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Souhrn

Ptredlozena diplomova prace se zabyva studiem genetické variability vybranych
zastupcl picnich trav rodu kostfava (Festuca L.) a jejich kiiZzenci se zastupci rodu jilek
(Lolium L.) zvanych Festulolium pomoci cytometrickych a cytogenetickych technik s cilem

identifikovat vhodné genotypy pro novoslechténi mezirodovou hybridizaci.

Z vysledkll cytometrické analyzy vyplyva, ze se uroveinn ploidie u nové ziskanych
genotypti Festuca pratensis susbp. apennina z vybranych lokalit Svycarska a Italie lisila,
vyznamnou roli sehrdla nadmotiskd vyska. Byly identifikovany diploidni, tetraploidni,
a dokonce 1 triploidni cytotypy, na fad¢ lokalit se vyskytovaly dva ¢i vSechny tii cytotypy
spole¢né. Na vétSin€é vybranych lokalit ptekvapivé pievazovaly triploidni cytotypy,

v nékterych oblastech byli triploidi pouze jedinym detekovanym cytotypem.

Pomoci genomové in situ hybridizace byla hodnocena geneticka variabilita a stabilita
genomového slozeni u vybranych komer¢nich odrid Festulolium (Hostyn, Perseus, Perun).
U vsech odrud byla z generace na generaci zjisténa zvySujici se pfevaha genomu Lolium
nad genomem Festuca. V pozdgjsich generacich od pocate¢niho kiizeni bylo ale pozorovano
relativni ustdleni genomového slozeni, 1 pfesto zlstalo zastoupeni rodicovskych genomil
u studovanych odriid nevyvazené a byla zjisténa znacnéd geneticka variabilita v rdmci kazdé

odrady.

Na zéklad¢ vysledkii zjisténych cytometrickou a cytogenetickou analyzou byla
z vybranych genotypii kostrav, jilka a jejich kfizenct zalozena fenotypovaci Skolka. Pilotni
fenotypovani ukazalo, ze mezi jednotlivymi druhy, ale i v ramci jednotlivych druhd byly
detekovany velké rozdily ve stupni mrazuvzdornosti. Vysokou miru pfeziti vykazovaly
odridy kostfavy rakosovité a luéni, dale pak vybrané plané tetraploidni genotypy Festuca

pratensis subsp. apennina a piekvapivé i triploidni cytotypy.

Tato diplomova prace poskytla nové informace o genomovém sloZeni, genetické
variabilité a ekologii vybranych druhii rodu kostifava (Festuca L.) a kfiZzencu kostfav a jilkda.

Je rovnéz ptinosem pro budouci Slechténi novych odriid pomoci mezidruhové hybridizace.



Summary

This MSc. thesis deals with the study on the genetic variability in selected fescue
species (Festuca L.) and their hybrids with the ryegrasses (Lolium L.) using cytometric
and cytogenetic techniques with aim to identify suitable genotypes for breeding new cultivars

using intergeneric hybridization.

The results of flow cytometry analysis indicated large variation in ploidy level
of the analysed genotypes of Festuca pratensis susbp. apennina, obtained from different
locations (Switzerland and Italy) and at different altitude. The analysis revealed diploidy
(diploid meadow fescue - F. pratensis), tetraploidy (tetraploid F. pratensis subsp. apennina),
and even triploidy (hybrids of former two species). In many locations, two or even three
cytotypes were grown sympatrically with frequent predominance of triploids. In some

locations, triploids were the only cytotype detected.

Genetic diversity and variability in genomic constitution among individual plants
in selected Festulolium cultivars (Hostyn, Perseus, Perun) was detected using genomic in sSitu
hybridization. The analysis detected predominance of Lolium genome increasing since initial
crosses in all cultivars. The relative stabilization of genomic composition was observed
in the successive generations after initial crosses, but genomic constitution within these

cultivars remained unbalanced.

According to the results obtained from flow cytometry and cytogenetic analysis
in selected fescues and their hybrids with ryegrasses, selected genotypes were used
for the establishment of phenotyping nursery. Pilot scoring indicated high variability in frost
resistance among as well as within individual species used. High survival rate was scored
in Festuca arundinacea and Festuca pratensis cultivars, as well as in selected tetraploid
and triploid genotypes of Festuca pratensis subsp. apennina.

This thesis increased our knowledge on the genetic variability, genomic composition
and ecology in selected fescue species (Festuca L.) and hybrids between fescues
and ryegrasses (Festulolium). The results are also valuable for breeders due to the indication

of new genotypes potentially used for forage grass breeding using interspecific hybridization.
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1 Uvod

Lipnicovité (Poaceae) predstavuje celed’ jednodéloznych trav, které jsou rozSiteny
pfevazné v mirném podnebném pasu vSech kontinentd (Soreng et al., 2015). Tyto travy
predstavuji dulezity prvek tady ekosystémi. Zasadni je také jejich hospodaisky vyznam
pro ¢loveéka, nebot’ predstavuji dominantni slozku luk a pastvin. Okrasné druhy trav slouzi
ke zvelebovani krajiny a k rekreacnim a sportovnim uceliim, kdy jsou nedilnou soucasti

zahrad, méstskych zeleni, travnikt a fotbalovych ¢i golfovych hrist.

Slechténi trav je v sou¢asnosti vystaveno velké vyzvé v podobé zmény klimatu a s ni
souvisejici potiebe téchto rostlinnych druht pizptisobit se stresovym podminkam (Kopecky
et al., 2017). Zvysuje se rovnéz poptavka po kvalitngj$im krmivu pro hospodaiska zvifata.
Jelikoz je genetickd variabilita trav znané omezend, je Zadouci piinaSet nové alely
do souboru existujicich odriid. To mize byt dosazeno mezidruhovou hybridizaci, kdy dochézi
ke ktizeni dvou riznych druhd za vzniku mezidruhového ¢i dokonce mezirodového hybrida.
Takto vznikl i kiiZzenec kosttav a jilk zvany Festulolium, ktery kombinuje vyhodné vlastnosti
Zobou rodicl, které pomahaji zajistit stabilné rostouci vynos a soucasné odolnost

vici biotickym a abiotickym stresim (Kopecky et al., 2008).

