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Souhrn

Zastupci rodu kosava (estuca sp.) tvdi vyznamnou sotast travnich sisi
vyuZivanych v picnin&tvi, pouzivaji se rowZ v travnikovych srsich na osev if&t,
sportovi¥ a parki. Kostavy jsou charakteristické rozsahlym r&novym systémem,
zamezujicim erozijmly. Dokie snaSeji sucho a mraz a jsou odolaé vétSine houbovych
a plisiovych chorob.

Genom trav neni, na rozdil od hospistkd vyznamgjSich drulii, jako je pSenice
a je&émen, filiS prostudovan. Mezi metody umajici ziskat dostatmé mnozstvi materialu
pro studium genomu (jader a chromoZgmpati synchronizace bwiného cyklu. Jako
vychozi material pro tuto metodiku jsou vhodné sternatické biky z karenovych Spiek,
které Ize porérné snadno ziskat z nakéinych semen.

V predkladané praci jsem zoptimalizovala metodiku symmizace bu&ného cyklu
u korenovych meristéin kostavy lwni (Festuca pratensis Huds.). Bi synchronizaci
burg¢ného cyklu jsou hiky vystaveny podminkam, které jim zabrani v plynulprichodu
cyklem. Dojde tak k nahromadi burgk v urité fazi buréného cyklu. Po odstrani
inhibi¢niho ¢inidla prochazeji bitky cyklem synchron®ia je mozné it optimalni ozdravny
cas (RT, recovery time), kdy je nejvySsi mitotickdinata burek. Po akumulaci metafazi jsou
kofenové meristétmy zafixovany pomoci formaldehydu. I&h®u mechanickou
homogenizaci dojde k uvalni burek do lyzaniho purfu. Takto vznikne suspenze, vhodna
pro tidéni jednotlivych chromozof praitokovou cytometrii. Ziskame tak velké mnozstvi

metafaznich chromozaimkteré maji nefeberné vyuziti v rostlinné cytogenetice a genomice.



Summary

Fescue species belong to the grasses used forefarad) turf purposes. They also play
fundamental role in environment protection. Fescaes characterized by great ability to
survive under biotic and abiotic stress (such asnser drought, winter freezing and fungal
diseases). Genomes of the grasses are not wideligdtunlike other economically important
plants like wheat barley and rice. Cell cycle syodization is one of the methods feasible to
obtain sufficient quantities of nuclei and chromme&s for genomic and cytogenetic studies.
The starting material for this method is meristemésue of root tips which can be obtained
from germinated seeds.

In this work | optimized the method of cell cyagnchronization in root tip meristems of
meadow fescuerHestuca pratensis Huds.). Synchronization of the cell cycle was heacby
the accumulation of the cells in a certain phaseetifcycle followed by removal of a block
agent and synchronous restart of cell cycle. Remavathe inhibitory agent enabled
synchronous restart of mitosis in the cells. It ywassible to determine recovery time (RT)
optimal to reach the highest mitotic activity okthells. The cells are thereafter fixed with
formaldehyde mechanically homogenized and remontxdthe lysis buffer. Such suspension
is suitable for sorting of individual chromosome(sy flow cytometry. These sorted
metaphase chromosomes can be used in many appigatf grass genomics and

cytogenetics.
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1. Uvod

Rozsfeni travnich poroétnebylo v minulosti tak rozsahlé, jak je tomu v &msnosti.
DrivejSi raz krajiny tvdily lesy a lesostepi. Travy osidlovaly jen such&psty nejvychodjsi
oblasti Evropy. Louky a pastviny byly vytieny ungle s rozvojem obhospotiavani pdy,
kdy pavodni lesni porosty byly vykaceny a nahrazeny &&skou pidou. VySe polozené
oblasti se z&aly vyuZivat jako pastviny. V séasné dob nalezneme travy ve vSechstech
swta viad® biotopi, dokonce i ve sladkych vodachét®inou jsou to byliny s Gzkou a dutou
kolénkatou lodyhou (stéblem).

Travy jsou pirozenou so&asti nejen pastvin a luk, ale diky Slectitokrasnych odid je
najdeme jako nedilnou séast park, détskych Hist, sportovi$ a technickych ploch na
sidlistich,¢i podél pozemnich komunikaci. Velmi odolné druhgzimeZ pati kostava I&ni
(F. pratensis Huds.), se vyuZivajiipdevSim v picniritvi jako krmiva. Kosava I&ni je
znané odolna wici mechanickému poskozenijigaevsim pak seSlapu. Vynika rychlou
regeneréni schopnosti, coZ se projevi stalou zelenostiéopktchy, kdy ani v extrémnich
podminkach sucha a mrazu nevznikaji nevzhledadéplochy.

Rozvoj molekularnich a cytogenetickych metod vedilkbSimu poznani kiky, jadra
a genomu. V mnoha fipadech se zavedeni molekuk&biologickych metod projevilo
v zefektivieni a zkraceni délky Sleainti u fady rostlinnych a ZzivaSnych druld.
Cytogenetické metody poskytuji cenné informace prharakterizaci jednotlivych
chromozondi a dalSi studie jaderného genomu. Dostete mnozstvi materidlu pro
cytogenetické studie poskytujiftky, nachazejici se ve stejné fazi bemého cyklu, které Ize
ziskat chemickyi fyzikalné navozenou synchronizaci ligného cyklu.

V této praci je vypracovana metodika synchronizigai¢ného cyklu u kosgavy lueni.
Optimalizaci bud¢ného cyklu bylo ziskano dostate mnoZzstvi butk, vhodnych proridéni
pomoci ptitokové cytometrie a nasledné cytogenetické a gemérstudie genomu kdsivy

luéni.



2. Charakteristika rodu Festuca a taxonomie

Kostravy jsou hoji rozStenym rodem trav zahrnujicinigs 550 druth. Rostou na vSech
kontinentech mimo AntarktiduétSinou v oblasti mirného pasu. Vyskytuji se tézopéch
a v horskych oblastech (Claytenal., 2002).

Kostravy pati dotradu lipnicotvardPoales (starSim nazver@ramineae), ¢elad’ lipnicovité
Poaceae (Catalanet al., 2004). Od zakladni eva@hi vetve kostav (Obr. 1) se odvozuji mensSi
rody jako mrvkaYulpia sp.), jilek Loliumsp.)¢i pohaika (Cynosurus sp.).

Rod kostava je téZz evoln¢ blizce gibuzny s modelovym druherBrachypodium
distachyon (2n = 10).

\ V4 7 y
Vulpia

. -
cynoswus

Obr. 1. Evoléni vztahy kodtav a blizce fibuznych rod. Z hlavni evoldni vétve kostav se vyvinul rod jilek
(Lolium sp.). Mezi blizce iibuzné rody rodu ko&tva paiti rody mrvka Yulpia sp.) a poh&ka (Cynosurus sp.,
upraveno podle Claytoet al., 1986).

Kostravy se roz8uji na Gzkolisté a Sirokolisté. Mezi Sirokolistédtavy pati kostava
lu¢ni (F.pratensis Huds.) a kosava rékosovitaK.arundinacea Schreb.). Kvetou od jara do
|éta rozetvenymi latami nebo hrozny, které maji dva i vitéski. P urcovani jednotlivych
druhi kostav se vychazi z tvaru tzv. ja#gu, ktery se nachazi na rozhrani spothsiti listu,
ktery objiméa lodyhu jako tzv. pochva. Kisty jsou trsnaté travy s mohutnymi&oovym
systémem, které déd rostou v propustnéi@. Jsou velmi odolné a vytrvalé, snaseji sucho
amraz. Ve volnéifrod je nefastji najdeme na loukach a pastvinach. PouZivaji saéo
ve sngsich pro kvalitni pici a silazovani (Kbnemaairal., 2007).

Diploidni predci kostavy Iweni byli hojrg rozSteni v oblasti sedni Evropy a Eurasie,
odkud se §ili do vychodni Evropy a do dalSi@asti s¥ta (Obr. 2). Na pomezi vyskytu dvou

raznych rostlinnych druin ¢asto dochazelo a dochazi k jejictizeni, které mize vést az ke
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vzniku novych drub. Frikladem ntize byt kostava rakosovitd, ktera vznikla mezidruhovou
hybridizaci kostavy Iueni aF. glaucescens (Malik et al., 1967; Lewis, 1977).

Obr. 2. Redpokladané hlavni migtai cesty spojené s evoluci kizst (upraveno podle Indet al. 2005).
Piivodni (ancestralni) druhy kdav se rozdily z mirného pasu vychodni Evropy do celé Eurasigo dalSich
switadild.

2.1. Kostava luéni

2.1.1. Morfologie

Kostrava Iwni pochazi z mirného pasuestni a zapadni Evropy. V stasné dob je
hojné zastoupena téz v Asii a Americe. K jejimu roesi vyznama prispélo odridové
Slechéni a picninéstvi. Vyskytuje se fevazr na mezofilnich loukach. Od ostatnich diuh
kostav se odliSuje tim, Ze ma ouska na kiggiele list lysé, na konci Spatéa (Obr. 3). Listy
tvoii v nadzemniasti dva typy vyhonk listové a fertilni. Listové vyhonky jsou na horni
straré cepele netetelre ryhované, téryr hladké. Po jarovizaci se tkidertilni (plodnd) stébla.
Kostrava I&ni pati mezi trdvy ozimého charakteru. Kvete od jaraéta.lKwtenstvi je lata,
plodem jsou obilky (Grulichet al., 2002). Podolkinjako WtSina trav se kosdva Iwni
rozmnoZuje také vegetativrmpomoci podzemniho vghku zvaného drn. Bohaty kenovy
systém, daistajici az do hloubky 1,5 m, zajije kostawe lucni zna&nou odolnost i H
dlouhém obdobi sucha. Keava I&ni také toleruje teploty az do -10°C (Chinery, 2002
Jeonget al.,, 1990). Pouzeridka je napadana 8#ci, bakteriemi nebo pligmi. Tyto
vlastnosti se staly velmi zadané zelici a v sodasnosti se kosiva I&ni intenzivrg
pouziva pro mezidruhovétigeni s druhy jilku — jilkem mnohoktym (Lolium multiflorum

Lam.) a jilkem vytrvalymI(. perenne L.). Tyto agronomicky velmi atraktivni druhy jsoatiz
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velmi citlivé vici abiotickym a biotickym strésn. Mezirodovych kizendi kostav a jilki
(tzv. Festulolium) byla vySlectha celarada a okteré se UsfSne prosazuji v picningtvi

i travnik&stvi.

