezi, §dani gametofytu
(pohlavni generace) a sporofytu (nepohlavni gemgrac zivotnim cyklu semennych rostlin
pievaZzuje sporofyt, gametofyt je nanm zcela zavisly. Semenné rostliny jsou heterosgeéric
Na megasporofylech vznikaji v megasporangiich hdplanegaspory. Z megaspory se vyviji
samti gametofyt (zarodmy vak), ve kterém se nachazi jedna nebo vice posfa
mikrosporofylech vznikaji mikrosporangia (praSnépara) s mikrosporami. Z mikrospory se
vyviji samti gametofyt (vicebustné pylové zrno), obsahujici séihngamety (spermatické
bunky) (Rosypal 2003).

U krytosemennych rostlin je rozmnozovacim organenit.kNa mikrosporofylech
(tycinkach) vznikaji mikrosporangia (prasna pouzdrajileosporocyty (mateske buiky
mikrospor). Mikrosporocyty seétl meidézou za vzniku mikrospor. Zralé mikrosporpys
pokryty dvouvrstevnou blanou — &8i exina (tvéena sporopoleniny a proteiny) a wnit
intina (obsahujici celul6zu a pektiny). Mikrospeeadli na WtSi buiku vegetativni (l&kova)

a mensi bikky generativni, ktera se dalélidna dw buiky spermatické (Rosypal 2003).

Megasporofyly distaji a tvéi pestik. Ve spodndasti pestiku — semeniku — seifivo
megasporangia (véKa) s integumenty. Megasporocyt (jedna zdbunucellu) se z&tSsi,
prokld meidézu a da vzniktyiem haploidnim megasporam, z niclg zaniknou. Zbyla
megaspora da vznik saffmu gametofytu (zaroday vak), coz je sedmibgtnd struktura
s osmi jadry — tviena oosférou, dvna synergidami (pomocné itky), tremi antipodami

(protistojné biiky) a buikou centralni s dsma jadry (Rosypal 2003).

Pfi sexualnim rozmnoZzovani dochazi nejprve k opyl&ylové zrno se zachyti na
blizné. U mikrospory praskne exina a z vegetativniikpuse vytvdi pylova I1&ka, ktera
pronikd do zarodmého vaku spolu se spermatickyminkami. Jedna spermaticka itka
oplodni oosféru a vznikne zygota (2n). Druha spéoka buika splyne s centralni bBlkou
zarodéného vaku a vznikne endosperm (3n). Z integuinezhikne osemeni a z nucellu
perisperm. Toto dvoji oplozeni je charakteristipké krytosemenné rostliny. Mezi opylenim
a oplozenim rze uplynout skolik hodin, ale i #kolik mésiai (Rosypal 2003).

Podle typu opyleni @dime rostliny na cizosprasné (allogamické) a samasp
(autogamické) (Rosypal 2003).

Allogamie (cizosprasnost) je opyleni blizny rosglipylem jiné rostliny. Jetasta

v ZivocisSneé 1iSi (odctlené pohlavi), nikoli vSak v rostlinné, kde se ddomost vyskytuje

15



priblizné u 4 % krytosemennych drih VySSi rostliny jsou &Sinou hermafroditni
(oboupohlavné). Allogamie je ovli¢na bul’ stavbou k¥tu, dozravanim prasnika blizen v
raiznou dobu, anebo nestejnou velikosti bliznovychilpaglovych zrnek a mnoho dalSich.
Rostliny ugrednosiiujici cizosprasnost maji mechanismy zahjeci samoopyleni (Briggs &
Walters 2001).

Mezi vyhody allogamie pé#t zvySovani genetické variability a uma@hn adaptace
rostlin k ménicimu se prosedi. Naopak nevyhodou je vysoka energetickd insesyfi
rozmnozovani (§Si mnozstvi biomasy) naslozZité kety, nektaria. A také ztrata vyhodnych
genotym ziskanych fi adaptaci na wité prostedi (Briggs & Walters 2001).

Autogamie (samospraSnost) je opylovani rostliin,ndmz je pestik opylovan pylem,
ktery pochéazi z téhoz ktu. U specializovanych K, které se nikdy neotviraji, se vyvinula
Uplna forma autogamie tzv. kleistogamie. Obligdtleistogamické jsoudkteré travy, avsSak

fada druld je pouze sezdrrkleistogamicka napviolka (Briggs & Walters 2001).

Vyhodou autogamie je moznost rozmnoZovani v exttémrpodminkéach, nizka
energeticka investice fip rozmnozovani a uchovani d@&b adaptovanych genotyp
Nevyhodou je KZeni gibuzenskych linii, akumulace nevyhodnych mutaahiacvani pétu
heterozygotnich jediricv dalSich generacich, coz vededstym*® liniim (Briggs & Walters
2001).

Nepohlavni rozmnozovani vede ke vzniku novych pdiom klona, ktei maji
identickou genetickou vybavu jako misked rostlina. Zakladnim typem je rozmnoZovani
pomoci vytruf (spor), coz jsou haploiddastice vznikajici meiotickymeéteni ve sporangiich
(vytrusnicich) (Rosypal 2003).

Zvlastnim typem nepohlavniho rozmnoZzovani je veagetarozmnozZovani - vznika
pii ném novy jedinec ze somatickych kiknmatéského jedince, dik¢gemuz maji shodny
genotyp. Také zde nedoch&zi ke kombinovanicowdkych genorin ani k redukci p&tu
chromozond. Rostliny se vegetatiwrozsiuji i cilens, pomoci specifickych rozmnoZovacich
¢astic jako jsou Slahouny (jahodnik), hlizyia), oddenky (konvalinka), cibule @tenka)
nebo pomoci regenerace. Regetiraschopnost se prakticky vyuziv& pozmnoZovani
rostlin metodoun vitro. Vegetativni rozmnozovani mé velky vyznam takéemsélstvi a
zahradnictvi, kdy jsou cilérmrozmnozZovany wité druhy rostlin pomodiizkovani, roubovani

¢i ockovani (Rosypal 2003).
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3.3.1. Apomixie

Apomixie neboli agamospermie je oZo&ana jako nepohlavni rozmnozovani pomoci
semen (Asker & Jerling 1992). Nedocha#iirp k oplozeni (splynuti gamet), pohlavni proces
zcela neb@asté&né vymizel, gesto apomiktické rostliny vyt¥azrald semena. Potomstvo ma
stejny genotyp jako matgka rostlina. Apomikticky se rozmnoZzujici rostlimaji vSechny
vyhody tykajici se tvorby semen bez rizik spjatyglopylenim. Apomixie je po#énné
rozSiend u vytrusnych (kapd@rosty) a pedevSim krytosemennych rostlin (feg€ji v
¢elediRosaceae, Asteraceae, Poaceae) (Briggs & Walters 2001). Apomixie se obeali do
dvou skupin na gametofytickou a sporofytickou apantKhush 1994).

Pii gametofytické apomixii se embrya vyviji z nereduiného zarod@ého vaku.
Zarodek se vyviji partenogeneticky. Gametofytick@raixie mize byt obligatni (pevazre
apomiktickd) nebo fakultativni (vedle apomixie jeachovana moZznost sexualniho
rozmnozovani). Dale je rozlkna do dvou kategorii — diplosporie a aposporigg &
Walters 2001).

Pfi diplosporii gametofyt vznikd z neredukované megag. Oproti aposporii
piedstavuje mensi odchylku od normalniho pohlavngmnnozovani. U &kterych skupin,
nagiklad pampeliSky Taraxacum) je rozdil mezi normalni meiézou a diplosporii pewe

vynechani posledni faze meidzy (Khush 1994).

Pti aposporii se zaroday vak nevyviji z mataské buiky, ale z ndhradni somatické
bunky. Nagiklad u roduPoa (lipnice) aRubus (ostruzinik) (Khush 1994).

V n¢kterych ojediglych pripadech mze dojit k aneusporii, kdy maska buika
prodla nepravidelnou meidzu,iipkteré mize dojit ke crossing-ovém, ¢imz se zvysuje
variabilita rostlin (toto je v &nych diplospornich a apospornich situaci v§tmo) (Briggs
& Walters 2001).

Sporofytickd apomixie je také oztmvana jako adventivni (ndhodna) embryonie.
Embryo se vyviji mimo zaroday vak, vznika z jednotlivych bék dvou fiznych
somatickych tkani — z nucellu a integumie(itakshmanan & Ambegaokar 1984). Obvykle se
vyskytuje u normalniho pohlavniho rozmnozovani ésppuje polyembryonii. Tento #pob

rozmnozovani jedny na. u citrusovych plol a manga (Khush 1994).

U zde studovanych ostruzitiilse vyskytuje fakultativni aposporicka pseudogamie.
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Pfi pseudogamii dochazi k oplozeni centralniho jé&sjvarmatickou btkou, coz je
nutné ke vzniku endospermu a celého embrya (opygepddminkou tvorby semen) (Briggs
& Walters 2001).

Vyhodou apomixie je produkceétdiho mnozstvi potomstva v kratkésasovém
horizontu, které je navic ménovlivnéno Klimatickymi podminkami nez sexualnim
rozmnozovanim a neni zavislé néitpmnosti/absenci opylo¢a/pylu (Briggs & Walters

2001). Dalsi vyhodou je fixace heterozygotni kaosg genomu (Asker & Jerling 1992).

Nevyhodou apomixie je, Ze ndwzniklé mutace se nesetkaji v genomech potogmk
tato variabilita je bd omezena, nebo zcela zablokovana. ApomixigZarbyt také limitovana

starnutim a chorobami (ragitrus) (Briggs & Walters 2001).

Sexuadlni reprodukce

“‘" dvoji
oplozeni KLASICKE OPLOZENI
> —> embryo 2n (~4x)
‘& (+n, +n) endosperm 3n (~6x)
redukovana megaspora
vajicko n

centralni burika n+n

Obr. 1 Klasické oplozeni - v&jo se vyviji oplozenim spermatickouitkou (n +n), endosperm se vyviji
oplozenim centralniho jadra druhou spermatickaikbu (2n + n).

I Apomikticka reprodukce

‘.“P oplozeni centralni
bunkv
{+D #11)
P

neredukovana megaspora
vajicko 2n
centralni burika 2n + 2n

PSEUDOGAMMI APOSPORIE
R embryo 2n (~4x)
({? endosperm 5n (~10x)

Obr. 2 Pseudogamni aposporie —&djise vyviji bez oplozeni (2n + 0n), endospermyagjivoplozenim
centralniho jadra spermatickouitou (4n + n).
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3.4. Taxonomické zaazeni roduRubus ser.Discolores

Rubus ser. Discolores (P.J.Mller) Focke je relati¥nprirozena skupina ostruzinik
Pati do podroduRubus, sekceRubus a podsekceHiemales (Travnicek & Zazvorka 2005).
V podsekciHiemales je mozné vCR vyclenit 13 sérii. Tato podsekce zahrnuje druhy, u
kterych listy getrvavaji na rostlinach i v zién maji obloukovité az poléhavétve, které na
podzim dole zakdenuji (Travnicek et al. 2000a).