Tato prace se zabyva studiem genomového sloZeni mezidruhovych kiiZzenct trav
a s tim souvisejici problematiky stability hybridniho genomu po nasledujici generace. Znalost
struktury genomu rostlin je nezbytna pro rychlejsi a efektivngjsi Slechténi druht
s pozadovanymi vlastnostmi. Experimentalni ¢ast diplomové prace ma tedy za cil prispét
K charakterizaci vybranych druhti trav a jejich kiiZzencli pomoci zvolenych cytometrickych

a cytogenetickych metod.



2 Cile prace

Cilem prace bylo vytvorit fenotypovaci Skolku z vybranych zastupct kostrav, jilki

a jejich kiizenct pro studium odolnosti proti abiotickym stresim. Skolka zahrnovala vybrané

zastupce kostravy lu¢ni, kostfavy luéni italské, kostfavy atlasské, kostravy rakosovité (véetné

tetraploidniho poddruhu Festuca arundinacea subsp. glaucescens), jilku mnohokvétého, jilku

vytrvalého a mezirodovych kiizenci Festulolium. Dlouhodobym cilem tohoto projektu

ve spolupraci se Slechtiteli je identifikace novych genotypii pouzitelnych pro mezirodové

ktizeni.

Jednotlivé dil¢i cile prace zahrnovaly:

1.

Vypracovat literarni reSerSi o vybranych druzich trav s diirazem na agronomicky
potencidl mezidruhovych hybridii. Zaméfit se zejména na genomové slozeni téchto
kiizencl a popsat pouzivané¢ metody studia genomu rostlin, pfedev§im pritokovou
cytometrii a genomovou in situ hybridizaci.

Charakterizovat vybrané zastupce rodu kostrava (Festuca L.) pomoci cytometrickych
technik.

Charakterizovat genomové slozeni kiizencti kostiav a jilka (Festulolium) pomoci
cytogenetickych technik.

Zalozit fenotypovaci skolku z vybranych zastupcii kostrav, jilkl a jejich kiizenct.
Provést pilotni fenotypovani jednotlivych rostlin ve fenotypovaci skolce

pro mrazuvzdornost.



3 Literarni prehled

3.1 Charakteristika ¢eledi lipnicovité (Poaceae)

Uvodni kapitola je vénovéana nejvyznamnéj§im zastupctim trav éeledi Poaceae. Tyto
travy patii mezi nejdilezitéjsi plodiny péstované na Zemi, louky a pastviny pokryvaji
odhadem dvakrat vétsi plochu v porovnani s ornou pidou (Jauhar, 1993). Jsou casto
uptfednostinovany na ukor dalSich vyznamnych plodin, jako jsou napf. obilniny, kukufice,
cukrova titina a brambory. V Ceské republice predstavuji louky a pastviny téméf 40 %
zemédélskych ploch (Cernoch et al., 2003). Pfevladajicimi travnimi rody jsou jilky (Lolium
L.) a kosttavy (Festuca L.) (Kopecky et al., 2008). V Evrop¢ hraji prim dva druhy jilkd, a to
jilek wvytrvaly (Lolium perenne L.) a jilek mnohokvéty (Lolium multiflorum Lam.)
(Lubberstedt et al., 2003).

3.1.1 Taxonomie

Z hlediska taxonomické klasifikace je Celed’ lipnicovité (Poaceae Barnhart) fazena
do fiSe rostliny (Plantae), oddéleni krytosemenné (Magnoliophyta), tiidy jednodélozné
(Liliopsida) a ¥adu lipnicotvaré (Poales). Celed se dale déli do 12 podéeledi (Soreng et al.,
2015). Jednou z nich je vyznamna podcéeled” Pooideae Bentham (1861), do které je fazeno
témef 200 rodu (Soreng et al., 2015), v¢etné rodd kostrava (Festuca L.) a jilek (Lolium L.).
Do podceledi Pooideae patii mimo jiné i dal$i druhy, které jsou nesmirn¢ dualezité

ve svétovém zemédélstvi, jako je pSenice, jeCmen, oves a zito (Czaban et al., 2015).

Do rodu Lolium L. je fazeno celkem devét druht (Byrne et al., 2015), oproti tomu

vyrazné pocetnéjsi rod Festuca L. zahrnuje az 600 druhi trav (Czaban et al., 2015).

Vybrané druhy rodu Lolium L. doplnéné o charakteristicky poc¢et chromozomi:
Lolium multiflorum Lam. subsp. italicum - jilek mnohokvéty (2n = 2x = 14)
Lolium perenne L. - jilek vytrvaly (2n = 2x = 14)

Lolium rigidum Gaudin - jilek tuhy (2n =2x = 14)

10



Vybrané druhy rodu Festuca L. doplnéné o charakteristicky pocet chromozomii:
1. Druhy vyssiho vzristu s Sirokymi listy (podrod Schedonorus)
Festuca pratensis Huds. - kostfava luéni (2n = 2x = 14)

Poddruh Festuca pratensis subsp. apennina (De Not.) Hegi - kostfava luéni
italska (2n = 4x = 28)

Festuca arundinacea Schreb. - kostiava rakosovita (2n = 6x = 42)

Poddruh Festuca arundinacea subsp. glaucescens Boiss. (2n = 4x = 28)

Festuca mairei St.-Yves - kostiava atlasska (2n = 4x = 28)

2. Druhy niz§iho vzrastu s izkymi listy (s variabilnim poctem chromozomi, jsou znamy

diploidni az dekaploidni druhy (Rognli et al., 2010))

Festuca rubra L. - kostfava Cervena (2n = 14, 21, 28, 42, 49, 56, 64, 70; Aiken
et Darbyshire, 1990; Sampoux et Huyghe, 2009)

Festuca ovina L. - kostfava ov¢i (2n = 14, 21, 28, 42, 49, 56, 70; Church, 1929; Love
et Love, 1948)

3.1.2 Vyznam vybranych druhi rodu kostiava (Festuca L.)

Tato pocetna skupina velmi rozmanitych druhti trav je nedilnou sloZkou luk, pastvin
i udrzovanych travnikti. Kromé¢ hospodaiského a estetického vyznamu maji kostfavy i znacny
ekologicky vyznam v ochrané krajiny (zadrZzovani vody, protierozni ochrana pid apod.).
Na zdklad¢ morfologie je délime do dvou skupin. Do prvni skupiny kostfav vyssiho vzrastu
s Sirokymi listy patii kostfava lu¢ni (Festuca pratensis Huds.) spolu s kostfavou rakosovitou
(Festuca arundinacea Schreb.). Do druhé skupiny kostfav niz§iho vzrustu s uzkymi listy je
fazen komplex kostfavy Cervené (Festuca rubra) a komplex kostiavy ov¢i (Festuca ovina).
Rod Festuca L. se obecné vyskytuje piedev§im v mirném podnebném pasu severni polokoule
(Jenkin, 1959; Rognli et al., 2010).
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3.1.2.1 Kostrava luéni