\ &2, i > 4
T T
| \ 'l Ay,
' '
|
L |
A B

Obr. 3. Znazoréni bazetepele list u kostavy luwini a kostavy rakosovité. Bazeepele listi je u kostavy Iweni
(A) nanejvys s kratkymi ousky, nedplobjimajici stéblo. Kosava rakosovita (B) ma ouska na okraji brvita, na

konci zaokrouhlenéa.i@vzato z Smarda (2005).

Blizk& piibuzna kogtavy lweni je kostava rakosovitd. Od kastvy Iuini se odliSuje tim,
Ze ouska jsou na okraji brvitq, na konci zaokron&l€Obr. 3.). Listy jsou na horni stian
cepele zetelrt ryhované. Pluchy jsotasto osinaté, osiny 0 - 3mm dlouhé. Vyskytuje se na
vihkych loukéach, v fikopech na okrajich komunikaci (Gruliehal., 2002).

2.2. Hospoddske vyuziti

Rozkwt zentdélstvi v devatenactém stoleti a s nim spojené rostoéroky na kvalitu
osiva a krmnych sisi vedly k rozvoji travnino semeisévi. Slechina travni semena nasla
hojné vyuZziti v picningstvi a travnikéstvi. U krmiv se zvysSila nu@ni kvalita a stravitelnost,
travnikové smisi byly obohaceny o odolné a vzhledoatraktivni druhy trav. Mezi dalSi
prednosti Slecknhych trav pafi znana odolnost &¢i Skadcim a schopnost rychlé obnovy.
Husty drn trav braniidu pred erozi, dofe odolava technické namazeegevsim seSlapu
a past¥.

V prirozenych i undlych porostech u nas roste 77 238 druhy trav. Pro hospddévi
ma nej¢tsi vyznam 30 druly mezi Z pati bojinek l&ni, jilek vytrvaly, srhafiznatka

a kostava Iini. Kostava Iini se spolu s kagtvou rakosovitou uplatje predevsim jako
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soutast picninovych siisi. Vzhledem k jejich toleranciawi abiotickym a biotickym strésn
jsou hojrgé vyuzivany na osev technickych ploch u silnic angtalkde neni mozné pravidelné
zavlaZzovani (Chinery, 2002; N&wy slovnik zenidélsky 1987).

2.3. Metody analyzy genomu kogtvy luéni

2.3.1. Karyotyp kosavy lueni

Kostrava I&ni je diploidni (2n=2x=14; Lundqvist, 1962), ma dnpchromozon, které
se &li na 3 metacentrické a 4 submetacentrické, z tgen par metacentrickych
chromozonid (chromozom 3) ma sekundarni konstrikci (Obr. 4¢lkA chromozor se
pohybuje vrozmezi 4,76 - 6,9 um. N&Bi je chromozom 4, nejmenSi chromozom 1
(Kopeckyet al., 2010).

ii;!i!:llum

Obr. 4. Idiogram kosavy luni. Chromozom 3 nese sekundarni konstrikfgvPato z Kopeckgt al., 2010.
2.3.2. Cytogenetické metody analyzy genomuikestiucni

Na rozliSeni jednotlivych chromozdise nejasgji pouziva FISH (fluorescenin situ
hybridization).In situ hybridizace (Galkt al., 1969; Johmt al., 1969) je zaloZena na detekci
urcité sekvence DNA idmo na chromozomech, fixovanych na podloznim sRleni sondy
byly znatené radioaktivé V roce 1982 Langer-Schafer a kol. poprvé poudtilbresceginé
znaené sondy.

Na pipravu sondy pro FISH lze pouZzit jedno-kopiovou vegici DNA, repetitivni
sekvence ¢i genomovou DNA (GISH). FISH u rostlin se provada mmetafaznich
chromozomech (Jiangt al., 1995), pachytennich chromozomech (de Jengl., 1999)
a prometafaznich chromozomech (Chehgl., 2001). PouZit Ize ro¢a jednotliva nataZzena
vlakna DNA (fiber - FISH, Francet al., 1996, Jacksoet al., 1998).

Pro identifikaci jednotlivych chromozdimu vybranych drut kostav byla pouzita FISH
se sondami pro @dvribozomalni DNA (5S rDNA a 45S rDNA). Na zaktaghorovnani
lokalizace &chto sond lIze i@dpokladat, Ze kastva I&ni je pedkem kogtavy rakosovité
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(Thomaset al., 1997). Pomoci této dvojice sond bylo moZremtdikovat dva pary (ze sedmi)
chromozoni kostavy lwni. Pilomem se stalo pouZzitickolika BAC (bacterial artificial
chromosome) klol vybranych z parcialni BAC knihovny kéavy Iueni (Kopeckyet al.,
2008, 2010). Timto Zsobem bylo mozné identifikovat vSech sedmupéhromozoni
(Obr. 5).

Variantou FISH je genomovia situ hybridizace (GISH, genomia situ hybridization),
u niz je jako sonda pouzita fluores¢e® znatena genomova DNA. GISH byla vyuzita pro
cytogenetickou analyzu uiikend jilkii a kostav a umoznila identifikovat ro&tbvské
chromozomyti Useky chromozoinjilku a kostavy (Baileyet al., 1993; Humphreyst al.,
1998; Zwierzykowsket al., 1998; 1999, Lamiewskaet al., 2001; PaSakinskiemeal., 2005).

chromozom 4 chromozom 3 chromozom 7 chromozom 5ombzom 2 chromozom 6 chromozom 1

Obr. 5. Identifikace metafaznich chromozZokostavy luwni pomoci FISH s vybranymi sondami (5S rDNA —
chromozom 2; 45S rDNA — chromozom 3; BAC klon 1Gi8specificky pattern u vSech chromozigm
Prevzato z Kopeckyt al., 2008.

2.3.3. Molekulars-biologické metody analyzy genomu ki@sty lucni

Pro studium genomu se kréntytogenetickych metod vyuziva i cela Skala dalSich
molekularré-biologickych technik. Detaik)Si pohled na strukturu a evoluci genomu nam
poskytuje mapovani genomu, tj. ukotvovani znamychneznamych sekvenci. Kram
cytogenetického mapovani vyuzivajiciho jiz zémé metody FISH se pouziva i mapovani
genetické a fyzické. Genetické mapovani je zavise frekvencich rekombinaci podél
jednotlivych chromozorin a geneticky zamapované sekvence (markery) nenmisividat
jejich fyzické vzdalenosti na chromozomu. Pro kaat Iuweni byla doposud vytiena jedina
genetickd mapa obsahujici 466 maikigmpu RFLP, AFLP a isozym(Alm et al., 2003). Tato
mapa byla dale obohacena o 148 DArT marK&artoSet al., 2011). Tato mapa byla vyuzita
ke komparativnimu mapovani genomu kagy Iueni s ovsem, ryZi a zastuptiiticeae. Pro
fyzické mapovani genomu je nutné mit zdroj dlouhfreilgment DNA. Timto zdrojem se
stal ungly bakterialni chromozom-BAC. V soéasnosti existuji dv BAC knihovny kostavy
luéni (King et al., 2007, Kopeck#t al., 2008) s 2,5x a 1x pokrytim genomu.

DalSim prostedkem umoiujicim detailni pohled na strukturu genomu je jeho
sekvenovani a srovnavani ziskanych sekvenci sptoghi databazemiitve sekvenovanych
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druhi. V dnesni dob se pro sekvenovani genanvyuziva pgevazri sekvenovani druhé
generace (tzv. NG sekvenovani — next generatiomes®ing). Jde ndfklad o systémy
SOLID firmy Applied Biosystems, Solexa firmy Illlumk a 454 sekvenovani firmy Roche.
Sekvenovaniémito pristupy je sice cen@vnarané (ceny vsSak stale klesaji), ale ziskem je
velké mnozstvi sekveénich dat. Je proto s podivem, Ze genom fieest jilki nebyl dosud
sekvenovan. Vysledky ziskané v této praci by vSahlgnvyraze pomoci v sekvenovani

jednoho chromozomu kdstvy Iuweni.
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3. Bunécny cyklus

Bunéény cyklus je sled metabolickych a genetickych paltheedoucich k roz#eni
jadra, a posléze i celé tiky. Délka bugcéného cyklu je zn&né promenliva. Jednobugtné
organismy se &i béhem rékolika minut. U mnohobuinych organism miaze burény
cyklus trvat gkolik hodin az tydd. V pribéhu burgéného cyklu dochazi kipsné replikaci
a rozcleni jaderné DNA do dvou diiaych burgk. Rozdleny jsou téz vSechny organely
buiky. Faze bu&ného cyklu jsou: @ S, G a M (Bariket al., 2010).

3.1. Faze bugéného cyklu

V prabéhu burgéného cyklu se u eukaryotického organismiidsii jednotlivé faze vzdy
ve stejném pi@di. Nejvice zrén nastava f déleni jadra v procesu nazyvaném mitéza a déle
pak @i déleni buiky na d¥ béhem procesu zvaného cytokineze. Tyto dva procesy b-
fazi burééného cyklu. Doba mezi dma M-fazemi je oznsvéana jako interfaze. V interfazi
dochazi k zetSovani biky, probihaji v ni tyto faze bétného cyklu: G, Sa G-faze
burgcného cyklu.