Sérii Discolores lze snadno odliSit od ostatnich skupin podrodubus. Listy
dosglych jedindi jsou diky ochlupeni rubové strany tlisEedavé az davé plstnaté, na
prytech se nikdy nevyskytuji Zlazky. Zastupci tétie se vyskytuji na pasekach, okrajich
lesi, niekdy i ve volné krajig mimo les. Davaji fednost teplejSim oblastem; rostou na susSich
pudach, bohatych na mineréalni latky, které jsou ziésad mirg kyselé. Jsou roz&ny ve
sttedni Evrop, c¢asto rostou v lokalitach, kde sé&wvednré vyskytovaly dubo-habrové lesy
(Travnicek & Z&zvorka 2005).

V souwsasnosti se Ceské republice rozliuje 17 drutser. Discolores. Tyto druhy
mohou byt rozéleny do ti skupin. Prvni skupina je t¥ena jednim, zr@n¢ izolovanym
druhemR. bohemiicola. Jedna se o endemiticky druh ggfeskou republiku. Tento druh je
specialni tim, Ze mé 27 somatickych chromos@rchromosomovy fragment. DalSi skupinu
tvori tetraploidni druhy s 28 somatickymi chromosomgmspati nag. R. bifrons neboR.
praecox. Posledni skupina je druhbwejpaetrgjSi a zahrnuje vSechny triploidni druhy
(Travnicek & Zazvorka 2005).

3.4.1. Charakteristika druhu Rubus bifrons

Rubus bifrons Vest, ostruzinik dvojbarevny, jgazen mezi tetraploidni druhy ser.

Discolores (Travnicek & Zazvorka 2005).

Jednd se o ke vysoké 50 — 100 cm, které tvanizké hnizdovité porosty. Pryty
voskow ojinéné, naSedlé, s drobnymi dndicovitymi chlupy. Ostny prytu ifmé, Stihlé,
kolmo odstate, v pdu 10-15(-20). Listy #etelre znozené, (4-)Xetné, kozovite, na lici main
tmavozelené a lysé; Zilnatina na rubu fdata. Listové okraje jsou zoubkované, s velmi
Spikkatymi zuby, protahlé a s#ujici do fiznych stran. Kdtenstvi je bohaté, n&gstji
mnohokwté nebo jehlancovité. Kalisni listky jsou Sedopsén bez osténku. Korunni listky
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eliptické, obvejité az okrouhlé, typicke jeizove zbarveni. Tgmky jsou delSi nez gyneceum.
Typickym znakem tohoto druhu jsou také Zlutam&ky. Souplodi je tvéeno polokulovitymi
az kulovitymi,éerné zbarvenymi plody (Holub 1995).

N4

Tento druh osidluje lesni okrajaiokiny, sussi rumigt paseky, lomy aj. Vyskytuje se
na mirrg kyselych az slabalkalickych mdach, taktéz ho fiteme nalézt na silikatovych a

vapenitych podkladech. Ratezi thamnofilni ekoelementy (roste na oghyrch biotopech).

R. bifrons je roztrouse# rozsten po celém Gzentieské republiky. Je to teplomilny
druh, avSak jeho vyskyt je vazatepazrie na okruh mezofytika. Vyskytuje se v jihozapadnich
a jiznichCechéach, od Plzské pahorkatiny a Branzovského hvozdu poKlekoliCeskych
Budkjovic, na V okraji Drahamské vrchoviny a v Podbedd&é pahorkatih Obvykle roste
v suprakolinnim stupni ve vysSce 200 - 600 (-700).im. (Holub 1995).

V celosvtovem neiitku se pirozere vyskytuje v Evrop od jizni Francie, fes Belgii,
Némecko,Ceskou republiku, po Ukrajinu a Rumunsko; dale zajgaha sever Balkanského a
Pyrenejského poloostrova (Kurtéb al. 2010). Zaviléen byl do vychodnéasti USA (VaSut,
osobni sdleni).

3.5. Charakteristika rodu Rubus ser.Glandulosi

SérieGlandulosi (Wimm. & Grab.) Focke — Zlaznaté ostruziniky, feaakteristicka
vysokym podilem sexualniho rozmnozovani, které §akvkombinovano s apomixii. Diky
tomu kvantitative prevazuji neklasifikovatelné typy nad rozliSenymitdyuDo této série je

v s

v CR jsouR. pedomontanus a taxonomicky nejasny druR hirtus (ostruzinik srstnaty).

Mezi morfologicky vyznamné znaky Fatpryty nizkoobloukovité, poléhavé az
plazivé,casto ojikné. Jejich ostny jsou Stihlé, téfroble, fizné velikosti a tvaru, stechody
ke Zlaznatym puperim. Listy obvykle jen 8etné (Holub 1995). Na rozdil od pravych skupin
ostruziniki, zde mohou &které pryty vykvétat uz 1. rokem (Tra¢ek et al. 2000a).
Kvétenstvi jems ostnité a huststopkat Zlaznaté, na dvouéaich prytech obvykle kratsi,
dole latnaté, nalte hroznovité; na jednoletych prytechékenstvi odlisSné, objemné, bohaté,
latnaté a velmi prolishé (Holub 1995).
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Zastupci sérié&landulosi ziejmé sehravaji vyznamnou roli v evoluci ostruZimikliky
malo potl@genému pohlavnimu rozmnoZovani se mokastji kiizit nejen vzajem& mezi
sebou, ale i se zastupci ostatnich sérietmz vyplyva, Ze se podileji na vzniku novych
genotym (Travnicek et al. 2000b).

Zarové ma \tSina tchto druli problém srozmnoZovanim, a pokud je firquok
nalézame, tak jen velmi mélo plodici. Semena jst@dasto nevyvinutd a sterilni. Z tohoto

duvodu se mohou spiSe uplatnit jako darci pyiikpizeni s jinymi taxony.

Zlaznaté ostruziniky obvykle rostou v lesnim potlipsnevadi jim ani zrmé
zastigni. Tvai rozsahlé a husté koberce, hlawnchladrjSich az podhorskych oblastech.
Nékdy je mizeme nalézt i v nizSich polohach v druhotnych §elfaliych lesich (Traviék et
al. 2000a).

Agregatni taxonRubus ser. Glandulosi je rozsfeny na po celém uzenteské
republiky, hlave v oblastech mezofytika a oreofytika. feRadz se vyskytuje
v Ceskomoravském mezitip HanuSovicko-rychlebské vrchowinv Brdech, v Beskydech a
v Krudnych horach (Holub 1995).

V ramci Ceské republiky se oba taxoiR. bifrons i R. ser Glandulosi) mohou na
jednotlivych lokalitach setkavat, a také se spalikik coZz vede ke vzniku morfologicky

piechodnych typ.

3.6. Prutokova cytometrie

3.6.1. Historie cytometrie

Praitokova cytometrie, stegn jako WtSina w¥deckych vynalez, ma své kteny
zakotvené v minulosti. Vynalez mikroskopieiigtroje k p@itani krevnichéastic a vyvoj
inkoustoveé tiskarny bylyiedpokladem pro vyvoj prvnihogokového cytometru.

Vroce 1934 Andrew Moldavan pochazejici z Montrealuklal prvni  krok
k vytvoreni piitokového systému. Navrhkigtroj pro pgitanicervenych krvinek a kvasinek,

coz bylo umozeno pes kapilary umighé na mikroskopickém stolku. Fotodetektor byl
piipevren k okularu, ktery registroval prochazejicinky (Moldavan 1934). Neni jasné, zda
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Moldavan vynalezl prvni cytometr, ale technika &temavrhl se v nasledujicich 30 letech

rozvijela (Givan 2001).

V poloviné Sedesatych let dvacatého stoleti se Louis Kamgnpsikusil vyesit
problém, tykajici se automatizace cytologickétidéhi (Kamentskyet al. 1965). Vychazel
z Moldavanova navrhu a vytiib cytometr, ktery je zaloZzen na spektrofotometyick
meétenich (absorpce UV a rozptyl modréhcita), mefil rychlosti vice nez 500 bgk za
sekundu. V roce 1967 Kamentsky a Melamed vjtyalalSi typ cytometru, ktery umaaval

podrobrjSi analyzu pomoci fluorescence (Givan 2001).

V roce 1969 Marvin van Dilla &lenové jeho tymu vyvinuly prvni fluorescam-
detekéni cytometr, ktery vyuzival princip hydrodynamickekusace. Na rozdil od systém
pouZzivajici mikroskopy, ma tento systémésmswtleni a smir detekce navzajem kolmy;
jako zdroj s¥tla se pouZzival argonovy laser (van Diiaal. 1969; Ditrich & G6hde 1969
Praitokové cytometry pouzivané v dnesni &olychézi z&chto navrli (DoleZzel & Bartos
2005).

Analyza rostlinnych vzork pomoci piétokové cytometrie zp@tku ginaselafadu
problémi. Jednim z nich bylaffprava suspenze béky tak aby nedoSlo k poruSeni jader.
V roce 1973 tuto metodu poprvé éSpe aplikoval Heller, ktery provedl pokus na jadrech
fazoli. Jejich keenové Spiky byly fixovany vetanolu, a poté enzymaticky oS%aty
pektinazou a pepsinem. Analyza jaderné DNA bylavedena po obarveni preparatu

ethidium bromidem.

Skuteny patatek analyzy DNA u rostlin pomoci jiokové cytometrie finesla az
prace Galbraitha et al. (1983) a znamenala skytpaiatek analyzy DNA u rostlin pomoci

pratokové cytometrie (Dolezel & Bartos 2005).

3.6.2. Charakteristika metody

V sowasnosti pat pritokova cytometrie (Flow CytoMetry, FCM) mezi perkfpeni
metody pouZzivané v zakladnim i aplikovaném vyzkuMize byt pouZita napna stanoveni
obsahu jaderné DNA, &eni ploidie, studiu genové expresegipéni a uéeni typu krevnich
¢astic, analyzu busgného cyklu, detekci a charakterizaci mikroorgariisaj. (Suda 2005).