Kosttava luéni (Festuca pratensis Huds.) je vyuzivana ptedevs§im ke krmnym ucelim
hospodaiskych zvirat, a to diky vysoké kvalité¢ a vynosovému potencidlu. Vyznacuje se
vysokou odolnosti vici nizkym teplotdim a mrazu v zimnim obdobi. Je pivodem z Eurasie
(Hultén et Fries, 1986). Diky své mrazuvzdornosti piedstavuje vyznamnou slozku pastvin
pfedevSim V alpskych oblastech, Skandindvii a ve vychodni Evrop¢. Introdukovana byla

rovnéz do Severni Ameriky, Japonska, Australie a na Novy Zéland (Rognli et al., 2010).

Kostfava lu¢ni je velmi rozSifend na zemédélskych plochach, objevuje se ale
I na biezich fek a v mokiadech. Jeji populace byla zna¢né zdecimovana v predeslé dobé
meziledové, kdy v krajiné pievazovaly husté lesy (Fjellheim et al., 2006). Kostfava luéni je
jen ziidka vysazovéana jako monokultura, €astéji se vyskytuje spolecné s dalSimi druhy trav.
Ve Skandinavii je vyuzivana kombinace kostfavy lucni spolu s bojinkem lu¢nim (Phleum

pratense L.) a jetelem lu¢nim (Trifolium pratense L.) (Rognli et al., 2010).

3.1.2.2 Kaostrava rakosovita

Dalsi druh, kosttava rakosovita (Festuca arundinacea Schreb.), je dulezitou vytrvalou
picninou, kterd se na rozdil od kostfavy luéni vyznacuje statnéjSim vzristem. Vyskytuje se
v oblastech mirného pasu celého svéta, je dobie ptizpiisobena chladnému podnebi. Dokaze se
adaptovat na rGznorodé pudni typy 1 klimatické podminky. Bohuzel nema takové vynosové
charakteristiky jako jilky a ma rovnéz nizsi stravitelnost hospodaiskymi zvitaty (Rognli et al.,

2010).

U kostfavy rakosovité rozezndvame tf1 ekotypy - evropsky, rhizomaticky
a stfedomotsky (Hand et al., 2010). Zatimco rhizomaticky a evropsky ekotyp se lisi pouze
pfitomnosti rhizom u prvniho, stfedomoisky ekotyp se od ostatnich dvou odliSuje
morfologicky, ekologicky i velikosti genomu (Reed et al., 2004; Robson, 1967). Vyvinuly se
pravdépodobné v oddéleném evoluénim procesu, nebot jsou adaptovany na rozdilné
podminky podnebi. Ekotypy ze severni Evropy byly dale zavleCeny do Severni Ameriky, kde
patii mezi nejpopularnéjsi picniny, zejména diky své odolnosti vii€i suchu (na rozdil od méné

odolné kostravy lu¢ni) (Rognli et al., 2010).

Jako nedilna slozka luk a pastvin je kostfava rakosovita dostupna po vétSinu roku.

Dobfe snasi i stinnd mista, je stalezelend po cely rok, a to i ve vlhkych oblastech chladného
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podnebi. Obliba tohoto druhu mezi Slechtiteli i zeméedélci stale vzrista a vzhledem k ménicim
se klimatickym podminkam, zv1asté ke stale ¢astéjSim nastuptim stfednédobych obdobi sucha
a horka béhem Iéta, se d4d ocekavat jeji zvysujici se podil na evropském trhu s osivy. Byva
rovnéz soucasti tradvnikovych porostli a je vyznamna i pro ochranné tcely krajiny (Sleper
et Buckner, 1995). V nékterych oblastech byva dokonce vysazovana pouze jako monokultura
(Rognli et al., 2010).

3.1.2.3 Kostravy nizSiho vzristu s uzkymi listy

Kostravy niz§iho vzristu s uzkymi listy, predstavujici druhou skupinu kostfav, jsou
vytrvalé travy dobfe ptizptisobené chladnému podnebi Evropy, Asie a Severni Ameriky. Tyto
druhy jsou dualezitymi picninami, byvaji ale hlavné nedilnou soucasti travnikli a okrasnych
ploch, piedevsim pro svoji nendrocnou udrzbu a vyborné travnikové vlastnosti. Jejich drobné
a uzké listy minimalizuji vodni ztraty zptisobené transpiraci a maji tak dobrou odolnost vici
suchu (Rognli et al., 2010). Nevadi jim rust ve stinnych oblastech, za sucha, nizkého pH
(5,5 - 6,5) ¢i na malo trodnych piadach (Beard 1973; Hanson et al., 1969). Nevyzaduji navic

zadné pridatné hnojeni ¢i zavlazovani (Ruemmele et al., 1995).

3.1.3 Vyznam vybranych druhi rodu jilek (Lolium L.)

Jilky pfedstavuji hlavni picniny stfedni a zdpadni Evropy, mirného podnebného péasu
Japonska, Australie, jizni Afriky a Severni Ameriky. Kromé hospodatfského vyznamu jsou
rovnéZ hojné vyuZivany pro okrasné ucely a diky své odolnosti proti seSlapu také
pro zatravnéni sportovnich ploch. Monokultury jilkG zabiraji 23 % z 52 miliond ha vSech
travnatych ploch Evropy, pfi¢emz pievladajicim druhem je jilek vytrvaly (Humphreys et al.,
2010). Jilky jsou ze vSech druhl trav pro zvifata nejlépe stravitelnymi (Frame, 1991),

nevyhodou je ale jejich mala odolnost vici abiotickym stresim (Yamada et al., 2005).