Gi-faze je obdobi mezi koncem mitotickéh#leahi buiky a p@&atkem syntetické faze (S-
faze). V buice probiha fepis geR, syntéza proteina zw¥tSuje se jeji velikost. Po ukéeni
Gi-faze jsou chromozomy tveny jednou chromatidou. Délka této faze je prolna, ale
obecr plati, Ze se jedna o nejdelSi fazi bemeho cyklu, ktera trva 30 — 40 % jeho délky. Na
piechodu mezi Ga S-f4zi se nachazi prvni kontrolni bod &meého cyklu.

V S-fazi je replikovana jadernd DNA a vSechny komgraty potebné pro deni buiky.
Obsah genomové DNA se zdvojnasobi z2C na 4C. kdoceni S-faze je tak kazdy
chromozom tveen d¥ma chromatidami. S-faze je druhou nejdelSi fazi¢boého cyklu,
kterd trva 30 % jeho délky. Z S-fazgephézi biika do G-faze. V G-fazi jsou syntetizovany
proteiny a RNA. G-faze je velmi kratka, trva pouze 10 — 20 % délkpdsného cyklu. Mezi
G, a M-fazi lezi druhy kontrolni bod (Galin@bal., 2005).

3.2. Mitotické déleni

Mitotické cleni zajiFuje rovnongrné rozaleni genetického materidlu a vznik dvou

identickych busk. Mit6za se dli na profazi, prometafazi, metafazi, anafazi afteti.
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3.2.1. Profaze a prometafaze

Chromozomy v profazi |ze charakterizovat jako tewkidkna, ktera jsouizné svinuti
a zpehybana. Chromozomy jsou replikované, kazdy salaki@ dvou sesterskych chromatid.
V blizkém okoli jadra se Zma vytvdet mitotické weténko. Rostliny na rozdil od Zigchu
neobsahuji centrosomy, z nichZz se ftvenikrotubuly mitotického feténka. Mitotické
vieténko se u nich formuje v polech Bknkde je zvySen& koncentrageubulinu. Profaze
plynule gechézi v prometafézi, kde dochazi k rozpadu jaderoéalu.

3.2.2. Metafaze

V metafazi se chromozomy iseuji v rovnikové (ekvatorialni) rown nachazeji se
v nejvyssim stupni kontrakce a spiralizace. Chramnog lezi €sre vedle sebe, jsou tlusté,
kratké, a dote viditelné ve sételném mikroskopu. Mnoho cytogenetickych metod vyaz

praw metafazni chromozomy.
3.2.3. Anafaze

Po metafazi fechazi biiky do anafaze, v niz dochazi k sdagani vlaken mitotického
vieténka, a tim k rozchodu sesterskych chromatidakrgpn péiim buiky. Na konci anafaze
zaina prodluzovani hiky, kterd pechézi do telofaze.

3.2.4. Telofaze a cytokineze

V telofazi jsou ob sady chromozoihu poki vieténka. Vytvéi se jaderny obal. Mitotické
vieténko zanika a formuji se &wiova dcé&ina jadra. Po rozdeni jadra z&ina cytokineze,
ktera je u rostlin zakdm®na tvorbou buitné sény mezi novymi jadry. Stavba béné sény
je u rostlinfizena fragmoplastem, ktery je teoy zbytky polarnich mikrotubiul(Alberts et
al., 1998).

3.3. Kontrolni body bunééného cyklu

V prabéhu burgéného cyklu se jednotlivé fazefistaji v presré daném ptadi. Redchozi
faze cyklu musi byt vzdy ukéena dive, nez zéne dalSi faze. Pokudigdchozi faze trva
déle, nez je obvyklé, musi byt zafisb, Ze nedojde k spusii nasledujici faze. Na
chronologickém pibéhu celého cyklu se poditada enzym a proteir, které zajisuji, aby

na sebe jednotlivé faze vzdy navazovaly. Prvnifadnit bod je na fechodu G a S-faze, kdy
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se kontroluje velikost hiky a pipadné poskozeni DNA. Druhy kontrolni bod,dm# buika
kontroluje velikost a spravnou replikaci DNA, lefa gechodu mezi &a M-fazi. Regulace
burg¢ného cyklu jefizena signaly od ostatnich kil které buika @ijima z extracelularnino
prostedi. Nejsou-li podminky vhodné preldni, gejdou buiky do klidové faze buttného
cyklu, ozn@&ované jako Gfaze bugeného cyklu. V této fazi buiného cyklu nize buika
setrvat @zn¢ dlouhou dobu (hodiny az d&sice). Butky v Gy-fazi burééného cyklu si
zachovavaji metabolickou aktivitu, ale gBdse. Pokud se zéni podminky, nize buika G-
fazi opustit (Galindet al., 2005).

3.4. Regulace bu&ného cyklu

Bunéény cyklus mize byt pozastaven nebo Uplmastaven fosforyladdi defosforylaci
proteini vyskytujicich se v witych fazich bus¢ného cyklu. Fosforylace a defosforylace jsou
nejEznejSimi zpisoby, kterymi bitka meéni aktivitu proteinu. Fosforylace je zpretkovana
pies Ser/Thr proteinkinazy. Proteinkindzy Ize wtel detekovat dhem celého cyklu. Jejich
aktivita je vSak fisre fizena. Koncentrace proteinkinaz vapthu burg¢ného cyklu vziista
a klesa cyklickym zgsobem (Inze, 2005).

Mezi nejvyznamsjSi slozky regulaniho systému pé#t cykliny a cyklin dependentni
proteinkinazy (CDK). Cykliny se vazi na kinazy mtije aktivuji (Inzéet al., 2006, De
Veylderet al., 2007). Proifechod mezi @S a G/M jsou u rostlin vyznamné CDK s motivem
PSTAIRE (Hemerlyet al., 1995; Joubést al., 2004). Na fechodu z @faze do S-faze se
podili RBR/E2F dradha. Protein RBR (RB related pmtge v G-fazi navazany na
transkrigni faktor E2F a tim brani jeho transkinip aktivité. Po fosforylaci RBR proteinu
cyklinem D je E2F uvolén z vazby a spousti transkripci gemezbytnych proiechod z G
do S-faze (Inzé, 2005).

Gi-faze jetizena cyklinem D, jehoZ aktivitu reguluji CDK 4/@*echod mezi @S je
fizen cykliny D. Cykliny A, které reguluje CDK 2,08 dilezité pro kontrolu S-faze. Cykliny
A/B reguluje CDK 1. Cykliny Bidi prechod z Gdo M-faze (Obr. 6, Similliort al., 2002).

cyklin D Obr. 6. Schématické zobrazeni fazi &mého cyklu, zobrazujici
CDK 4/6

cykliny a cyklin dependentni kinazy (CDK), kteréguduiji

cyklin E jednotlivé faze buktného cyklu.
CDK 2
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4. Synchronizace bui¢neho cyklu

Pro studium bu&ného cyklu se néastji pouziva synchronni populace hin jejichz
piednosti je, Ze hiky vstupuji do mitézy jednotn Frirozere synchronizované pletiva se
v piirodk vyskytuji velmi vzaca. Proto byly vyvinuty systémy zajiStujici synchrornrstup
burgk do mitézy. Ze synchronizované dné populace je rowz mozné ziskat mnohem
vice intaktnich chromozoim neZz i pouziti asynchronni bwiné populace. Intaktni
chromozomy izolované do suspenze kit pritokovou cytometrii. Tidéné chromozomy se

stalecastji uplatiuji v fackt aplikaci molekularni biologie, genomiky a cytogeke

4.1. Material pouzivany pro synchronizaci

Na synchronizaci butného cyklu je vhodné pouzit populaci blnkteré se snadno
izoluji, odolavaji mechanickému poSkozenii fzolaci a vykazuji genetickou stabilitu.
Pestrost systéfn pouzivanych pro synchronizaci uniioje vybrat ten nejvhod§si pro
navrzeny experiment. Pouzivaji se &mé kulturyin vitro, protoplasty izolované z listového

mezofylu, kdenové meristémy a kenoveé kultury.
4.1.1. Buréné kulturyin vitro

Bunky v suspenzi lze vystavitiznym synchroniz&nim podminkdm, proto je tento
systém vhodny pro studium btimého cyklu. Takto byl ndfklad studovan busgny cyklus
linie tabaku BY -2 (Nagat&t al., 1999). Nevyhodou tohoto systému je, Zeé&j dqasto
dochazi chromozomové nestalgililiky prestavbam chromozam U mnoha rostlinnych
druhi se navic rychle rostouci btimé kultury gstuji velmi obtizg. Burgcné kultury se
krome¢ tabaku pouzivaji i u régte (Arumuganathagt al., 1990), vopSky (Meskienest al.,
1995)¢i ryZze (Lendvagt al., 2002).

4.1.2. Protoplasty izolované z listového mezofylu

Protoplasty (biiky zbavené buftné sény) izolované z listového mezofylu se pouZzivaji
piredevsim u druly u nichZz neni mozné ziskatikmovy meristém. Jsou vhodniegevSim na
studium regulace bwtiného cyklu dstovymi regulatory, coZz bylo pouzito u protoptast
Petunia hybrida, izolovanych z listoveho mezofylu. ProtoplasBetunia hybrida po

nékolikahodinové inkubaci na médiu a po ovkw ristovymi regulatory opakovén
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vstupovaly do mitézy (Bergounioug al., 1988). Nevyhodou tohoto systému je slozitost

izolace protoplasta jejich gstovani.
4.1.3. Kaenové meristémy

Kofenové meristémy Ize oproti btimym kulturam snadno ziskat zdliich semen. Je
ponmegrné snadné je ovlivnit synchronigaimi ¢inidly, protoZze se na synchronizaciepazr
pouZzivaji roztoky, které Kenové meristémy snadndijpmaji. V porovnani s ostatnindastmi
rostliny se biiky kofrenového meristému z&@ déli. Jsou hoji vyuzivany pro analyzu
chromozond, studium buscného cyklu a jeho regulaci (Dolezed#t al., 1999).