M¢éteni pomoci pitokové cytometrie se uskdtauje v pohybu a zaznamenava

vybrané optické vlastnosti jednotlivy@astic; nefastji byva métena intenzita fluorescence.
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Pred vlastnim ré‘enim se na dvouSroubovici DNA specificky a kvamiiita& (mnoZzZstvi
fluorochromu se rovna mnozZstvi DNA) navaze fluoessoi barvivo (fluorochrom).
Fluorescetini barvivo oz&ime s¥tlem vhodné vinové délky, barvivo se excituje (éleky
piejdou do vysSi energetické hladinyjfjitpm se uvolni tepelna a &elna (= fluorescence)
energie. Tento stav je vSak nestabilni a elektsmnyrati zpt na zakladni hladinu. Jelikoz se
¢ast energie ztraci ve fogmtepla, ma vyzé&né s¥tlo delSi vinovou délku nezupodni
excitaini z&eni. Diky tomu Ize ob z&eni pomoci filth od sebe oddit a fluorescenci

detekovat a nasledrzobrazit na vystupnim paaci (Suda 2005).

V idealnim gipadt by méla byt fluorescence vSech jader ve stejigtave fazi shodna.
Ve skuté€nosti to tak neni a tuto variabilitu popisuje tzariaéni koeficient (CV), vypoitany
jako podil sndrodatné odchylky a gmérné pozice piku. Obvykle se hodnota koeficientu
pohybuje v rozmezi 1-10 %, ale praéeprEjSi meéreni (nap. detekce aneuploidie) by tato
hodnota nerfla presahnout 3 %. Dany koeficient vypovida o rozliSévachopnosti
konkrétniho ndteni a plati, Ze zarpdpokladu stejné velikosti piku Ize odliSit objeksjichZz
rozdil v obsahu DNA odpovid4 dvojnasobku CV. Musionét v potaz konkrétni studovany
material a pouzité fluoresc&m barvivo. Druhy s vysokym obsahem sekundarnictabwoditi
a s malym mnozstvim DNA maji koeficient kolem 5 BiejlepSi néteni maji CV slab pres
0,5 % (Suda 2005).

Aby cytometr spravé fungoval, musi se provéd pravidelné optimalizace jeho
nastaveni, coz vede k nizkym hodnotdam CV a k petia nespecifickych signélpozadi.
Dulezita je i kontrola linearity gfeni ¢astice s dvounasobnym obsahem DNA musi leZet na
linearni ose ve dvounasobné vzdalenosti). Ktomouzl kalibr&ni castice, jejichz
fluorescence vykazuje velmi nizké hodnoty rozptylagy. obarvené pstruzi nebo ileci

erytrocyty¢i umgle vytvarené fluorescami kulicky (Suda 2005).

Kvalitu analyzy ovliwiuje i fluorescetini barvivo. V cytometrické praxi se pouzivaji
tii zakladni skupiny fluorochrofn které se &i podle zfisobu vazani na nukleovou kyselinu.
Prvni skupina latek se neselekéivivmezéuje do dvouSroubovice DNA, coz dovoluje
stanovit celkové mnozstvi nukleové kyseliny. Sertipeg. propidium jodid (PI) a ethidium
bromid (EB). Propidium jodid je pouzivgsi, protoze ma histogramy s nizSimi CV a je mén
toxicky. Druha skupina latek se vaze k oblastem Didbhaté na A-T baze. Nejpouziegi
je DAPI (4,6-diamidino-2-fenylindol). Jejich histamy se vyznéuji vysokou rozliSovaci
schopnosti a umazji detekovatéastice liSici se jen nepa#rtv mnozstvi¢i sloZzeni DNA.

Neda se ale pouzit pro zpgi absolutniho mnozZstvi DNA. Posledni skupinou jsou
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fluorescekini barviva (nap antibiotika mitrmycin, chromomycin), které se v&zisekim

bohatym na G-C baze. V taxonomickych studiich sd& y®uzivaji jen ojedifte (Suda 2005).

K tomu abychom spraenurcili ploidii ¢i absolutni mnozstvi DNA studovaného
druhu, musime pouzivat standardy (= material sengnmapatem chromozor ¢i znamou
velikosti DNA). Vlastnosti neznameého objektuizeme posoudit na zaklagoneru intenzity
fluorescence zkoumaného materidlu a standardu.u¥asoosti se pouZziva tzv. interni
standardizace, kdy je analyzovany material v odpejidcim porndru smichan se standardem a
oba vzorky jsou homogenizovany, barveny acas@ m¢reny. Resnost rdeni ovliviwuje i

poner fluorescenci mezi standardem a vzorkem (Suda)2005

NejvétSi prednosti piitokové cytometrie jsou jednoduchéigrava vzork, rychlost
analyz, nedestruktivhost, moznost analyzovat Suwogkalu pletiv, nezavislost n&lttich
bunkach, snadna detekce subpoputéstic a samdejme také nizkeé finagni naklady analyz,

na druhou stranu pizeni vlastniho fistroje je velmi nakladné (Suda 2005).

Vlastni cytometrické geni je rychlé a Izeipném analyzovat i 8kolik stovek jader
za sekundu. Snadno se tak ziskavaji informace @stwvioDNA, stupni ploidie nebo dalSich
vlastnostech zkoumaného vzorku. Cytometrick& amajlgschopna zétit 10 000 jader zarit
a pil minuty, proto se stalachnou sodasti biosystematickych praci (Suda 2005). Idealni

rychlost dosahujici velké&@snosti je 5 az 1@astic za sekundu (Sarhanové, osobuiesd).

Praitokova cytometrie je taktéZ velmi ohleduplna kedsttanym vzorkm, jelikoZz na
analyzu st& nepatrnaast pletiva a nedochazi tak k destrukci celé mgtlifo umoiuje
studium rostlin Wasnych fazich ontogenetického vyvajeyzacnych a ohrozenych dnyhu

kterych by sbr celé rostliny mohl vést ke zZm@ni studované populace (Suda 2005).

Jadra slouzici kifpraw vzorki se \tSinou ziskavaji z listovych pletiv, hla¥n
mladych listi, kde je maly obsah sekundarnich metabolRro analyzu lze také vyuzit
vSechny rostlinné organy — odikoi pres lodyhy, kaliSni a korunni listky, prasniky i sara.
Problém pedstavuji pouze duznaté plody (Suda 2005).

K vyhodam paitokové cytometrie pét skut&nost, Ze metoda dovoluje pracovat
s mitoticky neaktivnimi bikami, které v diferencovanych pletivectepazuji. Diky tomu, Ze

intenzita fluorescence kazdéstice je snimana samostatize lehce odhalit sésné vzorky,
endoreduplikacti mixoploidii (Suda 2005).

NejvétSim omezenim metody je nutnost pracovégrstvym, Zivym materidlem. Uz

pouhé zvadnuti rostliny se projevi na zhorSeniigvalyslednych histografth CoZz snizuje
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vyuziti FCM v terénni botanické praxi. V chladu kzsstliny skladovat pouzeckolik dni, u
téch nejodolgjSich druti s tuhymi listy aZz résic. Nekteré druhy umoluji analyzu i po
vysuSeni nap zastupce ¢eledi wesovitych Ericaceae), lipnicovitych (Poaceae) a
Sachorovitych Cyperaceae). Klasické pd@itani chromozom v roztlakovych preparatech
vitézi nad cytometrii v citlivosti detekovat aneupldigedince. Problémyinasi také rostliny
obsahuijici sekundarni metabolity, které negatiwliviuji vazbu fluorescamiho barviva na
dvousroubovici DNA naip kakostovité Geraniaceae), razovité (Rosaceae, vcetrg rodu
Rubus), dale i rostliny s vysokym obsahem slizovych latekstech nap. brutnakovité

(Boraginaceae). Tato omezeni vSak nejsou melonatelna (Suda 2005).

Jedinénou aplikaci piitokové cytometrie riize byt stanoveni reprodékiho zpisobu
na zaklad urceni ploidie embrya a endospermu u zralych semeikodekrome klasického
pohlavniho rozmnoZovani ihe potomstvo rostlin vznikat samoveélibez &asti otcovské

rostliny (apomixie), roli zde mohou hrat i neredulina vajéka ¢i pylova zrna (Suda 2005).

3.6.3. Instrumentace pritokového cytometru

Pritokovy cytometr se sklada zipokové konirky, optické soustavy, zdroje
excitatniho s¥tla, souboru fotonasohi a zesilovaa acasti p@&itacové (Obr. 3)

Jadrem fistroje je piitokova kontirka, kteraradi jednotlivé analyzovangstice tak,
aby se pohybovaly jedna za druhou v Uzkéfadstvém svazku (Suda 2005). Tento proces je
spravovan fluidikou systéemu. Do fluidniho systéneuadi krong pritokové kontirky, také
nosna kapalina a hydrodynamickd fokusace (www.abtsecom/uploads/Flow-
Cytometry.pdf). Hydrodynamicka fokusac#egstavuje suspenzastic, ktera je fivadkna do
komarky tenkou kapilarou o relatignvelkém ptiméru, kolem které proudi unaseci kapalina.
Tato kapalina byva do kairky vharéna pod vySSim tlakem nez suspewtastic, coz nuti
vSechnycastice pohybovat se jen v Uzké centralasti proudu. Diky tomu je zabré&mo
vzniku shluki a ¢astice se pohybuji ¥adk jedna za druhou k ohnisku zdroje ex&itidno
z&eni (Obr. 4) (Suda 2005).
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V pratokové cytometrii byva pouzito¢kolik zdroja excitaniho swétla nag. lasery,
vysokotlaké rtdové vybojky (Suda 2005) nebo obloukové lampy

(www.abdserotec.com/uploads/Flow-Cytometry.pdf).

Fluorescenceéastic vyzdéena po jejich projiti sstelnym paprskem je sbirana optickou
soustavou filth a zrcadel a fgvadna na pulsy elektrického proudu pomoci fotonasobi
(Suda 2005). Fluorescam meteni v iiznych vinovych délkach tize poskytovatiadu
kvantitativnich i kvalitativni uddj. Paet detektoit se liSi v zavislosti na stroji a jeho vyrobci
(www.abdserotec.com/uploads/Flow-Cytometry.pdf).zZ@sileni signalu a dalSim zpracovani
dochazi kjeho digitalizaci a néslednému uchovarmoditati ve forms histogramu

zobrazujiciho relativni intenzitu fluorescence jetlimych izolovanychtastic (Suda 2005).