Jilek vytrvaly spolu s jilkem mnohokvétym ptedstavuji ekonomicky nejdulezitejsi
jilky v Evropé. Oproti tomu jilek tuhy (Lolium rigidum Gaudin), ozima jednoleta trava, je
vyuzivan jako picnina v Australii. V blizké budoucnosti by se ale kviili ménicimu se klimatu
mohl stat vyznamnym druhem péstovanym i v susSich oblastech Evropy (Humphreys et al.,

2010).
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Piivodnim stanovistém jilka je oblast Sttedomoti. Tyto druhy maji velmi podobnou
strukturu genomu spolu s obilninami eurasijského ptivodu, jako je pSenice a je¢men (Kellog,
2001). Domestikace téchto trav je spojena se vznikem primitivniho zeméd¢€lstvi v oblasti
urodného pulmésice Stiedniho vychodu pfed cca 10000 lety a snaslednou expanzi
do zépadni a severni Evropy (Balfourier, 2000). Jilky byly pravdépodobné Sifeny spolu

s obilninami jako plevele prostfednictvim migrujicich zeméd¢lca.

3.1.3.1 Jilek vytrvaly

Jilek vytrvaly (Lolium perenne L.) je vytrvala trava s dlouhou vegetaéni dobou
(v zépadni Evropé od biezna do listopadu). Vyznacuje se vysokymi vynosy, je opakované
b&hem roku spasan hospodatskymi zvifaty. V zimnim obdobi se skladuje v podob¢ sena. Je to
zakladni druh vyuzivany pro ucelové, rekreacni ¢i sportovni travniky (Humphreys et al.,

2010). Jeho nevyhodou je pomérné mala odolnost vici abiotickym strestim.

3.1.3.2 Jilek mnohokvéty

Jilek mnohokvéty (Lolium multiflorum Lam. subsp. italicum) je jedno az dvouleta
rostlina s vysokou mirou stravitelnosti a ma proto velky vyznam jako picnina. Oproti jilku
vytrvalému je tento druh jesté méné odolny viici abiotickym stresiim, ma ale vyss$i vynosovy
potencial s rychlej§im ristem. Ma velmi mélké koteny, kofenovy systém tvoii hustou,
vlaknitou hmotu v hloubce pouhych 5 cm, coz zplsobuje jeho nizkou toleranci viici suchu. Je
péstovan v kratkych obdobich 1 az 2 let pro skladovani sena, jako sildZ nebo hnojivo. Vyuziti
nachdzi také pro zatravnéni volnych ploch, je vyznamnym druhem branicim pidni erozi
a ztrat¢ pudnich zivin. Stejné jako jilek vytrvaly je mozné jej mnozit vegetativné (Humphreys

etal., 2010).

Poddruh jilku mnohokvétého, Lolium multiflorum westerwoldicum (Lolium
multiflorum Lam. subsp. multiflorum), je jednoleta trava vysSiho vzrastu (oproti jilku
mnohokvétému), ma vysokou chutnost a stravitelnost. Po zaseti na jafe se v 1ét¢ a opakované
1 v zim¢ vyuziva jako silaz, poté hyne. Oproti tomu Lolium multiflorum subsp. italicum
preziva i do druhé zimy. Vyskytuje se v oblasti Stredomoii a v mirném podnebném pasu
sttedni Evropy, je dilezitou plodinou také v Severni i Jizni Americe, jizni Africe, jizni

Australii, Japonsku, Ciné, Indii a na Novém Zélandu. (Humphreys et al., 2010).
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3.1.4 Mezidruhova hybridizace u trav

Pii Slechténi novych odrad je u rostlin pro vnaseni zadouciho znaku, ktery obvykle
poskytne rostliné urcitou vyhodu (napf. odolnost vic¢i patogenu, vyssi vynos apod.), ¢im dal
vice vyuzivanou metodou cilena mezidruhova ¢i mezirodova hybridizace (Silva et Souza,
2013). Potomci s novou kombinaci znakti jsou oznaCovani jako hybridi neboli kiizenci.
Takovi jedinci vznikaji i samovolné v ptirod€, mezidruhova hybridizace hraje velmi dilezitou

roli v evoluci, zejména pii vzniku novych druht.

Co se tyce trav, tato metoda je mezi Slechtiteli, producenty osiv a zeméd¢€lci ¢im dal
vice popularni. Velky vyznam maji hybridni jilky ¢i kostravy, zvlasté pak ale mezirodovi
hybridi Festulolium vznikli kiizenim téchto dvou rodd. V dnesni dobé je znamo vice nez 50

komeréné dostupnych odrid Festulolium (Kopecky et al., 2017).

3.1.4.1 Mezirodovy hybrid Festulolium

Mezirodovy kiizenec Festulolium (Festuca x Lolium) je hojné vyuzivany v picnich
i travnikovych smésich. Je vytvofen uméle zkiizenim vybranych druhi rodu jilek (Lolium L.)
a kostrava (Festuca L.), které¢ jsou idealnimi slozkami zemé&d¢lskych ¢i travnikovych systémti.
Piedstavuje energeticky bohaté krmivo se zarovenl velmi dobrou odolnosti vii¢i abiotickym

a biotickym stresiim (Humphreys et al., 2006, 2014).

Ackoliv se kostravy a jilky kiizi volné v ptirodé, jejich vznikli kfizenci jsou sterilni.
Hybridi Festulolium, vznikli kiizenim druhti Festuca pratensis x Lolium perenne, se asto
vyskytuji kolem biehtl fek a rostou i na silné¢ podmacenych ptidach, coZ neni u rodi¢ovskych
druhti bézné (Humphreys et Harper, 2008). Tyto formy byly uz v ptfirod¢ zaznamenany dfive,
taxonomové (napt. Hubbard, 1992) je povazovali za kiizence Festulolium na zakladé
kombinaci vlastnosti charakteristickych pro jejich rodi€ovské druhy, jako je napf. tvar
kvétenstvi (Ghesquiere et al., 2010). Prvni, hybridizaci uméle vytvofeny hybrid jilku
vytrvalého a kostfavy lu¢ni, byl zaznamenan uz v roce 1933 (Jenkin, 1933). Komer¢ni kiizeni

odrud Festulolium se ale zacalo rozvijet az pozdéji.

V roce 2004 (2004/55/EC) evropska komise rozsilila definici kiizenct Festulolium.
Tito hybridi mohou vzniknout kiizenim jakékoli kombinace druhi rodu Festuca x Lolium
bez ohledu na pocet chromozomi obou rodi¢l. Nezalezi ani na tom, zda byli hybridi zdmérné

zpétn¢ kiizeni s jednim z rodi¢t (Ghesquiere et al., 2010). Dtive byli totiz hybridi
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Festulolium, ktefi byli zpétn¢ kiizeni s kostfavou rakosovitou, povazovani za odrudy této

kostravy.