K synchronizaci butného cyklu byl kéenovy meristém pouZzit u bobu setéNacia faba L.,
DoleZelet al., 1992), pSenice (Lest al., 1997, Vranat al., 2000, Kubalakovét al., 2005),
jeémene (Lysalet al., 1999b¥i zita (Kubaladkovéet al., 2003). Nevyhodou tohoto systému je
obtizna manipulace s knovymi Spikami rékterych drulf.

4.1.4. Kaenové kultury

Kotfenové kultury se infikujin vitro transformani bakterii Agrobacterium rhizogenes.
Takto ovlivrena kultura je specificka rychlymistem a nedostatkem geotropismuiZd byt
péstovdna neomezénKoienoveé kultury vykazuji genetickou stabilitu a pdsky dostatek
korenovych Spiek vhodnych k synchronizaci. Pouzivaji se u drukteré maji nedostatek
semen, nebo je obtizné je ziskat. Nevyhodou tolgdtému jsou vysoké naroky na sterilni

prostedi @i praci s kultiv&nim médiem (Veuskerd al., 1995; Neumast al., 1998).

4.2. Metody synchronizace

Pfi synchronizaci buktného cyklu se hiky vystavi podminkam, které tkam brani
v plynulém postupu budnym cyklem. Dojde k nahromaui (akumulaci) buék v urcité fazi.
Synchronizaci buttného cyklu Ize vyvolat fyzikakh ¢i chemicky. Mezi fyzikalni metody
pafti nizké teploty nebo vyhladémi burek (Olszewskaet al., 1990; Sharma, 1999). U rostlin
jsou nefastji pouzivana chemick&inidla, zpisobujici inhibici syntézy DNA, coZz vede
k zastaveni buik v mist prechodu G1 a S-faze btiimého cyklu (Dolezeét al., 1992). Po
odstrarni inhibitori syntézy DNA vstoupi hiky synchrong do
S-faze (DoleZett al., 1997a).
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4.3. PouZivané agens

Na synchronizaci buiného cyklu se néastji pouzivaji slodeniny, které blokuji

syntézu DNA: 5-aminouracil, amphidicolin a hydraxyovina.
4.3.1. 5-aminouracil

5-aminouracil nezablokuje syntézu DNA komptetZastavuje pozdni replikaci DNA.
Jedné se o sléaninu podobnou thyminu (Novék al., 1979).

4.3.2. Aphidicolin

Aphidicolin je toxin, ktery produkuje houb@&ephalosporium aphidicola. Aphidicolin
blokujea DNA polymerazu.

4.3.3. Hydroxymeoovina

Hydroxyma:ovina (HU, hydroxyurea) zastavuje reverzibibyntézu deoxyribonukleoti-
di. U savich burk je jeji pouziti ve wtSiné pripadi letalni. U Zziv@icht ovliviwuje
hydroxymaovina prodluZzovaniettzce DNA, coz se projevi nahrontgdm malych molekul
DNA. U rostlinnych busk nebyl tento tinek prokazan (Dolezedt al., 1999). E pouZziti
hydroxyma@oviny je feba spravé stanovit koncentraci. i##i§ vysoka koncentrace
hydroxymaoviny zai¢ini pozdni uvolgni z bloku busé¢ného cyklu, coz se projevi nizkym
stuprém synchronizace bwk. Oproti tomu nizkd koncentrace hydroxyweiny buréény
cyklus dostaténé nezablokuje, coZ se projevi nastupem mitotickéviktbunek jiz pied
odstragnim bloku bugéného cyklu. lhned po odstrém bloku burkéného cyklu Ize na
preparatech, fipravenych z k#enového meristému, pozorovat mnoho mitoticky aktkin
burgk, jejichz pa@et bkthem ozdravné doby (RT) vyrazrklesa. Ozdravna doba j@s po
vymyti hydroxym@oviny a nahrazeni Hoaglandovym roztokem, kdy dochazdstragni

bloku burgéného cyklu, coz se projevi ndstupem mitézy (Dolefal., 1999).

4.4. Pnibéh synchronizace

Po zablokovani syntézy DNA (reestji pomoci hydroxymeooviny) dojde k nahromaihi
burgk na gechodu G a S-faze. Vymyti hydroxyndoviny Hoaglandovym roztokem odstrani
blok buré¢ného cyklu a je dokaena syntéza DNA. Biky hromad@ projdou S a @fazi
(Obr. 7). Podle druhu rostliny se délkaspbeni hydroxym@viny pohybuje mezi 15 - 18
hodin. Obvykle se pouziva koncentrace hydroxyovoy od 1,25 do 3,5mM. Osm hodin po
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vymyti hydroxym@oviny zistava v G nebo S-fazi asi 10% bek VétSina bugk je v G-
fazi. DalSi bug¢ny cyklus z&ina 12 hodin po fichodu synchronizovanych béknmitézou.
Poté synchronie v populaci vyrazrklesd (Dolezelet al., 1999). Biky kofenového
meristétmu po vymyti hydroxyndoviny a nahrazeni Hoaglandovym roztokem vstupuji
synchrong do mitdzy. NejvySSi mitoticka aktivita béy kdy mitoticky index dosahuje 50 —
70 %, byla napklad u pSenice a zita dosazena po 5 hodinach saamthi bloku bugénéeho
cyklu (Vranaet al., 2000; Kubalakovét al., 2003).

A D

2C 4C

Obr. 7. Histogramy jaderného genomu DNA Zita setékteré byly ziskany synchronizaci itkmovych
meristéni. Histogram (A) zobrazuje iy akumulované na ipchodu @GS, ihned po odstr&ni bloku
bungéného cyklu. Histogram (D) zobrazuje synchronidghod ¥tSiny burgk do G-faze po 5 hodinach (RT).
Prevzato z DoleZedt al., 1999.

4.5. Akumulace metafazi

Synchronizovanou populaci btk je nutné proradu aplikaci (nap téidéni intaktnich
chromozond) zastavit v metafazi. Na akumulaci metafazi sezp@ji inhibitory dliciho
vieténka. Najastji pouzivanym inhibitorem je kolchicin, ktery mawha skladani tubuliin
¢imz znemozni tvorbu mitotickéhoieténka. Nevyhodou kolchicinu je nizkéa aktivita
k rostlinnému tubulinu, v porovnani s latkami herthni povahy. B aplikaci kolchicinu je
nutné pouzit filis vysoké koncentrace (0,25 -12,5 mM). Kolchige nevhodny pro
karyologické studie také proto, Ze zvySuje lepivdstomozoni, coz vede k tvorb shluki
chromozond. To znemoi#uje jejich dalSi pouZziti, igdevSim pak ftdéni chromozom
praitokovou cytometrii. DalSimi inhibitory mitézy jsounagiklad p-dichlorbenzen,

chloralhydrat, oxychinolin a ledovéa voda.
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Do skupiny antimikrotubularnich drog piattéz latky herbicidni povahy: oryzalin,
amiprophosmethyl (APM) a trifluralin. Jejich zmu vyhodou je fakt, Ze v porovnani
s kolchicinem vykazuji antimikrotubularni aktivitjiz pti uM koncentracich. Optimalni
koncentrace se stanovuje na zaklémbdnoceni metafazniho indexu z prepafdarvenych
Feulgenovou reakci (Feulgest al., 1924). Nizka koncentrace akuntuich cinidel se
projevuje pechodem buk do anafdze. Vysoka koncentrace agpbuje shlukovani
chromozoni (DolezZelet al., 1999). Za pouziti APM bylo v kenovém meristému obilovin
dosazeno metafazniho indextep 50 % (DoleZedt al., 1999).

4.6. Vlastnosti ungle synchronizované populace

Po fizené synchronizaci byl pozorovan vliv tohoto zaésala chovani butk. Kazda
buika zistdva v bloku &zr¢ dlouhou dobu, coZz tiZze u rkterych druli vést ke zkraceni
burg¢cného cyklu u ure ovlivnénych burk oproti nesynchronnim kkam. Bylo téz
pozorovano, Ze po zablokovani reduktasy pomoci dweinoioviny mohou na

chromozomech vznikat zlomy (Dolezglal., 1999).

4.7. Vyuziti priaitokové cytometrie

Pritokova cytometrie (flow cytometry) byla vyvinutapadesatych letech minulého
stoleti. U rostlin byla poprvé pouzita v roce 1980stala se vyznamnou technikou pro
stanoveni obsahu DNA, deni ploidie a analyzu bgdného cyklu (Galbraith, 2004, Shapiro,
2004, Bennett al., 2005). Mezi fednosti piitokové cytometrie pétrychlost detekcéastic
(107 - 10 ¢astic za sekundu), co? uninife analyzu velkého mnoZstvi vzarkMikroskopické
castice jsou unaSeny a usttovany proudem kapaliny, ktery je vedeme$ pfitokovou
komuarku, ustici do vzduchu (jet in air)fés pfitokovou konirku je vzorek unasSen proudem
kapaliny. Vznika slab nabity roztok, ktery pomoci podtlaku usmituje proud castic ve
vzorku. Koncentracéastic ve vzorku je stanovena tak, abgtpkovou kontirkou prochazela
vzdy jen jednacastice. Nasleduje kratké deai castic. K excitacicastic se pouziva
vysokotlakova rttova vybojka nebo laser. U laseru Ize intenzittem&nastavit dle pouzitého
fluorescekiniho barviva. Vyzéena fluorescenceéastice prochaziips filtry na fotonasobj
kde je zesilena a@vedena do pdtace. P@itatovym vystupem zpracovanych dat je
histogram. Histogram zachycuje mnozstvi jader \edi@zi bugcného cyklu. NejgetelrgjSi
piky poskytuje @ a G-faze, kde dochazi k ngtu obsahu DNA z 2C na 4C (Obr. 7).
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Pritokova cytometrie umadiije nefit relativni mnozstvi DNAcZastic uvolgnych ve
vhodném lyzanim pufru. Red vlozenim do mitokovéh cytometru je vzorek barven
fluorochromem. Nejastji se pouzivad 4,6-diamidino-2- fenylindol (DAP8&thidium bromid,
propidium jodid¢i fenylindol (Dolezelet al., 2005).