3.7. Obsah jaderné DNA a jeji rozlozeni

Béhem Zivota biiky se jeji obsah DNA cyklicky #mi, coZz se odrazi na vystupech
cytometrickych analyz. Obdobi mezigina burenymi délenimi se roz#8luje do tech fazi:

1) faze tistu (G1 faze), kdy hika obsahuje z&kladni mnozstvi DNA (2C — hodnota C

urcuje velikost DNA haploidni chromozomové sadky);

2) faze, ve které dochazi k duplikaci DNA (S fazey jejim konci maji hiky

dvojnasobné mnozstvi DNA (4C);

3) pokrauje faze #stu, kdy je hladina DNA udrZovana na dvojnasobngnb& (G2
faze). Nasleduje mitdza, kdy se obsah DNA riski& buky rozcli mezi dw buiky dceiné,
kdy je obsah DNA oft 2C (Dolezel 1991).
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Obr. 5 Typicky vystup z fitokového cytometru

Na typickém vystupu z gtokového cytometru vidime zakladni pik, kterggstavuje
G1 fazi buréného cyklu. Ve dvojnasobné vzdalenostizmme vigt mensi pik v G2 fazi.
Mezi tmito piky probiha S faze r&d zakladnim pikem ieme pozorovat tzv. Sum, ktery je

tvoren zbytky buscnych sén, autofluorescenci chloroplés jinych¢asti buky (Obr. 5).

4. Material a metody

4.1. Rostlinny material

M¢tené rostliny byly sbirany v letech 2008 - 2010,alik veéetnd sodadnic uvadi
tabulka ¢islo 1. Rostlinny material byl sbiran pracovnikytddry botaniky FF UP (Doc.
Travnicek, Dr. VaSut, Dr. Daték) a spravnost teni byla revidovana Doc. Trawkem.

Rubus indusiatus a R. vatavensis byly sesbirany v nadniské vySce 430-535 m n. mRaser
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Glandulosi az ve vySce 730 m n. m. \fipad® populaci Dusné, Rusavy a B (1-4) bylo na

lokalité sebrano vice studovanych rostlin. Z rostlin bydywd&ny i semena, ktera byla p@jd

vyseta a po vykéeni pstovana ve studeném skleniku UP v Olomouci, kdetewy zime

neklesly pod 4 °C nebo na pozemku v are&iwoBowdecké fakulty Univerzity Palackého v

Holici. Velikost genomu vSech studovanych vzZoikla zji¥ovana u rostlin vygstovanych

ve skleniku UP z nasbiranych semen.

Tabulka 1: Popis lokalit a séadnic jednotlivych populaci rodrubus

populace taxon ¢isla vzorka lokalita souradnice
Sedlikovice (Strakonice), 01 1A
R 56/08 R. vatavensis 1101 les 0,7 km J (-JJZ) obce 49014.39..N
13°59'37"E
(Leg. BT)
Para&ov (Strakonice), le$ 04 11 0on
R 57/08| R. jari-cimrmanii 343 Hajek 0,8 km JZ obce 49011.38..'\'
13°59'12"E
(Leg. BT)
Brusy (Strakonice), les t 0 o An
R 59/08 R. indusiatus 348 silnice 0, 8 km JZ obce 49017.54..N
14°00'43"E
(Leg. BT)
Kladruby (Hora#ovice), 01 a1 QN
R 63/08 R. indusiatus 1001 les 07 km ZSZ obce 49016.18..'\'
13°45'20"E
(Leg. BT)
Smeded (Brloh), les u
silnice 1,2 km JZ obce o=t Ao
R 17/08| R. ser Glandulos 370 - 387 (vpravo od silnice ve 48055.47..N
8 . 14°08'30"E
sneru na Ktis)
(Leg. BT)
Vsetinsko (CHKO
Dusna . Beskydy) JZ lokality | 49°22'46.429"N
149 R. bifrons 21, 22, 25, 147, 155 Dusna 18°1'14 397"E
(Leg. MD)
Rusava 2 bifrons 186, 187, 188, 190, 201, R?jﬁéad IeRSuiind 49°2010.810"N
142 : 202, 205 pr y 17°43'16.485"E
(Leg. MD)
ValaSska
56, 57, 85, 88, 90, 95’_, Bysttice/Roznov pod
126, 131, 132, 167, 171, Radho®m. hreben
B 1+3+4 R. bifrons 182, 183, 277, 284, 289, vrcholu Hlav,éky ca.2 49°2539.315"N
’ 294, 305, 309, 310, 312, km SV od kostéla \'/e 18°7'36.844"E
314, 315, 316, 317, N
319383 stredu obce.
' (Leg. RJV)
Jabfinka, les ureky
. . 191, 192, 194, 195, 196 Ratibaka, ktera nedalekp49°22'12.742"N
Ratiba 1 R. bifrons

198, 199, 200, 225, 23

D Usti do Vsetinské Bey

17°56'23.275"E

(Leg. MD)
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4.2. Cytometrie

4.2.1. Priprava vzorku

Rostlinny material byl odebran ze zeleny@sti rostlin - lish. Ze stednich¢asti listu
byl odebran vzorek o velikosti 0,5 x 0,5 cm, taly aleobsahoval &dni Zilku, a penesen na
Petriho misku. Ke vzorku byliglan giblizn¢ stejré velky list standardZea mays, CE-777,
(2C = 5,43 pg, Lysak & Dolezel 1998). Déale bylodsttinnému materialuiano 1000ul
studovaného pufru (vifpact pufri jednoslozkovych) nebo 5Q0 v piipact dvousloZzkového
Otta a vzorek i standard byly rozsekany Ziletkouspggnze jader bylaigfiltrovana pes
nylonovy filtr (42 um) do kyvety. K takto fedpipravenému vzorku bylofmano jest 300l
daného pufru (jednoslozkovy) nebo 1Qd0dvouslozkového (Otto I1.) a po 10 minutach byl
vzorek obarven 5@l Pl. Po dalSich 5 minutach byl vzorek analyzovampci pfitokoveho

cytometru a vysledky zaznamenany.

4.2.2. Stanoveni velikosti genomu

U studovanych jedincbyla stanovena celkova velikost genomu (2C) &wstijedné

chromozomoveé sady (1Cx), kter&d umoznila porovnaariych ploidii.

Velikost genomu studovanych rostlin byla &péana z porru piki standardu a
studovaného vzorku dle vzorce: absolutni velikestagnu vzorku (2C) = (pozice piku vzorku
/ pozice piku standardu) x absolutni velikost genatandardu (2C) [pg DNA].

4.3. Roztlakové preparaty karenovych Spéek

Pro potvrzeni ploidie u rodiRubus byla pouZzita metoda roztlakovych preparat
korenovych Spiek barvenych pomoci fluorescearich barviv. Vzhledem k nizké variab#it
ve velikosti genomu byly ke stanovenic¢po chromozém pouZzité dva vzorky s doé
vyvinutymi korenovymi Spikami: 147 (DusSna 2) a 202 (Rusava 2). Vzorky rdatlgch
preparai byly obarveny fisluSnymi barvivy a pozorovany ve fluores&eim mikroskopu

Zeiss Axioplan.
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Priprava roztlakovového preparatu:

Ostruziniky jsem vyjmula z kK#inde a odsthla asi 1 cm k#inku s viditelnou
korenovou Spikou. Po proplachnuti v destilované ¥gdme je pedpisobily v 0,1% roztoku
kolchicinu (navazka 0,1 g kolchicinu na 100 ml vpdye kterém jsme Sghky nechali 2
hodiny. Poté byly kiinky zafixovany ve Farmerevfixazi (96% etanol : ledova kyselina
octova - v porru 3 : 1) po 24 hodin. Taktofipravené Sgiky jsme dale obarvily dle:
a) Feulgena b) DAPI

Barveni dle Feulgena

Kotfenoveé Spiky nechame 10 minut v destilované ¥quoplachnout, dale je 11 minut
hydrolyzujeme v 1M HCI $ 60 °C, obarvime Schiffovyrtinidlem a hodinu nechame stat ve
tmé. Poté na & nechame 30 minutigobit enzymy (2% celulaza/pektinaza), promyjeme
destilovanou vodou, roztlame v 45% kyseli& octové a nechame 10-15 minut stat na suchém
ledu. Po dkladném promrznuti odloupneme Ziletkou kryci &, promyjeme v etanolove
fadk (70%, 90% a 96% roztok) a nechame na vzduchu sttiominut. V mém fipadt byly
vzorky dobarvovany 5 pg/ml DAPI a &ppiekryty krycim skiékem. AZ do pozorovani

v mikroskopu byly vzorky uchovavany ve &ma analyzovany nejpozjl druhy den.
Barveni DAPI

Kofenove Saiky promyjeme v citratovém pufru — 3x po 10 minutaopst nechame
pusobit enzymy celuldzu a pektindzu v koncentraci@dobu 80 minut. Znovu promyjeme
v citratovém pufru, roztidme v 45% kyselié octové a nechame stat 10-15 minut na suchém
ledu. Po promrznuti odloupneme kryci &kt, promyjeme v etanoloviéad (70%, 90% a
96%) a nechame na vzduchu schnout 10 minut. Nakaheevime 5 pg/ml DAPI a
piikryjeme krycim skkkkem. Vzorky byly ogt az do pozorovani uchovany ve &nmaby

nedoslo ke sniZeni intenzity fluorescence.
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4.4. Testovani niznych chemickych pufri

Ke zjiS&ni vhodnosti iiznych puffi pro studium velikosti genomu pomoci
pratokového cytometru v r@dRubus jsem vybrala 4 rostliny, které dn vyvinuté i mlade
listy. Tti z nich se nachazeji v kultivaci ve studeném dkiera jeden na pozemku Katedry
botaniky UP v Holici (Obr. 22 a 23). &né vzorky lisi jsem testovala natkolika pufrech:
Otto | a Il — jedn& se o dvouslozkovy pufizb¢ pouzivany v rostlinné tokové cytometrii,
Tris-MgCl,, LB01, LBO1 s pidanym merkaptoethanolem (nejvice pouzivany nadkate
botaniky UP), LBO1 s polyvinylpyrrolidonem (PVP)raerkaptoethanolem a HEPES pufr.
Kazdy vzorek byl zr¥en 2x.

SloZeni jednotlivych pufna:

Otto | (Otto 1990)

Pro gipravu pufru je pdgeba 0,1 M monohydrat kyseliny citronové (4,2 g),a%
Tween 20 (1 ml), oba se rozpusti v destilované&yednikly roztok se felije do analytické
baiky o objemu 200 ml a doplni se destilovanou vodouysku. Poté seigfiltruje pres filtr

o velikosti 0,22 um. Je uchovavan v ledniii4°C.

Hlavni chemikdlii tveici pufr Otto | je kyselina citronova, ktera slouZifixaci
izolovanych jader a ke zlepSerfigtupnosti barviv k chromatinu. DalSi slozkou jeebem 20
[polyoxoethylensorbitanmoholaurat], detergent, ktersnaduje rozruSeni cytoplazmy a
uvolréni jader, také odstiaje zbytky cytoplazmy z jejich povrchu, rozptyluybkloroplasty a
sniZuje tendenci shlukovani zbytkytoplazmy s jadry (Dolezet al. 2006).