Obecné taxonomie komplexu Festuca-Lolium, do kterého je ftazen podrod
Schedonorus (Festuca pratensis a Festuca arundinacea) spolu s rodem Lolium (Catalan et al.,
2004), zGstava nejednoznaéna a néktefi autofi naznacuji, Ze by Sirokolisté kostfavy z podrodu

Schedonorus mély byt sou¢asti rodu Lolium (Banfi et al., 2017).

Jak jiz bylo feceno, vznikem kiizenct Festulolium dochézi ke zkombinovani genomu
vybranych druhti zrodu Lolium a Festuca (Thomas et Humphreys, 1991). Jilky jsou
vyznamnou soucasti luk a pastvin vyuzivanych pro zemédélské ucely, nebot’ poskytuji vysoké
vynosy a predstavuji nutriéné bohaté krmivo. Nicméné jsou malo odolné viici abiotickému
stresu vyvolanému zménou klimatickych podminek. Z tohoto divodu byly geny odpovédné
za vetsi odolnost vici stresu vyhleddvany u odolnéjsich zastupcli vyssiho vzristu patficich
do rodu kostfava (Yamada et al., 2005). Pozadovanymi vlastnostmi pii Slechténi odrud
vhodnych pro travnikové systémy je zejména zlepSeni piijmu dusiku a vsakovani vody

(Ghesquiere et al., 2010).

Vétsina doposud znamych odrid Festulolium je alopolyploidnich, nebot’ vznikly
ktizenim kostravy lucni s jilkem mnohokvétym ¢i jilkem vytrvalym s ndslednym kiizenim F1
generace a vzniku dalSich generaci (Ghesquiere et al., 2010). Zkfizenim kostfavy lu¢ni spolu
s jilkem mnohokvétym mame Kk dispozici mnoho komeréné dostupnych odrad jako je Perun,
Achilles, Perseus a Hostyn (Kopecky et al., 2006).

Mezidruhové kiizeni je u druhti kostfav z podrodu Schedonorus bézné, vétSina
zastupci tohoto podrodu je totiz alopolyploidnich. Hybridizace byva ¢asto doprovazena praveé
polyploidizaci, kdy nové vzniklé polyploidni druhy ziskaji vyhodné kombinace genomu, které
zlepsi jejich adaptaci na ménici se podminky, ktera je nedostacujici u rodicovskych genomtl,

a zaroven maji zachovanu fertilitu (Kopecky et al., 2016).

Hybridizaci vznikla napf. Siroce roz§ifena alohexaploidni kostrava rékosovita (Festuca
arundinacea Schreb., 2n = 6x = 42), a to zkiizenim diploidni kostfavy lu¢ni ze severni
a sttedni Evropy (Festuca pratensis Huds., 2n = 2x = 14) spolu se stfedozemnim
tetraploidnim poddruhem kostiavy rakosovité Festuca arundinacea subsp. glaucescens Boiss.
(2n = 4x = 28). Tento kiizenec je hojn¢ soucasti luk a pastvin zejména v oblastech, kde mén¢
adaptované druhy rodu Lolium S$patné odolavaji silnému abiotickému stresu (Humphreys

etal., 1995; Xu et al., 1991).

16



Podobné bylo zjisténo, Ze tetraploidni druh Festuca pratensis susbp. apennina je
pravdépodobné rovnéz alopolyploidnim druhem obsahujicim genom dvou druhti, kdy jeden
Z nich predstavuje genom diploidni kostfavy Iu¢ni (Festuca pratensis; Lewis, 1977).
Hybridizaci vznikli i sterilni triploidni mezidruhovi hybridi kostfav, a to zk#izenim diploidni
Festuca pratensis a tetraploidni Festuca pratensis susbp. apennina, ktefi jsou prevladajicimi
druhy na mnoha mistech Svycarskych Alp, kde koexistuji spolecné s jejich rodi¢ovskymi

druhy (Kopecky et al., 2016).

Také druhy jilek vytrvaly a jilek mnohokvéty se mohou mezi sebou kiizit velmi
snadno. Vysledny kfizenec, hybridni jilek Lolium boucheanum Kunth. (L. x hybridum
Hausskn.) je fertilni a kombinuje vlastnosti obou druhfi, a to jak vysokou odolnost, tak

i vynosnost (Humphreys et al., 2010).

3.2 Struktura genomu

Pro charakterizaci a klasifikaci druhd je dulezita velikost jejich jaderného genomu.
S timto parametrem souvisi tzv. C hodnota, ktera byla zavedena v roce 1950 (Swift, 1950).
Predstavuje obsah DNA vV nereplikované haploidni sadé chromozomu (n), jadro v G1 fazi
bunécného cyklu ma tedy mnozstvi 2C DNA. Bylo zjisténo, ze neexistuje vztah mezi
C hodnotou a slozitosti organismu, morfologicky podobné organismy tak mohou mit odli$nou
velikost genomu (Mirsky et Ris, 1951). Tento jev byl poté nazvan jako ,,Paradox C-hodnoty*
(Thomas, 1971).

Velikost genomd rostlin je velmi variabilni, pohybuje se v rozmezi od 0,063 Gb
do 148,8 Gb, rozdil mezi jednotlivymi rostlinnymi druhy je tedy mnohdy az 2400krat veétsi
(Dodsworth et al., 2015). Genomy zastupct Pooideae, nejvétsi podceledi lipnicovitych, jsou
charakteristick¢é svou znacnou velikosti a slozitosti (naptf. genom pSenice se sklada

ze tii nezavislych genomt o celkové velikosti 17 Gb; Heslop-Harrison, 1991).

Jelikoz je pocet gend u jednotlivych druhii podobny, velikost rostlinnych genomu
ovlivituji zejména repetitivni sekvence DNA, které predstavuji jeho podstatnou cast
(napf. v genomu kukufice se jedna 0 vice nez 80 %) (Flavell, 1985). Mezi repetitivni
sekvence patii tandemové uspofadané repetice a transponovatelné elementy
(tzv. transpozony). Transpozony, které jsou rozptylené po celém genomu, tvoii u rostlin vice

nez polovinu veskeré genetické informace (Heslop-Harrison et Schwarzacher, 2011).
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Rozdily ve velikosti genomi jednotlivych rostlinnych druhti, vcetné trav, jsou
zpusobeny i tzv. celogenomovou duplikaci (WGD, whole-genome duplication), znamou jako
polyploidie (Soltis et al., 2015). Pfi studiu genomu trav je tak dal$im dtlezitym parametrem

i znalost arovné ploidie.