Pritokova cytometrie nachazi hojné vyuziti v zoologmikrobiologii, imunologii,
genetice, molekularni biologii a botanice.if®kova cytometrie se pouZzivd na analyzu
protoplast, izolovanych jader aizolovanych chromozionbale ji I1ze vyuzit na stanoveni
obsahu jaderné DNA.

V piedkladané praci je vypracovana metodika synchrorizdburcného cyklu
u karenovych meristéin kosfavy Iwni. Optimalizace buftného cyklu umoiuje ziskat

material vhodny kifdéni jednotlivych chromozofhpomoci pétokove cytometrie.
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5. Cile prace

Optimalizace metodiky pro izolaci chromozbm kostavy lwni
- techniky kiteni semen
- synchronizace bwiného cyklu
- akumulace metafazi

- izolace chromozoihdo suspenze
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6. Material a metodika

6.1. Rostlinny material

V této praci byly pouzity meristémy kenovych Spiek kostavy Iwni (Festuca pratensis
Huds.) odidy Fure.

6.1.2. Riprava rostlinného materialu

6.1.2.1. Klgeni semen v plastovych noigh

Do ftii plastovych nosii bylo vyseto cca 300 semen Kasty Iiini (Festuca pratensis
Huds.), odiida Fure. Semena v nokih byla ponéena do 50 ml destilované vody &povana
v zakryté Petriho misce v termostatii peplo€ 25°C. Po Sesti dnech nalla semena
v rostlinky (Obr. 8), které #ly korinky o délce 2 - 4 cm sé&atelnymi kdenovymi Spikami.

Obr. 8. Semena kdstvy luini péstovana Sest dni v plastovych ridsh na Petriho miscefipteplog 25°C.
6.1.2.2. Klgeni semen v Petriho misce

Byl vyzkouSen téz druhy #gob klteni semen, kdy byla semena urmist gfimo na
plastové Petriho misce. Semenacikdi tfi dny v termostatu i teplog 25°C. Poté byla
umiseéna na dva dny nadpaku a nasleddna jeden den do termostatu (Obr. 9).
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Obr. 9. Semenaéggtovana Sest dni na plastové Petriho mis¢edily byla semena umésta v termostatu ip

teplo€ 25°C, poté byla vioZzena na dva dny fepttku a naseldhna jeden den do termostatu (25°C).

6.2. Metody a postup prace

6.2.1. Synchronizace b&ného cyklu

Pri optimalizaci synchronizace b&mého cyklu u kogavy luni jsem vychazela z metodiky
pro synchronizaci buwtného cyklu obilovin (Dolezelet al., 1999). Nakliena semena
kostavy luéni jsem pontila do roztoku hydroxymi@oviny a umistila do termostatu (25°C).
Synchronizace probihala na nezakryté Petriho miSchodin. Pro Petriho misku ogpnéru
17 cm jsem pouzila 60 ml roztoku hydroxytoeiny. Testovala jsem roztok
hydroxymaoviny o koncentracich 1mM, 1,5mM a 2mM. Po ukemi synchronizace byl
roztok hydroxymeoviny vymyt a nahrazen Hoaglandovym roztokem. Uswoinburék
z bloku G/S do mitézy jsem pozorovala na roztlakovych prégenh, které byly fipraveny
z karenovych Spiek, odebranych do Carnoyovy fixadZze |I. iikkky jsem odebirala ve
dvouhodinovych intervalech po vymyti hydroxytoeiny (tzv. recovery time, RT).

Pomoci mitotického indexu jsem zjistila optimum gtoncentraci hydroxymimviny.
Mitoticky index (pa&et dlicich se busk/potet vSech buwk x100%) jsem vypditala

z roztlakovych preparatkorenovych Spiek, barvenych Feulgenovou reakci z pozorovani 300

a vice jader pro kazdy odh
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6.2.2. Akumulace metafazi

Po optimalizaci synchronizace hi¢ného cyklu byla hledana nejvhagii latka pro
akumulaci metafazi. Byly testovany diatky, které blokuji mikrotubularnifeténko,cimz
zastavuji biky v metafazi. Ob latky seradi mezi herbicidy a byly vyzkouSeny dznych
koncentracich i dobachipobeni.

1. amiprophosmethyl (APM) o koncentraci 245!.
2. oryzalin o koncentracich oM a 10uM

Pro tyto d¥ ¢inidla byly vyzkouSenytrzné ¢asy po vymyti hydroxymsmviny: 3,5 h.,
4 h., 4,5 h. a5 h. Dobaipobenkinidla byla vzdy 2 hodiny.

Treti testovanou substanci, ktera blokuje mikrotulmilléireténko, byl rajsky plyn (pD)
o tlaku 5B, ktery byl indukovan ve stejnyéhsech a dabpisobeni jako fedchozi d¥ latky.
Po pisobeni danou latkou byly bky koienového meristému odebirany do Carnoyovy
fixaze | a barveny Feulgenovou reakci. U vice réZ jader pro kazdou variantu byl gjtan
metafazni index (Mel=p®t burgk v metafazi/celkovy p&et burgk). Zarover byla

vyhodnocena kvalita metafaznich chromozom
6.2.3. Izolace chromozaido suspenze

Vzhledem k tomu, Zeipdkladana prace sifuje k #idéni a sekvenovani jednotlivych
chromozond kostavy lueni a gibuznych drufy, dalSim nezbytnym krokem byla optimalizace
izolace chromozofn do suspenze. Princip spjea v @Eimé izolaci chromozoin
z formaldehydem fixovanych kenovych Spiek, za pouZziti mechanické homogenizace.
Fixované chromozomy jsou stabilni a maji velmi i@olzachovanou morfologii. Jéeba
stanovit optimalni koncentraci formaldehydueaes fixaze. V tomto ijpact byla fixovana cela
naklicena semena (viz Obr. 19).

Pro 2% formaldehydovou Tris fixaz byly vyzkouSemmgy 15 min., 20 min., 25 min. a 30
min. ve fech fiznych variantach¢gsech RT od vymyti 1,5mM hydroxyaviny, Tab. 1).
Formaldehyd byl nasledrvymyt Tris pufrem (2x 5 minut). Poté bylo do 750 izolacniho
pufru LBO1 nakrdjeno 100 kenovych Spiek o délce asi 2 mm a mechanicky
homogenizovano homogenizatorem (Polytron Kinema#¢, PT 13 000D). Bylo nutné
optimalizovat poet ot&ek acas homogenizace. Pro tento typ velmi malychiekovych
Spikkek byly vyzkouSeny otky 13000ot./s; 150000t./s; 180000t./s; 20000022A)000t./s.

acasy 15 — 18 sekund. VSechny testované variantygeowity v Tabulce 1.
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Tab. 1.Testované varianty pro optimalizaci délkafe a homogenizace vzérk

¢as [h.] po vymyti délka 2% formaldehydové homogenizace
1,5mM HU Tris fixaze [min.]

3,5 20 20 0000t./15s.

4 20 20 0000t./15s.

4 25 20 000o0t./15s.

4 20 130000t./15s.

4 20 18 000o0t./15s.

4,5 20 20 0000t./15s.
4,5 20 22 0000t./15s.
4,5 25 22 0000t./18s.
4,5 15 20 0000t./15s.
4,5 30 20 0000t./18s.

Homogenizaci ziskana suspenze byefifrovana ges nylonoveé sitko o pmeéru aocka
42 um a tak byla ziskana tzv. hruba suspenze, kterahols pouze chromozomy a jadra. Ta
byla nakapana na podlozni sklo, obarvefmknym fluorescetnim barvivem DAPI
a hodnocena ve fluoresgem mikroskopu (Obr. 10). Byla posuzovana kvalialace, tj.
mnozstvi a kvalita izolovanych chromozom

Obr. 10. Metafazni chromozomy kiesty luini pozorované ve fluorescarim mikroskopu Olympus AX70ip

zvétSeni 400x. Preparat byl vytten nakapnutim kapky suspenze metafaznich chrombz@mrpodlozni sklo
a obarven DAPI.

6.2.4. Flow cytometricka analyza

Homogenizaci ziskana suspenze byla podrobena fidametrické analyze. Suspenze
byla vlioZzena do cytometru BD FACSAria™ |l SORP (&ec Dickinson). Vystupem této
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analyzy byl histogram zobrazujici rozlozeni jedngtth chromozon. Vzhledem k tomu, Ze
flow-cytometrické analyzy nebyly soasti gedkladané prace, neni zde detijpopséna
metodika &chto postup.
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6.3. Souhrn postum pii optimalizaci bunééného cyklu

Postup synchronizace hitimého cyklu a vyzkouSené varianty a Upravy jedngthv

kroka synchronizace shrnuje Tabulka 2.

Tab. 2. Souhrn jednotlivych kréksynchronizace bwiného cyklu u kogavy Iwni a jejich Gpravy, které byly

vyzkousSeny fi optimalizaci protokolu.

jednotlivé kroky synchronizace b&dmého cyklu délka gisobeni pouZzitych roztdk

18h./ 1mM, 1,5mM, 2mM

roztok hydroxymaéoviny

synchronizace bugéného cyklu

ozdravna doba, recovery time (RT) 3,5h,4h.,45h.a5h.