Je znamo, Ze izolovana jadra rozsekana v pufru IQtiohou stat v pufru delSi dobu
pii pokojove teplat bez negativniho vlivu na obarveni DNA. Naopakpgidani Otto Il by se

mél vzorek co nejrychleji zifit, jinak dojde k poSkozeni jader (Dolezel & Bar305).
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Obr. 6 Kyselina citronova Obr. 7 Tween 20

Otto Il (Dolezel & Géhde 1995)

Pufr Otto Il je gipraven z 0,4 M dodekahydratu hydrogenfostoenu sodného
(28,65 @) a destilované vody. Rozpungt gl se [elije do analytické higky o objemu 200 ml
a doplni se po rysku destilovanou vodou. Potéistltpuje pies filtr o velikosti 0,22 um. Je

uchovavéan p pokojove teplat za tmy.

lonty hydrogenfosfor@anu sodného slouzi v pufru k udrZzeniipbhé iontové sily
(Dolezel & Bartos 2005).

Tris-MgCl, (Pfosselet al. 1985)

Tento pufr je pipraven z 0,2 M Tris (4,84 g), 4 mM hexahydratuoctdu haecnatého
(162,64 g) a 0,5% Tritonu X-100 (1 ml). VSechnykiase rozpusti aipliji do analytické
baiky o obsahu 200 ml a doliji destilovanou vodou. D&k pH roztoku upravi na 7,5,

prefiltruje se pes filtr o velikosti 0,22 um a uchova v ledni¢i § °C.

Horecnaté ionty mohou byt pouzity pro stabilizaci jaddra chromatinu. Organicka
latka Tris [tris(hydroxymethyl)aminomethan] udrziggabilni pH pufru, obvykle v rozmezi
7-9. Triton X-100 [oktylphenol ethoxylat] je deterg, ktery isobi obdob# jako Tween 20.
Sl MgCly'6H,0 slouZi k udrZzeni iontove sily (DoleZel & Bartd¥0B).

HO

o H
o,
o NH,
HO

Obr. 8 Tris Obr. 9 Triton X-100
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LBO1 (Dolezelet al. 1989)

Pro g@ipravu pufru je pdaeba 15 mM Tris (363,4 mg), 2 mM pEDTA (148,9 mg),
0,5 mM spermin tetrahydrochlorid (34,8 mg), 80 mkilocid draselny (1,193 g), 20 mM
chlorid sodny (233,8 mg) a 0,1% Triton X-100 (200. ¥Sechny chemikalie se rozpusti a
pieliji do analytické biaky o objemu 200 ml a doliji se destilovanou vodaourgsku. Déale se
upravi pH roztoku na 8 (pomoci 1 M HCI) #epltruje se pes filtr o velikosti 0,22 pm.

Nakonec se pufr odpipetuje do mensich olijéh® ml zkumavek) a uchovdipeplot -20°C.

Dulezitymi slozkami tohoto pufru jsou: spermin [N,Nis(3-aminopropyl)butan-1,4-
diamin], NaEDTA [disodna 8l kyseliny ethylendiamintetraoctové], anorganické a Triton
X-100. Spermin mize stabilizovat jaderny chromatin. Chetatiacinidlo EDTA se pouZiva
k navazani dvojmocnych katignNa“. Chelatuje ionty N3 které jsou pdebné jako kofaktor
nukleadz. Anorganické soli (NaCl, KCI) slouZzi k ueinz giiméiené iontové sily. Triton X-100

je detergent aisobi stej jako Tween 20 (Dolezel & Bartos 2005).

HOOCH,C CH,COONa

N-CH,-CH,-N

N
HZN\/\/ \/\/\H/\/\NHz

N HOOCH,C CH, COONa

Obr. 10 Spermin Obr. 11 EDTA

LB0O1 s merkaptoethanolem

P¥iprava pufru viz LBO1, po UpréwH se pidad merkaptoethanol 110 pl na 200 ml
pufru. Dale se pufr odpipetuje do menSich olijgt0 ml zkumavek) a a@p se uchova ip

teplo€ -20°C. S merkaptoethanolem se musi pracovat suiigjgelikoZ je tato latka toxicka.

Redukni ¢inidlo merkaptoethanol chrani chromatinispbi v jaderné suspenzi jako
antioxidant, vdze na sebe fenolové gkniny, a tim zabraije jejich interakci s obarvenou
DNA (Dolezel & Bartos 2005). Koncentrac&hto antioxidant zalezi na slozeni a mnozstvi

sekundéarnich metabaliv jadrné suspenzi (Jedrzejczyk & Sliwinska 2010).
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LB0O1 s merkaptoethanolem a PVP

Priprava pufru viz LBO1 s merkaptoethanolem, kéawho se navicida 4 g PVP na
200 ml (20 g/l). PVP se rozpousti uz s chemikaligmiptipraw pufru, merkaptoethanol se

piidava az nakonec. Pufr se uchovava stgiko gredchozi LBO1 pufry.

PVP [polyvinylpyrrolidon] fisobi na slozky pufru podobrjako merkaptoethanol.
Jelikoz fenoly ovliviuji obarvovani DNA, mZe byt jejich pitomnost zdrojem
stechiometrickych chyb v odhadu obsahu jaderné PNAem & Sliwinska 2002).

Z BQ\-—-O
N HS\/\
n

Obr. 12 PVP Obr. 13 Merkaptoethanol

Hepes pufr (Arumuganathan & Earle 1991)

Pro gipravu pufru je paeba 10 mM siranu ketnatého, 50 mM chloridu draselného,
5 mM HEPES a 10% Triton X-100. Tyto latky se rozpugiestilované vagla pH roztoku se
upravi na 8. Poté se do pufriida PVP (20 g/l), dithiothreitol (1 g/l) a Triton-X00 (28
ml/l). Takto gipraveny pufr se i@filtruje pres filtr o velikosti 0,22 um. Uchovava se v lednici
pii 4 °C.

Dithiothreitol [1,4-bis(sulfanyl)butan-2,3-diol] jeelmi silné redu&ni ¢inidlo diky
tendenci tvait Sestélenné kruhy s vnihi disulfidovou vazbou. Tato latka chrani chromatin
zabrauje vzdjemnémuiysobeni mezi fenolovymi sléaninami a obarvenym DNA (podobn
jako u PVP a merkaptoethanolu). Hepes [4-(2-hydethxyl)-1-piperazinethynsulfonova
kyselina] slouzi k udrzeni stabilniho pH ve fyzigilkkém roztoku v rozmezi 7-8 (Dolezel &
BartoS 2005).

0\\S //0
OH (\\I /\/ \OH
B S
OH oo N\
Obr. 14 Dithiothreitol Obr. 15 Hepes
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5. Vysledky

5.1. Roztlakové preparaty karenovych Spéek u rodu Rubus

K uréeni p@&tu chromozon byly pouZzity dva vzorky 147 a 202. U obou byl paho
roztlakovych preparatu ¢en paet chromozom na 28, coz odpovida tetraploidni arovni
(zakladni chromozomovéislo x = 7). U &chto vzorki byla velikost genomu pomoci
praitokového cytometru stanovena na 1,62 pg u vzatkR02 a 1,63 pg u vzorkél 147.
Velikost genomu pro jednu chromozomovou sadu (1€X),41 pg a tato byla vyuzita pro
vypocet ploidni Urove u vSech cytometrovanych vzdrkObr. 16 a 17 ukazuji oba typy

pouzitého fluoresc&miho barveni — pomoci Shiffov@idla a DAPI.

Obr. 16 Chromozomy kenovych Spiek ostruziniku, obarvené Schiffovytimidlem dle
Feulgena (vzorek 202)
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Obr. 17 Chromozomy Kenovych Sgiek ostruziniku, obarvené DAPI (vzor&k47)

5.2. Variabilita ve velikosti genomu u vybranych populaé rodu
Rubus

Celkow byla zji¥ovana velikost genomu u 71 zastlipdruhi R. bifrons, R.

indusiatus, R. ser.Glandulosi, R. vatavensis aR. jari-cimrmanii.

Prevazna ¥tSina nami studovanych jediindyla tetraploidni, pouze 6 jediindylo
hexaploidnich (vzorky 379, 384 a 38R-ser.Glandulosi a 88, 230, 319 R. bifrons).

Celkovy pgehled namtenych hodnot u studovanych jedinauvadi tabulka 2.
Pramérna celkova velikost genomu tetraplbidyla 1,57 pg + 0,08 a pohybovala se v rozmezi
1,42 -1,80 pg. Rmeérn& celkova velikost genomu hexaplibyla 2,33 pg + 0,11 (v rozmezi
2,11 — 2,44 pg). Amérna hodnota 1Cx (velikost genomu jedné chromozonsady) byla
0,392 pg £ 0,02. Rmérna hodnota CV (= koeficient variability) vzarkyla 6,05 £ 1,30. CV
standardwZea mays odpovidalo hodneét4,54 + 1,78.
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Tabulka 2: Data ziskanatipméieni absolutniho obsahu DNA pomociifekového cytometruCislo — &islo

rostliny v kultivaci (pracovni ozriini); 1Cx — velikost genomu jedné chromozomové ;saby. VG — absolutni

velikost genomu dané rostliny.