3.2.1 Rod kostiava (Festuca L.)

Zatimco v ptipad¢ rodu jilek jsou vSechny druhy diploidni, polyploidie je pfednim
znakem pravé rodu kostfava (zejména u podrodu Schedonorus), kde jsou znamy diploidni az
dekaploidni druhy (napf. dekaploidni poddruh kostravy rakosovité, Festuca arundinacea
subsp. letourneuxiana St.-Yves; Hand et al, 2010). Zakladni pocet chromozomi
v haploidnim stavu je u tohoto rodu 7 (n = 7). Kopecky et al. (2010) stanovili pomoci
prutokové cytometrie velikost genomu u diploidni Festuca pratensis, ktery odpovida
1Cx = 3 175 Mb (fj. 3,25 pg DNA). U hexaploidni Festuca arundinacea se jednalo
0 2 845 Mb (tj. 2,91 pg DNA).

Kvuli polyploidii a vysokému podilu repetitivni DNA je analyza velkych rostlinnych
genomi velmi obtizna, coz plati i pro kostravy. Kopecky et al. (2013) i piesto ve své rozsahlé
studii za vyuziti pritokové cytometrie a sekvenovani nové generace (NGS, next generation
sequencing) zanalyzovali u kostfavy luéni (Festuca pratensis) sekvenci chromozomu 4F.
Slozity genom nejprve rozdélili na jednotlivé chromozomy ¢i skupiny chromozomi. Pomoci
priatokové cytometrie z genomu cilené vytiidili chromozom 4F a provedli sekvenovani
s vyuzitim platformy Illumina. Na zakladé ziskané sekvence byli nasledné schopni urcit
pofadi geni na tomto chromozomu, a to porovnanim Sjiz osekvenovanymi genomy
ptibuznych druht, jako je Oryza sativa, Brachypodium distachyon, Sorghum bicolor ¢i
Hordeum vulgare. Touto komparativni studii bylo potvrzeno, Ze geny na chromozomu 4F
maji obdobné usporadani jako geny na 4H a 5H (na dlouhém rameni) chromozomu u je¢mene
(tzv. kolinearita). Dale pomoci fluorescenéni in situ hybridizace identifikovali nékolik
tandemovych repetic, které je mozno pouzit jako cytogenetické markery pro detailngjsi

analyzu karyotypu kosttav, jilki ¢i jejich kiizenci.

U kostravy lucni byla rovnéz sestavena geneticka mapa (Alm et al., 2003), vytvofena
BAC (bacterial artificial chromosome) knihovna (Donnison et al., 2005) a osekvenovan
transkriptom (Stoces et al., 2016). U kostravy rakosovité byla sestavena geneticka mapa

(Dierking et al., 2015). Pro oba druhy byl vytvoten ¢ip typu DArT (Kopecky et al., 2009a).
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3.2.2 Rod jilek (Lolium L.)

Pro zéstupce rodu jilek, ktery predstavuje soucdst polyploidniho komplexu
Festuca-Lolium, je charakteristicky diploidni genom se 7 pary chromozomi (2n = 2x = 14)
(Humphreys et al., 2010). Jilky maji relativné velky genom, jehoZ velikost byla publikovana
jiz vroce 1979 (1Cx = 2 000 Mb; Hutchinson et al., 1979). V roce 2010 byla zjisténa
méfenim na prutokovém cytometru noveéjsi data, velikost genomu diploidniho Lolium
multiflorum odpovidala 1Cx = 2 567 Mb (tj. 2,62 pg DNA), u diploidniho Lolium perenne se
jednalo 0 2 623 Mb (tj. 2,68 pg DNA) (Kopecky et al., 2010).

V roce 2007 byly pro druh Lolium perenne zkonstruovany dvé BAC knihovny, které
reprezentuje soubor 98 304, resp. 101 376 BAC klond. Odhadovana pramérna velikost inzertt
u obou knihoven ¢inila ptiblizné 100 kb. Tyto knihovny pfedstavuji témét deset ekvivalentl
genomu (tzn. pokryti 10krat), je tedy u nich velkd pravdépodobnost ptitomnosti specifické
sekvence, tj. kandidatnich genti pro pozadovanou vlastnost. Diky témto knihovnam je
umoznéno detailngjsi studium funkce gent ¢i identifikace genetickych markert vhodnych

pro $lechténi rostlin odolnych vii¢i chorobé ¢i pro zvyseni kvality (Farrar et al., 2007).

Jilek vytrvaly (Lolium perenne) je prvnim druhem v ramci komplexu Festuca-Lolium,
jehoz genom byl osekvenovan (Byrne et al., 2015). Vedle celogenomového sekvenovani byl
sekvenovan i transkriptom obou jilkt (Farrell et al., 2014; Ruttink et al., 2013; Stoces et al.,
2016). Takto ziskana data umoznila identifikaci 28 455 gend kodujicich 40 068 proteini
(Byrne et al., 2015). Diky vysokému stupni kolinearity mezi genomy jilku vytrvalého
a je¢mene (Pfeifer et al., 2013) a zna¢né syntenii v ramci genomu lipnicovitych (tj. vyskytu
konzervovanych oblasti genli u téchto ptibuznych druhli) bylo zjiSténo potfadi genli napfic¢
celym genomem jilku. Pro oba druhy jilkl existuje i cela fada genetickych map (napi. Barto$
etal., 2011; Studer et al., 2012).

Ackoliv, jak uz bylo feceno, jilky jsou ptirozené diploidni, snadno z nich mohou byt
uméle vytvoreni i jedinci s tetraploidni sadou chromozomut. Béhem poslednich 50 let pocet
tetraploidnich odruad jilka stale nartsta, zvySujici se pocet byl zaznamenan v Nizozemsku,
Némecku, Francii a Velké Britanii. Tito tetraploidi s dvojnasobnym poétem chromozomtl jsou
vzhledem k diploidim vétsiho vzrlstu, maji vyss$i vynosy s dobrym obsahem cukru a jsou
odolné zejména proti plisni snézné. Jsou dobie spasani hospodarskymi zvifaty a zajist'uji tak

vysoky piijem zivin. BéZn¢ jsou vysévani ve smési spolu s diploidy, kde pfispivaji ke zvySeni
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hustoty travnich porosti a vyssi odolnosti proti mechanickému poskozeni (Humphreys et al.,

2010).