Hoaglandyv roztok

plyn N,O (2 h./5B),
roztok APM (2 h./2,5uM),

akumulace metafazi roztok oryzalinu (2 h./5uM)

roztok oryzalinu (2 h./10puM)

2% formaldehydova Tris fixaz 15 minut, 20 minut, 25 minut, 30 min it

homogenizace

i i 13-22000 ot. /15-18 sekund
pocet ot&ek /délka
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6.4. Média, pufry a roztoky

APM (2,5 pM/100 ml)

zasobni roztok APM 12,4
Zasobni roztok APM se rozpusti v 100 ml destilovendy. Kvili sm&ivosti je teba
Spicku pipety 1x proplachnout v APM.
Carnoyova fixaz | ( Farmerova fixaz )

absolutni etanol (99,8%) 3 jednotky

ledova kyselina octova (99%) 1 jednotka

Vzdy piipravovatéerstvou.
DAPI zasobni roztok (0,1mg/ml)

DAPI 5mg
Rozpustit v 50 ml destilované vadvichat 60 minut, filtrovat fes 0,2um filtr, skladovat pi
20°C ve trng.

FeEDTA (500ml)
NaEDTA 3,36 ¢
NeboNaEDTA - 2H0 3,725 ¢
FeSQ:- 7THO 2,799

Kazdou latku rozpustit zvl&Sv kadince v cca 50 ml destilované vody. Poté rs#toky
dohromady a zakryt alobalem, #¥dkat na 90°C a michat do tma¥luta, za studena doplnit
500 ml destilované vody, uchovavat v letta @i 4°C.

Formaldehydova fixaz %)

na 100 ml fixaze:

10 mM Tris 121,14 mg
10 mM NEDTA 372,24 mg
100 mM NacCl 584 mg
0,1% Triton X - 100 10l

Rozpustit v destilované veéddoplnit na 60 ml, upravit na pH 7,5 (1 M NaOHje® pouzitim
piidat 37% formaldehyd (5,4 ml) a doplnit destilovanmdou do 100 ml. Fixazipravovat

vzdy ¢erstvou.
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Hydroxymo¢ovina(1,5 mM/60 ml)

hydroxymaovina 6,9 mg
Hoaglandyv roztok 60Qul
FeEDTA 50ul

Hydroxymaiovinu rozpustit zvlaSv cca 5 ml objemu destilované vody. Hoaglandoztok

s FEEDTA rozpustit v 60 ml diD, poté pimichat roztok hydroxymioviny.
Hoaglandiv roztok

roztok A (500 ml)

Ca(NQ), - 4HO 4,79

MgSQ, - 7THO 2,60

KNO; 3,39

NH; - HbPO, 069
roztok B (navazka na 100 ml)

H3BO3 280 mg

MnSQ, - HO 340 mg

CusQ - 5H0 10 mg

ZnSQ, - 7THO 22 mg
roztok C (navéazka na 100 ml)

H.SO 0,5ml

Soli A se rozpusti kazda zvia® cca 50 ml destilované vodyfiga se 5 ml roztoku B

a 0,5 ml roztoku C a doplni se do 500 ml.

LBO1 lyzaéni pufr

na 100 ml:
15 mM Tris 183,2 mg
2 mM NaEDTA 74,45 mg
0,5 m spermine - 4HCI 17,4 mg
80 mM KCI 596,4 mg
20 mM NacCl 116,9 mg
0,1% Triton X - 100 10Q@l

Rozpustit v destilované veéddoplnit do 100 ml, upravit na pH 9 (INHCI)tefiltrovat pres
0,2 um filtr. Po filtraci se do roztokuima 110ul merkaptoetanolu. Pufr se uchovéava p
teplot - 4°C.

33



Oryzalin (5uM/100 ml)

zasobni roztok oryzalinu no
destilovana voda 100 mi
Do destilované vody za stalého michaniglget 50ul oryzalinu. Kwili sm&ivosti je teba

Spicku pipety 1x proplachnout v oryzalinu.

Schiffovo €inidlo

1M HCI 30 ml
Parafuchsin C.1. 42500 29
K2S,05 3,89

Rozmichat v 170 ml diD, michat 2 hodiny v uz&ené lahvi a nechat staitgs noc. Rdat 2 g
aktivniho uhli, michat 1 minutu a filtrovates filtrovaci papir naviieny 1M HCI. Opakovat

dokud neni roztok bezbarvy. Skladovat v peumawené lahvi ve tré pri 4°C.

Tris pufr (250ml)

10 mM Tris 302,85 mg
10 mM NaEDTA 935,5mg
100 mM NacCl 1,461 g

Rozpustit v destilované veéda doplnit do 250 ml, upravit na pH 7,5 (1M NaOHghovavat

v lednice v 250 ml odrérné baice s krystalem Thymolu.
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6.5. Fistroje

biologicky termostat

digestd

digitélni vahy

elektromagneticka mickika

fluorescekini mikroskop Olympus AX70 s kamerou SensiCam 12Bibled Imaging
homogenizator Polytron Kinematica AG, Mixing teclogy, PT 13 000D

swtelny mikroskop Zeiss Primo Star

trepaka

vodni lazé
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7. Vysledky

7.1. Friprava rostlinného materialu

Kotenovy meristém jsem ziskala z 300 n&khiych semen kastvy [wni. Byly
vyzkouseny dva postupy E#ni. Ri prvnim zpisobu klgeni, kdy byla semena umist do
plastovych nosii, byla zaznamenana é&host u 75 % semen.iRdruhém zgisobu kl€eni,

kdy byla semena votnumistna na Petriho misku, bylo dosazeno o 20 % vySsivkiti
semen (95 %).

7.2. Synchronizace bu&ného cyklu

Na synchronizaci butného cyklu jsem vyzkouSeld tkoncentrace hydroxyndoviny:
1mM; 1,5mM a 2mM. Z mitotického indexu jsemcilet miru synchronizace na zaktad
vyhodnoceni nejmé&n300 burk pro kazdy odér (Obr. 11).

Obr. 11. Vyvoj mitotického indexu prdéi koncentrace hydroxynsoviny (1mM; 1,5mM a 2mM).

Mitoticky index

T 60 -
x 50 A g ] 5 MM
S 40 i\ HU
1_% 30 - \ exfi=e] MM
< HU
-5 20 ang?) MM
€ 10 AU

O T T T T T 1

0 2 4 5 6 8

¢as po vymyti hydroxymimviny (RT)

Z Obr. 11. lze pozorovat, Zze u 1mM roztoku hydrogyoviny nebylo buacné dleni
dostaténé zastaveno. Oproti tomu u 2mM roztoku hydroxyaonviny bylo dleni burgk
vyrazreé pozastaveno i po osmi hodindch po odsinarbloku buréného cyklu. Mitoticka
aktivita burgk byla @ilis nizka, ¥tSina burk se i po osmi hodinach stale nachazela v profazi.
Pri pouziti 1,5mM roztoku hydroxynt@viny byl mitoticky index 50 — 60 % po 4,5 hodinach
od odstra#ni bloku burk¢ného cyklu (Obr. 12). Mitoticka aktivita beék byla dostaténa pro
dalSi experimenty.
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Obr. 12. Mitoticka aktivita meristematickych hiknkostavy luini (zwtSeno 400x). Preparat ienového
meristému byl fipraven z kainki odebranych po 4,5 hodinach (RT) od vymyti 1,5mMroxyma:oviny.

7.3. Akumulace metafazi

Pro akumulaci metafazi jsem pouziid substanci: APM, oryzalinu a rajského plynu
(N2O). Roztok APM (2 h./2oM, Tab. 3) poskytoval pouze 30-34 % krv mitbze a navic
zpiusoboval vysokou lepivost metafaznich chromo@pntoz vedlo ktvor® shluki
metafaznich chromozaimPro dalSi experimenty tak nebyl vhodny.

Tab. 3. Metafazni index vypdany z roztlakovych prepafakorenovych Spiek barevnych Feulgenovou reakci.

Synchronizované kenové meristémy byly ovlivimy APM (2 h./2,5uM) po 5 hodinach RT.

opakovani ¢as po vymyti pocet bunék pocet bunék celkovy patet | metafazni index
experimentu | 1,5mM HU [h.] v metafazi v ostatnich bunék [%0]
fazich B. C.
1. 5 78 182 260 30
5 91 207 298 31
3. S 105 213 318 33

Rajsky plyn NO (2 h./5B), pouzity 3,5 h. a 4 h. po odstminbloku bugcneho cyklu,
rovnez nebyl vhodny pro dalSi pokusy. Metafazni chrommogo byly nedostatae
kondenzované, metafazni index nedosahl ani 50 %. (@a Vyssi metafazni index poskytl
plyn (N.O, 2 h./5B), pouzity 4,5 hodiny po odstéan bloku bugéného cyklu. Bohuzel,

pisobeni plynu (MO, 2 h./5B) a nasledna 2% formaldehydova Tris fixA@isobovaly
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vyrazné zasychani kimka a velkou ztratu metafaznich chromozZgrproto byla akumulace

pomoci plynu MO vyuZita pouze na optimalizaci formaldehydové Tixkaze.

Tab 4. Metafazni index vygéany z roztlakovych preparfakorenovych meristéfh kostavy luini, barvenych

Feulgenovou reakci. Synchronizovan&damvé meristémy byly ovlivmy plynem NO (2 h./5B) veiech

casech RT.
¢as po vymyti | délka pisobeni pramérny pramérny pocet | celkovy patet | metafazni index
1,5mM HU plynu N,O [h.] pocet bunék bunék bunék [%]
[h.] v metafazi v ostatnich
fazich B. C.
3,5 2 105 175 280 38
4 2 137 180 317 43
4,5 2 153 132 285 54

NejvysSi metafazni index poskytlo pouziti oryzaliffuh./5uM). Roztok oryzalinu byl

aplikovan 4,5 hodiny po odstrém bloku buréného cyklu (Tab. 5, Obr. 13).

Tab. 5. Metafazni index vyptany z roztlakovych prepafakorenovych meristéfnkostavy Iwni, barvenych

Feulgenovou reakci. Na synchronizovanéekové meristémy byl vefech ¢asech RT aplikovan oryzalin

(2 h./5uM).
¢as po vymyti | délka pasobeni pramérny pramérny poéet | celkovy patet | metafazni index
1,5mM HU 5uM oryzalinu pocet bunék bunék bunék [%0]
[h.] [h.] v metafazi v ostatnich
fazich B. C.
4 2 109 137 246 44
4,5 2 178 76 254 70
5 2 147 163 310 48
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Obr. 13. Metafazni chromozomy kiesty lueni, které byly po 4,5 hodinach RT, ovliémy roztokem oryzalinu
(2 h./5uM), z¢tSeni 600x.