cv cv
¢islo taxon populace standard vzorek ploidie 1Cx abs. VG pufr
309 R. bifrons Bl 3.16 8.65 4x 0.405 1.62 LBO1+PVP
316 R. bifrons B1 2.55 8.20 4x 0.391 1.57 LBO1+PVP
284 R. bifrons Bl 4.63 5.23 4x 0.424 1.70 LBO1+PVP
314 R. bifrons B1 3.19 5.23 4x 0.396 1.58 LBO1+PVP
289 R. bifrons Bl 3.81 4.06 4x 0.380 1.52 LBO1+PVP
312 R. bifrons B1 4.11 4,53 4x 0.396 1.59 LBO1+PVP
317 R. bifrons Bl 3.33 4.21 4x 0.403 1.61 LBO1+PVP
310 R. bifrons B1 4.17 5.10 4x 0.391 156 LBO1+PVP
305 R. bifrons Bl 3.53 5.05 4x 0.390 156 LBO1+PVP
294 R. bifrons B1 4.06 3.85 4x 0.395 158 LBO1+PVP
315 R. bifrons Bl 3.90 4.31 4x 0.397 159 LBO1+PVP
383 R. bifrons B1 3.80 5.14 4x 0.382 1.53 LBO1+PVP
277 R. bifrons B1 4.07 4.23 4x 0.388 1.55 LBO1+PVP
319 R. bifrons B1 3.33 4.79 6X 0.389 2.34 LBO1+PVP
90 R. bifrons B3 5.44 5.39 4x 0.407 1.63 LBO1+PVP
88 R. bifrons B3 7.86 6.36 6X 0.406 2.44 LBO1+PVP
95 R. bifrons B3 5.08 5.80 4x 0.430 1.72 LBO1+PVP
85 R. bifrons B3 6.34 7.32 4x 0.393 1,57 LBO1+PVP
126 R. bifrons B4 3.37 4.10 4x 0.388 1.55 LBO1+PVP
57 R. bifrons B4 6.59 6.72 4x 0.392 1.57 LBO1+PVP
56 R. bifrons B4 5.78 5.70 4x 0.411 1.64 LBO1+PVP
183 R. bifrons B4 6.19 7.10 4x 0.382 1.53 LBO1+PVP
182 R. bifrons B4 6.26 5.61 4x 0.390 1.56 LBO1+PVP
167 R. bifrons B4 6.80 7.80 4x 0.403 1.61 LBO1+PVP
131 R. bifrons B4 7.23 6.62 4x 0.378 151 LBO1+PVP
132 R. bifrons B4 6.05 8.13 4x 0.384 154 LBO1+PVP
177 R. bifrons B4 14.05 8.33 4x 0.421 1.68 LBO1+PVP
21 R. bifrons Dusna 1l 2.16 5.68 4x 0.374 150 LBO1+PVP
22 R. bifrons Dusna 1 4.09 6.37 4x 0.437 1.75 LBO1+PVP
147 R. bifrons Dusna 2 3.22 6.87 4x 0.382 1.53 LBO1+PVP
155 R. bifrons Dusna 2 3.23 4.40 4x 0.384 1.54 LBO1+PVP
25 R. bifrons Dusna 2 6.55 8.28 4x 0.419 1.68 LBO1+PVP
196 R. bifrons Ratiba 1 6.06 6.92 4x 0.449 1.80 LBO1+PVP
230 R. bifrons Ratiba 1 6.09 6.91 6X 0.407 2.44 LBO1+PVP
225 R. bifrons Ratibag 1 5.98 5.80 4x 0.409 1.63 LBO1+PVP
198 R. bifrons Ratiba 1 4.42 6.85 4x 0.421 1.68 LBO1+PVP
191 R. bifrons Ratibag 1 4.41 6.38 4x 0.397 1.59 LBO1+PVP
199 R. bifrons Ratiba 1 3.83 4.62 4x 0.400 1.60 LBO1+PVP
200 R. bifrons Ratiba 1 5.06 7.36 4x 0.408 1.63 LBO1+PVP
194 R. bifrons Ratiba 1 4.69 6.30 4x 0.399 1.60 LBO1+PVP
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192 R. bifrons Ratibag 1 3.62 5.89 4x 0.423 1.69 LBO1+PVP
195 R. bifrons Ratiba 1 4.28 5.85 4x 0.414 1.66 LBO1+PVP
190 R. bifrons Rusava 1 2.86 6.67 4x 0.404 1.61 LBO1+PVP
187 R. bifrons Rusava 1 3.81 6.36 4x 0.411 1.64 LBO1+PVP
188 R. bifrons Rusava 1 3.81 6.49 4x 0.419 1.68 LBO1+PVP
186 R. bifrons Rusava 1 3.19 8.56 4x 0.385 1.54 LBO1+PVP
202 R. bifrons Rusava 2 3.15 6.28 4x 0.386 1.54 LBO1+PVP
201 R. bifrons Rusava 2 5.19 6.11 4x 0.397 1.59 LBO1+PVP
205 R. bifrons Rusava 2 4.24 6.36 4x 0.389 1.56 LBO1+PVP
343 R jari-cimrmanii R57/08 3.87 7.16 4x 0.405 1.62 LBO1+PVP
373 R ser.Glandulos R17/08 8.35 8.77 4x 0.378 1.51 LBO1+PVP
385 R ser.Glandulos R17/08 7.64 7.85 6Xx 0.352 2.11 LBO1+PVP
379 R ser. Glandulosi R17/08 3.51 3.21 6X 0.380 2.28 LBO1+PVP
381 R ser.Glandulos R17/08 3.28 6.37 4x 0.361 1.44 LBO1+PVP
380 R ser.Glandulos R17/08 2.88 8.02 4x 0.363 1.45 LBO1+PVP
375 R ser.Glandulos R17/08 3.92 5.67 4x 0.367 1.47 LBO1+PVP
386 R ser.Glandulos R17/08 3.85 5.72 4x 0.356 1.42 LBO1+PVP
374 R ser.Glandulos R17/08 3.06 5.31 4x 0.376 1.50 LBO1+PVP
387 R ser. Glandulosi R17/08 474 4,52 4x 0.373 1.49 LBO1+PVP
378 R ser.Glandulos R17/08 5.45 7.58 4x 0.356 1.42 LBO1+PVP
372 R ser.Glandulos R17/08 3.36 5.07 4x 0.354 1.42 LBO1+PVP
377 R ser.Glandulos R17/08 3.36 5.29 4x 0.374 150 LBO1+PVP
382 R ser.Glandulos R17/08 2.78 5.82 4x 0.384 1.53 LBO1+PVP
384 R ser.Glandulos R17/08 3.36 4.33 6Xx 0.394 2.36 LBO1+PVP
383 R ser.Glandulos R17/08 3.47 4.88 4x 0.379 1.52 LBO1+PVP
371 R ser.Glandulos R17/08 4.86 4.97 4x 0.379 151 LBO1+PVP
376 R ser.Glandulos R17/08 3.86 5.79 4x 0.372 1.49 LBO1+PVP
370 R ser.Glandulos R17/08 3.70 5.46 4x 0.375 150 LBO1+PVP
348 R. indusiatus R59/08 3.56 5.41 4x 0.359 1.44 LBO1+PVP
1001 R. indusiatus R63/08 2.98 7.38 4x 0.393 1.57 LBO1+PVP
1101 R. vatavensis R56/08 4.09 6.19 4x 0.360 1.44 LBO1+PVP
pramérna hodnota 4.54 6.05 0.392

smérodatna odchylka 1.78 1.30 0.02
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Obr. 18 Vzorek. 202 bez tezu Obr. 19 VzotelB79, ktery byl naslednorezan

Tabulka 3 uvadi 1Cx hodnoty jednotlivych popul&ciser.Glandulosi a R. bifrons.
Z vysledki je Zejmé, Ze Zlaznaté ostruziniky ser.Glandulosi maji oproti taxontR. bifrons
nizsi velikost genomu a to 0,371 pg, coZ odpovidaeni o 7,4 % oproti pmeérné velikosti
jedné chromozomové sadyRubifrons.

Variabilita v ramciR. bifrons neumo#uje jednotlivé populace od sebe odlisit na
zaklad velikosti genomu. Jednotlivé populace je moznaéldad velikosti genomu pouze
priblizné rozcklit do dvou skupin. Velikost jedné chromozomovéys@tCx) u populace B1,
B4, DuSna 2 a Rusava 2 se pohybuje v rozmezi (g% ¥ 0,395 pg. Oproti tomu velikost
1Cx u populaci B3, Dusna 1, Rusava 1 a RaiibectSi a pohybuje se v rozmezi od 0,405 do
0,413 pg. Coz je vid na Obr. 20 kralskovych diagram.

Tabulka 3: Pimérna velikost jedné chromozémové sady u studovanyopulaciR. bifronsaR. ser.
Glandulosi.

taxon populace ptimér 1Cx [pg] + sm. odch
R. bifrons Bl 0.395 0.010
R. bifrons B3 0.409 0.013
R. bifrons B4 0.394 0.013
R. bifrons Dusna 1 0.405 0.031
R. bifrons Dusna 2 0.395 0.017
R. bifrons Ratiba 1 0.413 0.015
R. bifrons Rusava 1 0.405 0.013
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R. bifrons Rusava 2 0.390 0.004

R. ser Glandulos R17/08 0.371 0.011
0.5
’ ®
0.4

_1Cx

o
>
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B1 B3 B4 Dusl Dus2 R17/08 Ratl Rusl Rus2
populace

Obr. 20 Variabilita ve velikosti genomu jedné chamomové sady
mezi jednotlivymi populacemi

RovnéZ v ramci vSech studovanych taxorisem zjistila jen malou variabilitu ve
velikosti genomu (tabulka 4). Nejgi ptimérnou velikost jedné chromozomové sady Ra
bifrons 1Cx = 0,401 pg + 0,016. Nejmensi velikost 1Cx gjlaténa u jednoho studovaného
zastupceR. vatavensis (1Cx = 0,360 pg). Celk@vse studované taxony daji r@at na ty
s menSim genomenmR( ser. Glandulosi, R. vatavensis a R. indusiatus) oproti R. jari-
cimrmanii a Rbifrons, které maji genom&si. Je ovSemie¢ba pihlédnout i na variabilitu
uvnitt studovanych taxan Nagiklad uR. bifrons m¢l jedinec 21 z populace Dusna 1Cx =
0,374 pg.

Na Obr. 21 je vidt, Ze R jari-cimrmanni a R. vatavensis byly zastoupeny pouze
jednim jedincem, tedy tam Zadna variabilita neifést® se vyrazhodliSuji od ¥tSiny hodnot

ostatnich taxofn

Z obrazku rovaz vyplyva, ze taxorR. bifrons ma vysokou variabilitu, ale zcela
jednozn&né se odliSuje od taxdnR. ser.Glandulosi aR. indusiatus. Rubus bifrons ma \&tsi
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genom neR. ser.Glandulosi, a to nejen v @iméru, ale i v medianu a celkovém zastoupeni
vSech ndieni.

Tabulka 4: Pimérna velikost jedné chromozémové sady u studovaigtni roduRubus.

taxon pramér 1Cx [pg] + sm. odch
R. bifrons 0.401 0.016
R. ser. Glandulos 0.371 0.011
R. indusiatus 0.376 0.017
R. vatavensis 0.360 0.000
R. jari-cimrmanii 0.405 0.000
0.5+
] @
0.4-
. ] _
O
'l_l _
03 .

T T T T T
bifrons  jari-cimrmani  glandulosi  indusiatus  vatavensis

taxon

Obr. 21 Variabilita ve velikosti genomu jedné chomomové sady mezi
jednotlivymi taxony
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5.3. Analyza pufri vybranych zastupai rodu Rubus

Pufry byly testovany nétyiech vzorcich rostlin €. 117,¢. 170,¢. 315 (tito jedinci
byli péstovani ve skleniku) & 228 (tato rostlina bylagstovana na pozemku). Na obrazcich
je jednoznané vidét, Ze rostlinam na pozemku (Obr. 23) seildapodstaté lépe nez
rostlinam gstovanych ve skleniku (Obr. 22). Steptaré rostliny na pozemkuehy podstatg
veétSi paet vyhori a vydatwjSi olistni.

| S5

Obr. 22 Vzorek. 315R. bifrons Obr. 23 Vzorek. 228R. bifrons

Data ziskanaipméieni uvadi tabulka. 5 a 6. Nejvhod§jSim pufrem pro réeni listi
na FCM je LBOl1 s merkaptoethanolem (Obr. 24 bYymgrné CV vzorku bylo 4,57.
Uspokojivé vysledky poskytl i pufr LBO1 (Obr. 24 @ptimérnym CV 5,95.