3.2.3 Mezidruhova hybridizace u trav

Mezidruhova hybridizace, Casto doprovazena polyploidizaci, je jednim ze zakladnich
procest, které piispivaji k evoluci rostlinnych genoma a speciaci (Soltis et Soltis, 1993).
Obecné je velmi casta u rostlin (asi u 40 % vsech druhtl), u zivocicht ziidka. Odhadem vice
nez 70 % druhl krytosemennych rostlin je polyploidnich (Soltis et Soltis, 2000; Wendel,
2000). Mezidruhova hybridizace miZze nastat i bez zvySeni ploidie, a to po splynuti gamet
s haploidnim po¢tem chromozomi. Vznikli homoploidni hybridi, ktefi byli zaznamenani
u nékterych rostlinnych druhti, mohou vést rovnéz ke vzniku novych druhti (Schumer et al.,
2014). Cast&jsi jsou viak u rostlin piipady, kdy dochazi ke spojeni neredukovanych gamet
(tj. gamet s diploidnim poctem chromozomt), coz vede k polyploidizaci (Mason et Pires,
2015). Polyploidie je tedy obecné charakteristicka ptitomnosti vice nez dvou zakladnich sad

chromozomt (x) v karyotypu. Existuji dva zakladni typy polyploidie: autopolyploidie
a alopolyploidie.

Autopolyploidie se vyznacuje pfitomnosti vice nez dvou shodnych (homologickych)
zakladnich sad chromozomu v karyotypu, naopak alopolyploidie pfedstavuje znasobeni poctu
chromozomovych sad (X), které pochazeji ze dvou ¢i vice biologicky odlisnych druht.
Alopolyploidie je pfitom castéj$im typem. Vzniklé alopolyploidni druhy piedstavuji
konkuren¢ni vyhodu oproti svym diploidnim pfedkiim (Comai, 2005), tyto rostliny maji vyssi
stupen genetické variability, coz ptedstavuje selekéni vyhodu Vv evoluci (Soltis et Soltis,
2000). V takovém alopolyploidnim genomu se neprojevi napi. nékteré skodlivé recesivni
alely, coz vede ke znaénému omezeni projevu mutaci (Madlung, 2013). Mezidruhova
hybridizace a s ni spojena polyploidizace ptispély ke vzniku mnoha zemédé€lskych plodin,

véetné pSenice, bananovniku a baviniku (Renny-Byfield et Wendel, 2014).

V alopolyploidech se chromozomy pochézejici z riznych rodicovskych druhi spolu
vétSinou neparuji a dochdzi k parovani homolognich chromozomii. To je zplsobeno diky
velkym rozdilim v DNA sekvenci nebo prostiednictvim specialniho regula¢niho
mechanismu, ktery zajist'uje striktni parovani homolognich chromozomu, jako je napf. systém
Phl u psSenice (Sears et Okamoto, 1958). Toto ovSem neni pravidlem v piipadé kiizenct

Festulolium, kde se chromozomy kostfav a jilki volné¢ paruji a dochazi mezi nimi
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k rekombinacim. Pfestoze u kiizenct Festulolium (2n = 4x = 28; FpFpLpLp) dochazi
k preferen¢nimu parovani mezi chromozomy stejného ptivodu (Fp/Fp a Lp/Lp), homeologni
parovani bylo zaznamenano v 33 % ptipadu (Zwierzykowski et al., 2008). Vznika tak vysoce
variabilni potomstvo, kdy se jednotlivé rostliny v ramci jedné odridy od sebe odliSuji svym
unikatnim chromozomovym slozenim. Pro Slechténi je vSak nestabilita genomového slozeni

ktizenct Festulolium velkym problémem (Kopecky et al., 2017).

3.2.3.1 Introgrese

Prvni moznosti vzniku mezidruhovych hybridit je tzv. introgresni kiiZeni.
U introgresnich odrid dochdzi ke kiiZzeni dvou druhii s naslednym zpétnym kiiZenim F1
hybrida s jednim z ptvodnich rodi¢t. Takto dochazi k pienosu geni pro vybranou vlastnost
z donora do recipienta. Poprvé byly u trav timto zplisobem pieneseny vybrané geny z jilku
vytrvalého do hexaploidni kostiavy rakosovité (Festuca arundinacea Schreb.) (Buckner et al.,
1977, 1983). V soucasnosti se provadi introgresni $lechténi s cilem obohatit genovy fond jilka

nékterymi geny vybranych zastupct kostrav (Ghesquiere et al., 2010).

Tato metoda mezidruhové hybridizace ma za nasledek vznik hybrida s velmi
nevyvazenym podilem rodi¢ovskych genomd, coz bylo zjisténo u fady odrid tohoto typu
(napt. Be¢va a Lofa). Genomy téchto odrid jsou téméf celé tvofeny genomem jilku, pouze
jeho mala c¢ast je puvodem z kostiavy rakosovité. Problémem introgresnich odrud je fakt, ze
béhem dalSiho pfemnoZovani miiZze dojit k uplné eliminaci introgrese V odriidé (Kopecky
et al., 2005).

Pomoci metody genomové in situ hybridizace (GISH) je mozno v genomu recipienta
lokalizovat konkrétni chromozom, do kterého byly pteneseny vybrané geny. V roce 1996 byla
provedena studie, kdy byli analyzovani F1 hybridi vznikli kizenim druhd Lolium multiflorum
a Festuca arundinacea a nasledné i linie vzniklé zpétnym kiizenim téchto hybridu.
Pomoci GISH bylo moZné prokézat, Ze po zpétném kiiZeni generace F1 hybrida ziskal druh
Lolium multiflorum chromozomovy segment z druhu Festuca arundinacea (konkrétné
z kratkého ramene chromozomu 2), ktery je zodpoveédny za lepsi odolnost hybrida vii¢i suchu

(Humphreys et Pasakinskiene, 1996).
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3.2.3.2 Amfiploidie

Druhym typem kiizenct kostfav a jilka jsou amfiploidi (¢i alopolyploidi). Pfi tomto
zpuisobu Slechténi se ziskani F1 kiizenci dale sprasi a je tak vétSinou zachovan ptivodni pomér
rodicovskych genomu v kiizencich. Pfi této technice dochazi ke zkombinovéani celych
genomi obou druhti. U kiiZzenci kostfav a jilkti je tohoto docileno bud pouzitim
autotetraploidnich rodi¢t (Lewis et al., 1973), dalsi moznosti je polyploidizovat ziskané

diploidni F1 kfiZence, ktefi jsou sterilni.