7.4. 1zolace chromozon do suspenze

Z testovanych variant (Tab. 6) byla vybrana 2% faldehydova Tris fixdaZz o délce 20
minut po 4,5 hodinach od vymyti 1,5mM hydroxyoweiny a pouziti plynu BO (2 h./5B)
k akumulaci metafazi. Tato varianta byla nejvhgsin protoZe poskytovala dostate
mnozstvi metafdznich chromozémvhodnych protidéni pritokovou cytometrii. Poté byly
korenoveé Spiky kostavy Iuini nakrajeny a umigty do 750 ml LBO1 lyzéniho pufru.
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Tab. 6. Testovan&asy 2% formaldehydové Tris fixdze véedh fiznych ¢asech po vymyti 1,5mM

hydroxymdaoviny Hoaglandovym roztokem. Na akumulaci metaB#ipouzit plyn NO (2 h./5B).

¢as [h.] po vymyti 1,5mM HU délka 2% formaldehydové Tris
Hoaglandovym roztokem fixaze [min.]
3,5 20
4 20
4 25
4,5 15
4,5 20
4,5 25
4,5 30

7.4.2. Optimalizace homogenizace

Pfi homogenizaci 13 0000t./18 0000t./ 15 sekund bydyfluorescetnim mikroskopu
pozorovany rozmotané a poskozené metafdzni chramgzeoz nebylo vhodné praéideni
pratokovou cytometrii. Porovnavanim kvality morfologi&olovanych chromozoin
z preparat raiznych variant (Tab. 6), pozorovanych ve fluoregsoém mikroskopu, byla
uréena optimalni délka 2% formaldehydové Tris fix4z6 fhinut, s homogenizaci
20 0000t./15s.

7.5. Tridéni chromozomi priatokovou cytometrii

Po izolaci chromozoihbyla suspenze obarvena pomoci DAPI a vloZzena @tokmvého
cytometru. Byl ziskan realny histogram rozloZzemingtlivych chromozor kostavy Iueni
(Obr. 14). RozlozZeni histogramu odpovidalo teokéticu rozloZzeni chromozaim(Obr. 15).
To bylo ugeno na zaklatidélky jednotlivych chromozétnkostavy lueni (Kopeckyet al.,
2010). Vrealném i teoretickém (@tacove zpracovaném) histogramu byly chromozomy
rozckleny dle své délky daitpika. Prvni pik byl tvéen chromozomy 1; 5 a 6. Druhy pik byl
tvoren chromozomy 2; 3 a 7i@ti pik tvdi nejdelSi chromozom 4, ktery tak Ize jako jediny

samostatnyrtdit pomoci péitokoveé cytometrie.
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Obr. 14. Histogram, dujici rozloZzeni chromozéindo jednotlivych pil, ziskany z flow-cytometrické

analyzy (histogram laskayoskytnul Dr. Jan Vrana).

chromozomy 2;3;7
chromozomy 1; 5; 6

chromozom 4

Obr. 15. Teoreticky histogram zobrazujici rozlozeimiomozoni do jednotlivych pik, paitatové zpracovany
na zaklad délky jednotlivych chromozétnkostavy Iwni pfi CV = 2,5% (histogram poskytnul Dr. David
Kopecky).
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Na charakterizacitidénych chromozorn 2 a 3, které se nachazeji ve druhém piku

histogramu z flow-cytometrické analyzy, byla poa#iSH (Obr. 16).

Obr. 16. Fluoresceni in situ hybridizace sifdénymi chromozémy druhého piku (zde chromozémy 2 ae3)
sondami s 5S rDNA (zelend) a 45S rDN#&ifvena). Chromozoém 3, je jediny chromozém, kterylokés 45S
rDNA a chromozom 2 je jediny, ktery ma lokus 5S W®tbbrazek poskytnul Dr. David Kopecky).
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7.6. Optimalizovany protokol synchronizace bu#éného cyklu,

akumulace metafazi a izolace chromozoinu kostravy luéni

V piedkladané praci byl poprvé vypracovan optimalizgvarotokol synchronizace
bunééného cyklu, akumulace metafazi a izolace chromdzaontrav. Souhrn jednotlivych
krokd, vedoucich k ifdéni chromozon pritokovou cytometrii shrnuji body 1-6.

Kli¢ceni semen ko&vy lueni: 6 dni

Synchronizace buiného cyklu: 1,5mM hydroxyntovina, 18 hodin
Ozdravna doba (RT): Hoaglaindroztok, 4, 5 hodin

Akumulace metafazi: 5uM oryzalin, 2 hodiny

Fixaz: 2% formaldehydova Tris fixaz, 20 minut

o 00k 0N PE

Homogenizace 20 000ot. /15s.
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7.6.1. Postup synchronizace Bamého cyklu

1. Bylo vyseto 300 semen kaaty luéni (Obr. 17). Po Sesti dnech semena wdétlkorinky
o délce 2-4 cm.

Obr. 17 Plastovy nosi na nakléeni semen kostvy lweni

2. Na nezakryté Petriho misce (Obr. 18) ugristv termostatu probihala:
- 18 hodinové synchronizace 1,5 mM hydroxyiognou
- 4,5 hodin RT Hoaglandovym roztokem
- 2 hodinovéa akumulace metafazi 5uM oryzalinem
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3. Poté byly celé nakiené rostlinky ponieny na 20 minut do 2% formaldehydové Tris
fixaze (Obr. 19).

4. Po fixazi byly kadenové Spiky nakrajeny a feneseny do LBO1 lyzaiho pufru, v 8mz
byly mechanicky homogenizovany (Obr. 20).

5. Vznikl4 suspenze metafaznich chromozdmla po obarveni DAPI pouzita pro flow-
cytometrické analyzy.
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8. Diskuze

Pfi optimalizaci synchronizace b&mého cyklu u kosavy luwni jsem vychazela
z protokolu synchronizace b&mého cyklu u obilovin. Dobatgobeni hydroxym&oviny
byla odvozena z protokiblsynchronizace u pSenicegieene a Zzita, kde byla pouzita doba
pusobeni 18 h. Pro pSenici apeen byl pouzit 2mM roztok hydroxynioviny, pro Zito
dokonce 2,5mM roztok (DoleZet al., 1999). Na synchronizaci bi&mého cyklu u kosavy
luéni byla testovana hydroxyniovina o koncentraci 1 mM, 1,5 mM a 2 mM. Optimalni
synchronizace bwidného cyklu kostvy luni bylo dosazeno ip pouziti 1,5mM roztoku
hydroxymaoviny.

Po synchronizaci bwiného cyklu byla hydroxymimvina vymyta a nahrazena
Hoaglandovym roztokem. Z roztlakovych preparébienovych Spiek byla utena délka
ozdravné doby (RT, recovery time) u kKesty luni 4,5 hodin, coZ iedstavovalo
dvouhodinové zkraceni v porovnani &menem, u #hoz je ozdravna doba 7 hodin (Lysgk
al., 1999b).

Na akumulaci metafazi byl u pSeniceinene i Zita pouZzit roztok APM, které&gobil
3 hodiny (Dolezelet al., 1999). U kosgavy lwni jsem vyzkouSelatit akumula&ni ¢inidla:
rajsky plyn (NO) a roztoky APM a oryzalinu. Akumudai ¢inidla pasobila vzdy 2 hodiny.
Zkraceni akumukani doby nemdlo zasadni vliv na mnoZzstvi metafaznich chromazom
v suspenzi. Roztok APM #goboval lepivost metafaznich chromoZom nebylo mozné jej
pouzit na dalSi experimenty. PouZzitim rajského plyaylo dosazeno metafazniho indexu
54 %, ale nebylo mozné jej pouzit ndgpavu suspenze chromozarpro #idéni pritokovou
cytometrii. Ri aplikaci plynu NO totiz dochazelo ke ztaym ztratdm metafaznich
chromozond, které byly zfisobeny zasychanim tenkychikuki kostavy. Plyn NO byl vSak
s Usgchem pouzit na akumulaci metafazi u kiike (Dr. J.Cihalikova, osobni steni).
Kukutice ma ale oproti kosve¢ mohutrgjSi kareny, u nichZz nedochazi k zasychani. Nejvyssi
metafazni index 70 % poskytl roztok oryzalinu a Iogvrzen jako optimalni pro dalSi
experimenty. Ledova voda byla s &spbem pouzita na u pSenice (Vradaal., 2000), Zita
(Kubalakovaet al., 2003) a jgmene (Lysalket al., 1999b). Ledova voda byla téZ s &dpem
vyuzita u kostavy Iweni, kdy dosSlo k vySsi spiralizaci metafaznich choaomi. Vyhodou
této techniky je moznost formaldehydové Tris fixazerano.

Dvouprocentni formaldehydova Tris fixdz, kterd eyouzita u kosavy Iweni, byla
pouZzita téZ u pSenice (Vraetal., 2000), jémene (Lysalet al., 1999b) a zita (Kubalakowh
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al., 2003). Délka 2% formaldehydové Tris fixaZzer@ihut byla optimalni nejen pro kdatu
lu¢ni, ale i pro jémen a pSenici (Dolezet al., 1999).