Pufr Hepes (Obr. 24 d) se jevi jako maémodny, pesto poskytl data, ktera by se dala
pouzit alespi pri urcovani ploidie v rod Rubus. Pripadna modifikace tohoto pufru by mohla
znane¢ zlepsit vysledek nappiidanim ¥tSiho mnozstvi PVP.

Jako zcela nevhodné se ukazaly pufry MdObr. 24 e) a Otto | a Il (Obr. 24 f)tiP
pouziti €chto puf bylo pozadi vzorku iliS vyrazné a nebylo vém moZzné ulit pik

odpovidajici studovanému vzorku.

LBO1 s merkaptoethanolem a PVP (Obr. 24 c) poskigkvapiw velmi Spatné
vysledky. Pémeérné CV standardu bylo sice dobré 4,09; avSdknprné CV vzorku 21,77 je
nepouzitelné, jelikoz pozadi vzorku je velmi vyrédzipodobg jako u MgCh a Otto | a Il
Vzorek ¢. 315 byl ngfen i na absolutni obsah DNA, v tomttigact bylo CV = 4,31 — na
tento vysledek byl vSak pouzit tzv. gating, protgsel tak dobe (steji jako u \&tSiny
ostatnich vzork).
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Tabulka 5: D#i data zji&na pomoci testovanych pufr

dislo taxon populace pufr cv vzorek cv standard gating
315 bifrons Bl LBO1 8,58 1,58 ne
315 bifrons Bl LBO1 6,46 4,75 ne
228 bifrons Ratiba 1 LBO1 5,66 4,43 ne
228 bifrons Ratiba 1 LBO1 5,23 4,52 ne
170 bifrons B4 LBO1 6,13 4,18 ne
170 bifrons B4 LBO1 470 3,40 ne
117 bifrons B2 LBO1 5,66 3,24 ne
117 bifrons B2 LBO1 5,17 3,48 ne
315 bifrons Bl LBO1 s merk. 5,24 3,51 ne
315 bifrons Bl LBO1 s merk. 4,94 4,49 ne
228 bifrons Ratiba 1 LBO1 s merk. 6,54 3,04 ne
228 bifrons Ratiba 1 LBO1 s merk. 4,46 2,80 ne
170 bifrons B4 LBO1 s merk. 4,96 4,15 ne
170 bifrons B4 LBO1 s merk. 3,73 4,12 ne
117 bifrons B2 LBO1 s merk. 4,23 3,13 ne
117 bifrons B2 LBO1 s merk. 3,87 3,20 ne
315 bifrons Bl LBO1 s merk. a pvp 4,15 2,53 ne
315 bifrons Bl LBO1 s merk. a pvp 29,48 4,82 ne
228 bifrons Ratiba 1 LBO1 s merk. a pvp 11,41 3,83 ne
228 bifrons Ratiba 1 LBO1 s merk. a pvp 24,32 4,06 ne
170 bifrons B4 LBO1 s merk. a pvp 25,75 3,89 ne
170 bifrons B4 LBO1 s merk. a pvp 26,96 5,35 ne
117 bifrons B2 LBO1 s merk. a pvp 26,05 4,48 ne
117 bifrons B2 LBO1 s merk. a pvp 26,02 3,75 ne
315 bifrons Bl Hepes 7,14 3,71 ne
315 bifrons Bl Hepes 8,42 5,83 ne
228 bifrons Ratiba 1 Hepes 7,72 3,91 ne
228 bifrons Ratiba 1 Hepes 9,53 4,32 ne
170 bifrons B4 Hepes 5,89 4,44 ne
170 bifrons B4 Hepes 5,91 3,76 ne
117 bifrons B2 Hepes 6,46 4,02 ne
117 bifrons B2 Hepes 6,55 5,41 ne
315 bifrons Bl Tris - MgCh X X ne
315 bifrons Bl Tris - MgCh X X ne
228 bifrons Ratiba 1 Tris - MgCl, X X ne
228 bifrons Ratiba 1 Tris - MgCl, 28,97 5,56 ne
170 bifrons B4 Tris - MgCh X X ne
170 bifrons B4 Tris - MgCh 25,60 44 .82 ne
117 bifrons B2 Tris - MgCh X X ne
117 bifrons B2 Tris - MgCh X X ne
315 bifrons Bl Ottolall X X ne
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315 bifrons Bl Otto lall 23,73 10,91 ne

228 bifrons Ratiba 1 Ottolall X X ne

228 bifrons Ratiba 1 Ottolall X X ne

170 bifrons B4 Ottolall X X ne

170 bifrons B4 Ottolall 22,44 8,93 ne

117 bifrons B2 Ottolall X X ne

117 bifrons B2 Otto l alll 26,05 13,13 ne
Tabulka 6: Di¢i data zji&na pomoci testovanych ptfr pimérné hodnoty

dislo taxon pufr prim. cv vzorku prim. cv standardu

315 bifrons LBO1 7,52 3,17

228 bifrons LBO1 5,45 4,48

170 bifrons LBO1 5,42 3,79

117 bifrons LBO1 5,42 3,36

315 bifrons LBO1 s merk. 5,09 4,00

228 bifrons LBO1 s merk. 5,50 2,92

170 bifrons LBO1 s merk. 4,35 4,14

117 bifrons LBO1 s merk. 4,05 3,17

315 bifrons LBO1 s merk. a pvp 16,82 3,68

228 bifrons LBO1 s merk. a pvp 17,87 3,95

170 bifrons LBO1 s merk. a pvp 26,36 4,62

117 bifrons LBO1 s merk. a pvp 26,04 4,12

315 bifrons Hepes 7,78 4,77

228 bifrons Hepes 8,63 412

170 bifrons Hepes 5,90 4,10

117 bifrons Hepes 6,51 472

315 bifrons Tris - MgCl, X X

228 bifrons Tris - MgCh 28,97 5,56

170 bifrons Tris - MgChL 25,60 44,82

117 bifrons Tris - MgChL 26,44 6,11

315 bifrons Ottolall 23,73 10,91

228 bifrons Ottolall X X

170 bifrons Ottola ll 22,44 8,93

117 bifrons Ottolall 26,05 13,13
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6. Diskuse

6.1. Analyza variability velikosti genomu u vybranych pgulaci

rodu Rubus

Mnozstvi jaderné DNA a velikost genomu jsou vhodw@phujici znaky pro
charakterizovani druh Jejich studium finasi rozsdhlé moznosti praktického vyuZziti (Betinet
& Leitch 2005a). Od p&atku 80. let 20. stoletitipyva vyzkumi, které popisuji existenci
rozdili ve velikosti genomu mezi jedinci jedné populacdmenezi populacemi stejného
druhu (Ohri 1998). V saiasnosti se row¥ rozmahaji srovnavaci studie v proporci GC/AT
bazi na zaklatdpouZziti specificky se vazajicich barviv (Hollan@ePohl 1980). Tato metoda
byla pouzita nap pii studiu ¢eledi Brassicaceae, Cyperaceae, Poaceae nebo Salicaceae
(BureSet al. 2007).

Rostlinny genom je povaZzovan za pgné stabilni a je jednim z vyznamnych zidak
ktery definuje biologicky druh (Ohri 1998).

Variabilita ve velikosti genomu v ramci krytosemgah rostlin je obrovska. Nejmensi
obsah DNA byl narren u Genlisea margaretae (genlisej) zteledi Lentibulariaceae -
bublinatkovité (1Cx = 0,064 pg) (Greilhubet al. 2006), oproti tomu nefSi genom ma
Fritillaria assyriaca (rebeik) z Lilliaceae (1Cx = 127, 40 pg) (Bennett & Leitch 2005b).

Velikost genomu pro dvvchromozomové sady (2C) deledi Roseceae se pohybuje
v rozmezi 0,20 — 7,30 pg a je zastoupeimymi ploidnimi stupni. Najklad v podeledi
Spiraeoideae se vyskytuji druhy s relatiénvelkou velikosti genomu, coz podporuje teorii o
polyploidnim mivodu této podeledi. Velikost genomuéthto evazri tetraploidnich druin
se pohybuje v rozmezi 2C = 1,15 - 3,17 pg (Jedzykj& Sliwinska 2010). Tetraploidni druh
Rubus alceifolius mé velikost genomu 2C = 1,62 — 1,82 pg (Thiem &vibkska 2002), coz
priblizné odpovida vysledkv mé studii druhtR. bifrons (2C = 1,50 — 1,80 pg), oproti nim je
velikost genomu zastupcR. ser.Glanduloss menSi (2C = 1,42 — 1,57 pg). Tetraploidni a
triploidni druhy R. alceifolius maji obsah jaderné DNA 1,29 — 1,75 pg, cnd@arozdilnost
obsahu jaderné DNA @ze byt zfisobena vnitrodruhovymi rozdily ve velikosti genordiky

hybridizaci mezi blizce #lbuznymi druhy, cozZ je v r@dRubus ¢asté (Buragohain 2011).
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Z ¢ehoz vyplyva, Ze variabilita ve velikosti genomaastupé R. ser.Glandulosi je relativre

mala (+ 0,15 pg), avSak variabiliteRubifrons je vétsi (£ 0,3 pg).

V rod¢ Rubus muzeme nalézt ancestralni diploidni druhy, ale ddvia Fevazr
odvozené polyploidy od triploid az po dodekaploidy (Moore 1984)reldpoklada se, ze
dnesni druhy vznikly crossing-overem z diploidnidnuhi — hybridizaci a naslednou
polyploidizaci (Jennings 1988). Se zvySujici seddla roduRubus rovréz dochazi k ndistu
rozdili ve velikosti genomu <€im vysSi ploidie, tim #Si je rozdil mezi genotypy stejné
ploidie (Meng & Finn 2002).

Rozmanitost v chromozomovych ech u naSich ostruzinik je zn&na, je

zastoupena 6 ploidnimi stupni (2x — 8x, s vyjimkoQ (Travnéek et al. 2000b).

Studovani zastupcRubus bifrons stejré jako R. ser. Glandulosi jsou Fedevsim
tetraploidi s gkolika hexaploidnimi vyjimkami, coZz odpovid&eppokladané ploidni Grovni.
R. bifrons predstavuje snadno rozpoznatelny tetraploidni druie S8scolores (Travnicek &
Zazvorka 2005). Ostruziniky ze sérfglandulosi jsou obvykle tetraploidni, vyjimmé
pentaploidni (Traviek, osobni stleni).