Synchronizace bwiného cyklu a nasledna izolace chromo#iodo LBO1 lyz&niho
pufru, byla vyuZzita nafidéni chromozom pomoci piétokové cytometrie. Takto ziskané
chromozomy byly vyuzity na konstrukci chromozomogpecifickych BAC knihoven
a mapovani genomu hospasidy vyznamnych plodin, meziéh pati pSenice seta agmen
sety a Zzito seté. PSenice set@ritjcum aestivum L.) je allohexaploid (2n=6x=42)
s komplexnim genomem, sloZzenym Zé pibuznych genorin (AABBDD, Bennetet al.,
1991). Po optimalizaci b&tného cyklu u pSenice (Vrargh al., 2000) byl ziskan histogram,
zobrazujicictyti piky. Tii piky byly tvoreny temi a vice chromozomyfvrty samostatny pik
byl tvoren chromozomem 3B, ktery jediny Izgdit praitokovou cytometrii. DalSi pSemié
chromozomy bylo moznétitit pouze s vyuzitim specialnich telosomickychiilirkteré
obsahovaly jednotlivd ramena p&enjich chromozor. Ramena pSe&mych chromozori
tvori samostatné piky, kteréireme tidit pomoci pétokové cytometrie. U jamene a Zita lze
pomoci pitokové cytometrieitdit rovrez jen jeden chromozom-1H uc¢jmene a 1R u Zita
(Lysak et al., 1999, Kubaldkovét al. 2003). U kosavy Iwkni lze samostatn tridit
chromozom 4. Tohoto bude vyuzito pro NG sekvenowahbto chromozomu. Nadené
chromozomy budou rowi pouZzity na cytogenetické mapovani pomoci FISHyzcké
mapovani s pouzitim chromozontospecifickych marker pomoci PCR.

Dle synchronizéniho protokolu pro kosavu Iwni bude tato metoda ro¥h

optimalizovana pro zastupce rodu jilek a vyuZita mapovani fibuznych travnich druh

47



9. Zawer

V této préci byla ubec poprvé vypracovana metodika synchronizace&dméto cyklu
u karenovych meristéfn trav, konkréts kostavy Iweni (F. pratensis Huds.). Na rozdil od
piedchozich protokdl synchronizace bwiného cyklu u pSenice (Vraret al., 2000, Leest
al., 1997, Kubalakovat al., 2005), jgmene (Lysaket al., 1999b) a Zita (Kubalakow al.,
2003) zde byla poprvé pouZzita nova metodik&eddi semen. i prvnim i druhém zfisobu
kliceni byla semena umésta v zakryté Petriho misce v termostatti {gplot 25°C. Ri
prvnim zmsobu klteni byla semena vyseta do plastovych ¢tosV druhém postupu byla
semena gstovanait dny v termostatu. Poté byla na dva dny usmiatna tepaku. Po dvou
dnech natepace byla naklfena semena épumistna do termostatu. Takto bylo dosazeno
vySSi kIgivosti semen. Oproti prvnimu postupu doslo k 20%asté klicivosti semen.

Pii optimalizaci bug¢ného cyklu byl pouzit 1,5mM roztok hydroxy@aviny, ktery
pusobil 18 hodin. Bylo dosaZzeno mitotického indexwb4coz je oproti asynchronni populaci
pétindsobny nérst. Byl vyzkouSen novy Zgob ovliviiovani kdenovych meristénroztoky.
Vzhledem k velikosti semen kdavy luwni a Kehkosti kdinki nebylo moZzné ovlirovat
pouze ka#enové meristémy. Do roztbkbyla pondena celd semena. Bylo z{ib, Ze ani
piimé pondeni nakléenych semen kastvy lueni do vSech pouzitych roztdknema negativni
vliv na optimalizaci bu&ného cyklu kéenovych meristéfh Na rozdil od pedchozich
protokoli roztoky nebyly Bhem synchronizace b&mého cyklu a nésledné akumulace
metafazi provzduvany. Bylo zjiS¢no, Ze provzdutovani roztok nema zasadni vliv na
jejich pasobeni p synchronizaci bu&ného cyklu u kosavy lueni.

Na akumulaci metafazi byla vyzkouSetieakumulani ¢inidla: roztoky APM a oryzalinu
a plyn NO. Dostaténé mnozstvi metafaznich chromozigntedy metafazni index 54 %,
poskytl plyn NO. Fi dalSich postupech vSak bylo z§8b, Zze po akumulaci timto plynem
dochéazi k znéné ztr&¢ metafaznich chromozamktera byla zpisobena zasychanim ikoka.
Pfinosem tohoto postupu byla netoxicita plyngON Pro tidéni chromozon pritokovou
cytometrii je vSakitba ziskat co nejvysSi &t metafaznich chromozdm Ten poskytl
roztok oryzalinu (metafazni index 70 %). Po akuroulanetafdzi byly chromozomy

zafixovany 20 minut v 2% formaldehydové Tris fixazi
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11. Seznam pouzitych zkratek a symbdl

AFLP

APM
BAC
B. C.
DAPI
DAIrT
EST
FISH
Gy, G2
GISH
HU
mM

NOR
NG
rDNA
RFLP

RT

sp.
uM
pm

pl

Amplification Fragment Length Polymorphism, polyrfibmus délky
amplifikovanych fragmert

amiprophosmethyl

bacterial artificial chromosome, wig bakterialni chromozom
burg¢ny cyklus

4,6 — diamidino — 2- fenylindol

Diversity Arrays Technology

expressed sequence tags, mista s expresni adresou
fluorescenin situ hybridization, fluorescemi in situ hybridizace
gap faze bustného cyklu

genomicin situ hybridization, genomovi situ hybridizace
hydroxyurea, hydroxyntovina

milimolarni

haploidni sada chromozé@m

nucleolus organizer region, oblast organizatoréijkal

next generation sequencing

ribosomal DNA, ribozomalni DNA

Restriction Fragment Length Polymorpiswlymorfizmus délky restriénich

fragment

recovery time, ozdravnias
synteticka faze butného cyklu
species, druh

mikromolarni

mikrometr

mikrolitr
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Grasses are among the most important and widetivatdd plants. On arable land they are
grown for grassland and silage production. Meadesctie Festuca pratensis Huds.) is one
of the predominant grass species especially in ¢eat@ and Northern regions because of its
ability to survive under freezing conditions. Moveo, it has been used widely in intergeneric
hybridization with various ryegrass species, anceisd superior Festulolium cultivars have
been produced. Because of the large genome (1C=8pH and high proportion of
repetitive DNA, genomic studies are difficult. mg work, we describe a possibility to dissect
meadow fescue genome to smaller parts — individtlmomosomes and groups of
chromosomes. Following the chromosome sortingesgsabriginally developed for legumes
and cereals we have developed a procedure foregras®l currently we are able to dert
pratensis chromosome 4 and two groups of chromosomes: clsomes 2, 3 and 7 and
chromosomes 1, 5 and 6.As the first step we widlusace chromosome 4 by lllumina with
the expected 20x coverage and assemble low copygenit regions. This will facilitate
detailed comparative analysis using sequenced gesiafrice, Brachypodium and sorghum
and provide the first insight into the genome cosifjian of this species. The possibility to
purify chromosome 4 opens the way for more efficianalysis of genomic loci on this
chromosome underling important traits such as fngezolerance. This work has been
supported by the Czech Science Foundation (graatca®501/11/0504) and by the Ministry
of Education, Youth and Sports of the Czech Repulaihd the European Regional
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BACKGROUND AIMS OF THIS STUDY

Grasses are among the most important and widely cultivated plants. On arable land they are grown for grassland
and silage production. Meadow fescue (Festuca prate uds.) is one of the predominant grass species especially ] . Identification of individual chromosomes
in temperate and Northern regions because of its ability to survive under freezing conditions. Moreover, it has been " X B
used widely in intergeneric hybridization with various ryegrass species, and several superior Festulolium cultivars] Of meadow fescue using FISH; developing
have been produced. Because of the large genome (1C=3175 Mbp) and high proportion of repetitive ONA, molecular karyotype
genomic studies are difficult. In this work, we describe a possibility to dissect meadow fescue genome to smaller
parts - individual chromosomes and groups of chromosomes. Following the chromosome sorting strategy originally
develcped for legumes and cereals we have developed a procedure for grasses and currently we are able to sort ~. I » Test the possibility to sort individual
is chromosome 4 and two groups of chromosomes: chromosomes 2, 3 and 7 and chromosomes 1, 5 and 6. , X
Re the first step we will sequence chromosome 4 by Tiumina with the expected 20x coverage and assembie lowf] CHTOMosomes of meadow fescue
copy and genic regions. This will facilitate detailed comparative analysis using sequenced genomes of rice,
Brachypodium and sorghum and provide the first insight into the genome composition of this species. The > Sequence individual chromosome (4) of
possibility to purify chromosome 4 opens the way for more efficient analysis of genomic loci on this chromosome "
underling important traits such as freezing tolerance. meadow fescue by NGS

KARYOTYPING OF MEADOW FESCUE CHROMOSOME SORTING

Procedure Synchroniza!
Chromosome 1 2 3 - ) 6 ¥ 4 . X
Synchronization of
cell cycle in

Size (Mbp) 373 485 499 543 403 394 484

Cen
Tel

45SrDNA

kS x 260
ORFA = 10w0)

Flow karyotype of meados ve consists of two composite peaks
5SrDNA chromosome soiting representng spechic oroups of chromosomes and  pesk o chromosome 4
o .. This chromosome can be discriminated and sorted.

1F21 APPLICATIONS

Flow sorted chromosomes are superior material cytogenetic
mapping by FISH and for physical mapping using PCR with specific

1G18 primers. We will sequence chromosome 4 by Illumina with the
expected 20x coverage and assemble low copy and genic regions
(expected untill end of June).

2N14
PERSPECTIVES
Similar approach can be used for more grass species. Preliminary

experiments have been made with Italian ryegrass (Lolium
multiflorum Lam.) and perennial ryegrass (L. perenne L.).

1K11 ACKNOWLEDGEMENTS

Karyotyping was realized using FISH with Centromeric probe of wheat (Cen), Telomeric probe of wheat
(Tel), 455 rDNA, 5SS rDNA, and selected BAC dones from BAC library of F. pratensis
http://olomouc.ueb.cas.cz/dnalib/fp).