U Sesti zastupc zkoumanych druin jsem detekovala hexaploidni Urdyektera je
zjisténa pro tyto druhy zcela névTito jedinci Zejm¢ vznikly oplozenim neredukovaného
vajicka redukovanou spermatickouiou, coz je proces vyskytujici se i u jinych diuh
s aposporickou apomixii (Khush 1994; Talent 2009).

Jednotlivé populace se daji na zaklaelikosti genomu fiblizné rozctlit do dvou
skupin. Velikost 1Cx u populace Bl, B4, Dusna 2usd&¥a 2 se pohybuje v rozmezi 0,390 pg
az 0,395 pg. Oproti tomu velikost 1Cx u populaci B&3na 1, Rusava 1 a Ratilje wtSi a
pohybuje se v rozmezi od 0,405 do 0,413 pg.

ZastupciR. ser.Glandulosi maji oproti taxonwR. bifrons velikost chromozomové sady
mensi, a to 0,371 pg. Jedna se vSakammpmeé hodnoty a mezi jednotlivymi jedinci v ramci
populace byla variabilita ve velikosti genomu vySN@giklad rekteri zastupci skupiny
s menSim genomemadatvelikost vySSi nez gimer s genomem&Sim (nap. vzoreke. 284 —
B1 = 0,424 pg).
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6.2. Analyza chemickych pufri na vybranych zastupcich rodu
Rubus

Razné typy pufié byly vyvinuty tak, aby zachovaly jadernou integrithranily DNA
pied znEenim a usnadnily jeji barveni. Vhodné chemickéestdpufii se liSi pro dany druh
Ci tkan. Obecr se jevi, Ze LB01 a Otto jsou nejvh@gBi pufry pro méteni obsahu DNA z
lista rostlin, oproti tomu Tris-MgGlje povazovan za nejhorsi (Doleztlal. 2006), coz se

v naSem fipact zcela nepotvrdilo.

PrestoZe se LBO1 pufr gidanym PVP nejevi jako nejvhoggi (jak se pi srovnani
jednotlivych pufii ukazalo), vyuZzila jsem jej ke studiu velikosti gemu (pop. ploidie) v roc
Rubus. Pufr LBO1 s PVP sedn¢é pouziva i stanoveni jaderné DNA ostruzitiilze semen,
proto se pedpokladalo, Ze tento pufr bude steyhodny i pro listy ostruzinik Analyza
pufri se provadla az na z&ur, kde to vyslo najevo. Vhodjsi by bylo pouZit pufr LBO1

s merkaptoethanolem.

U wetSiny vzorki musel byt pouZit tzv. gating i@z piku v poéitatovém vystupu
analyz, kterym se odstfaje nespecifické pozadi a sniZuje koeficient valitgbvysledného
piku). Vysoky koeficient variability je Zigsoben pitomnosti metabolit zcela &znych v rod
Rubus. Tento Sum fisobi znan¢ problémy pi vysledné analyze dat, kdy je hodnotamérné
pozice piku zkreslena vyraznym nespecifickym pamadickteré druhy se podido zmerit i
bez dezu, kdy nafiklad CV vzorku¢. 202 bylo pouze 3,21;iejmeé diky nizSi pitomnosti
sekundarnich metabalita g'esné kalibraci gitokového cytometru. Dikyimto komplikacim
je rod Rubus fazen mezi problematické druhyi pstanovovani velikosti genomu pomoci

priatokové cytometrie (Jedrzejczyk & Sliwinska 2010).

StudieComparison of Four Nuclear Isolation Buffers for Plant DNA Flow Cytometry
z roku 2006 srovnava 4izné pufry (Galbraith’s; LBO1; Otto I,1l a Tris.Mg&lpouzité pi
jaderné izolaci DNA rostlin. Ke studiu bylo pouzitaostlinych drufi (Sedum burrito, Oxalis
pes-caprae, Lycopersicon esculentum, Celtis australis, Pisum sativum, Festuca rothmaleri a
Vicia fabla). Testovany byly mladé listg¢hto drulii (DoleZelet al. 2006).

Pro druhOxalis pes-caprae autdi uvacji jako jediny vhodny pufr Otto I.-1l. zidzodu
kyselé cytoplazmy, ktera obsahuje kyselintav&lovou. Lycopersicon esculentum, Vicia
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fabla, Festuca rothmaleri a Pisum sativum pati mezi dolbe mefitelné druhy, pouzé&estuca

rothmaleri se hife zpracovana, protoze ma tuhé listy. Nicegmouzitelné vysledky byly
nanefeny pomoci pufr Otto a LBO1 Celtis australis uvohuje slizove latky, diky nimz se
zvySuje viskozita vzorku, coz zalitge uvohovani jader z buik. Z divodu vySSi
koncentrace detergentu, které rusi slizowinék latek, uvagji Dolezel et al. jako

nejvhodrgjsi pufr Tris-MgCh.

Pufr Otto dosahuje velmi dobrych vyslédipii méreni vzorki s velmi kyselym
cytosolem (pH < 3) (Dolezel & Barto$ 2005). Dole&tlal. (2006) uvaii, Ze kyselina
citronova obsazena v pufru zlepSujéspupnost fluorescéniho barviva k chromatinu a
homogenizuje ho, dikgemuz dochazi k odstrami rozdili v intenzi€ zabarveni u jader se

stejnym obsahem DNA, coZ pakepre vyswtluje niZSi hodnoty CV.

Slozeni pufru Otto zahrnuje detergent Tween 20@ykigohuje jadra z bugk. Je
slabsSim detergentem nezZ Triton X-100 (LBO1, HepdsidiZ mé& niZSi schopnost ukolvani
jader z bugk (Dolezelet al. 2006).

Rostliny, které maji nizky obsah DNA, vysoky obsabdy v listech a obsahuji
tiisloviny, se Spathanalyzuji s jakymkoli pufrem n&pSedum burrito (rozchodnik) (Dolezel
et al. 2006). RovizZ druhy rostlin obsahujici slizové latky, jsou otespati méritelneé, diky
zvySovani viskozity vzorku, coz brani uvéim jader z buék a zpisobuje jejich shlukovani
napr. Celtis australis (brestovec jizni). Pro takové druhy rostlin se &kl pufr Tris-MgCls,
ziejme diky pritomnosti vysSi koncentrace neiontového detergekitery rusi aglutinéni
ucinek slizovitych slogenin (Dolezelet al. 2006). Roviz pridani merkaptoethanolu ke
snizit viskozitu suspenze jader, jak bylo #i&t na Katete botaniky UP § studiu rodi
Silla ¢ Allium (Sarhanova, Jandové, osobnéledi). VSeobect mnoho rostlinnych drith
obsahuje v listech velké mnoZstvi sekundarnich Inodith nag. Rosaceae - razZovité
Geraniaceae — kakostovité (Suda 2005Rubiaceae - maenovité, Solanaceae - lilkovité,
Ranunculaceae - pryskynikovité (Wink 1997), diky nim se povaZzuji za peblatické pro
meteni velikosti genomu pomocigiokové cytometrie (Jedrzejczyk & Sliwinska 2010).

Kromé volby vhodného pufru je mozné vyuzit Kifani jiné, nezelen&asti rostlin
jako nap. semena, k@ny, oktni listky, prasniky, listové pochvy apod. Vyhodeemen je
snadnost jejich uchovani. Bylo dokazano, ze ¥8im piipadi poskytuji lepSi histogramy
jader semena nez listy. V listeckierych druli, bez gidani antioxidant, bylo €zké rozlisit

vrcholy piki nebo byly vrcholy posunuty diky poklesu fluoresmeenzZéehoz vyplyva, ze
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pouziti semen fize zn&né zjednodusit rikeni (Jedrzejczyk & Sliwinska 201Gadu vyhod
ma také mieni obsahu DNA z Kenovych meristéy nag. negitomnost sekundarnich
metabolifi a délka skladovani, zejméndi gbéru materidlu, ktery se neda ihned &in
Nevyhodou je vSak nizka W#nost, pro nieni je poteba velké mnoZzstvi materialu a
specialni metody zpracovani (Sileaal. 2010). V gipact problematickych drulnje mozné
pro mefeni pouzit také olksni listky — nap. u Brassica oleracea (hlavkové zeli) (Kudo &
Kimura 2002) a prasniky na@roccoli (brokolice) (Farnhanst al. 1998).

Obecré vSak nelzeict, ktery pufr je nejvhodijSi. Kazdy misobi na konkrétni druh
rostlinného pletiva jinym zisobem v zavislosti na metabolitech. Naopak Ize tadogat, Ze
nekteré rostlinné druhy jsou kli vysokému obsahu sekundarnich metaboke studiu

velikosti genomu pomoci fitokoveé cytometrie nevhodné.
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7. Zavér

Bakal&ska prace shrnuje Udaje o variabilie velikosti genomu na vybranych populacich
rodu Rubus metodou pitokové cytometrie, ktera se v s@asnosti pi studiu rostlin zcela

béZzne vyuziva.

Cilem prace bylo vypracovat reSerSi na dané téraistit, zda existuje variabilita ve
velikosti genomu na vybranych populacich rd@ubus. Celkow bylo metodou prtokové
cytometrie zmdfeno 71 zastupic rodu Rubus. VétSina jedind odpovidala pedpokladané
tetraploidni Urovni, pouze 6 zastupdylo hexaploidnich. Variabilita mezi jednotlivymi
populacemi je pogrné mala. Velikost 1Cx u populace B1l, B4, DusSna 2 &d®a 2 se
pohybuje v rozmezi 0,390 pg - 0,395 pg. Oproti toralikost 1Cx u populace B3, Dusna 1 a
Rusava 1 je vySsi 0,405 pg - 0,413 pg. U jednathiviaxors roduRubus se velikost genomu
prilis neliSila. NejwtSi ptimérnou velikost genomu maR. bifrons 1Cx = 0,401 pg, oproti

tomu nejmensi byla zji&a u jednoho studovaného zastuBceatavensis 1Cx = 0,360 pg.

Déle bylo pomoci roztlakovych preparatjisteno, Ze tetraploidni zastupci rodRubus

maji 28 chromozorina absolutni velikost genoméchto jeding byla stanovena na 1,625 pg.

Analyza fiznych druli pufri poskytla zajimaveé vysledky, kdy nejvh@im pufrem pro
meteni rostlinnych vzonk byl LBO1 s merkaptoethanolem,tjpnérné CV vzorki bylo 4,75.
Naopak jako zcela nevhodné se ukazaly pufry Tri€Ma@ Otto | a I, jelikoZ jejich

chemické sloZeni nebylo schopné odstrégiihé metabolity ostruzinik
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