Pomoci amfiploidie se vyslechtila celd fada odrid Festulolium v Ceské republice
(napf. Perun, Achilles, Perseus a Hostyn), Polsku (odriidy Rakopan, Sulino, Agula a Felopa),
Némecku (Paulina, Pauleta), Walesu (Prior, Elmet, Aberniche), Litvé (Punia) ¢i Francii
(Lueur, Lusillium) (Ghesquiere et al., 2010). Vyhodou amfiploidie je obecné vyssi fertilita
a stabilita genomového slozeni vzniklych odrid hybridd po dalsi generace (Ghesquiere et al.,

2010).

Jak jiz bylo tfeceno, parovani homeolognich chromozomt je u kiiZencti kosttav a jilka
bézné. Tim dochazi k tvorbé obrovské genetické variability mezi potomstvem a mulze se
rovnéZ ménit pomér V zastoupeni rodiCovskych genomi, coz ovliviiuje celkovou hodnotu
a také fertilitu dané odrudy (Canter et al., 1999; Kopecky et al., 2006; Zwierzykowski et al.,
1998, 2006). Pomérné znaCna variabilita Vv genomovém sloZeni byla zjist€éna pomoci
genomové in situ hybridizace (GISH; Kopecky et al. 2006) u 19 amfiploidnich odrid
Festulolium. Prekvapivé byla daleko vétsi variabilita zjiSténa mezi rostlinami jedné odrudy
nez mezi odridami. U vSech odrid byla zjiSténa vétSi ¢1 mens$i pfevaha genomu jilku

nad genomem kostfavy.

Posun v genomovém slozeni, vysoka frekvence homeologniho pérovani
a rekombinaci vybizi k otazce, do jaké miry jsou genomy odriad Festulolium stabilni
i po nasledujici generace. Problém by mohl nastat, kdyby se podil genomu rodu Lolium
neustale zvySoval, az by byl genom kostiavy zcela vyloucen. Je tedy proto dilezité zjistit, zda
a jaké jsou u téchto odrid vzniklych amfiploidii ¢i introgresi moznosti stabilizovat hybridni

genom.
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3.3 Metody studia genomii rostlin

V dnesni dobé se hledaji stale nové&jsi pristupy, jak zefektivnit a urychlit Slechténi
rostlin. Klasické metody Slechténi zaloZzené na pozorovani fenotypu s naslednou selekci
vhodnych jedincti jsou velmi pracné a zdlouhavé. Pro ziskani co nejlepSich vysledkt jsou
potteba velké populace a nékolikaleté fenotypovaci hodnoceni. Do popiedi se proto dostava
aplikace vybranych technik molekularni biologie, které jsou zalozeny na selekci vhodnych
jedinci pomoci molekuldrnich marker s tésnou vazbou na pozadovany znak (tzv. MAS,
marker assisted selection) ¢i jinym typem charakterizace genetické informace (Kopecky et al.,
2009a). Dochazi tak k selekci nejvhodnéjsich rodicovskych kombinaci a potomk jiz v raném
stadiu, ¢imz se snizi pocet sledovanych linii. Cely proces je tak vyrazné urychlen a jsou

sniZeny rovnéz ndklady na Slechténi.

Adekvatné zvolené metody studia genomu rostlin nam pomahaji 1épe pochopit jejich
strukturu, genetickou variabilitu, biodiverzitu, pivod, evolu¢ni a fylogenetické vztahy

i taxonomii.

3.3.1 Molekularni charakterizace

Molekularni studie jsou provadény pomoci tzv. genetickych markerd, které délime
do tii skupin na markery fenotypové, biochemické a molekuldrni. Pomoci fenotypovych
markerll pozorujeme vybrané morfologické a fyziologické znaky (napf. vySka rostliny,
odolnost vii¢i patogenu apod.). Dal§imi markery jsou markery biochemické, mezi které patii
tzv. izoenzymy. Nejdalezitéjsi skupinou jsou DNA markery spocivajici v polymorfismu
nukleotidovych sekvenci. Tyto markery jsou nejcastéji zaloZzeny na hybridizaci (napt. RFLP
markery (Restriction Fragment Length Polymorphism)), na PCR (napt. SSR (Simple
Sequence Repeat) a AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)) ¢i sekvenaci
(napt. SNP markery (Single Nucleotide Polymorphism)).

Do poptedi se Vv dneSni dobé dostavaji vysokokapacitni markerové systémy, které
umoziuji cely proces analyzy zautomatizovat. Vyuziti nachdzi vysokokapacitni genotypovaci
platformy, které zajist'uji efektivni Slechténi diky analyze velkého poctu znakl najednou. Tyto
systémy jsou zaloZené na mikro¢ipech nebo masivnim paralelnim sekvenovani. Pro kostfavy
a jilky byl vyvinut Cip obsahujici DArT markery (Diversity Arrays Technology), ktery

umoznuje pouzitim cca 8 000 sond studovat genetickou diverzitu ¢i konstruovat genetické
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mapy (Kopecky et al., 2009a). V dnes$ni dob¢ stale Castéji vyuzivané sekvenovani nové
generace (NGS) slechtitelim nabizi genotypovat populace rostlin pomoci sekvenovani,

tzv. GBS (genotyping by sequencing) ¢i GWAS (genome wide association study).

3.3.2 Cytogeneticka charakterizace

Vyse zminéné pokrocilé metody molekularni biologie a genomiky jsou pro Slechtitele
stale zna¢né finan¢né naro¢né. I proto se dosud vyuziva pomérné levnych a rychlych metod
cytogenetiky, které rovnéz umoznuji studovat rostlinné genomy. Cytogenetika je podoborem
genetiky, ktery se zabyva organizaci a strukturou genetického materialu v bunice a umoziuje

nam tak studovat genetickou informaci organismt na chromozomalni Grovni.

Az do 70. let minulého stoleti bylo mozné analyzovat chromozomy pouze Klasickymi
metodami cytogenetiky zalozenymi piedevsim na studiu jejich morfologie, vcetné velikosti
chromozomovych ramen, polohy centromer, umisténi sekundarni konstrikce ¢i zjisténi poctu
chromozomu (Silva et Souza, 2013). Bylo mozno vizualizovat chromozomy pomoci

klasickych barvicich technik (viz Obrazek 1) ¢i pomoci tzv. prouzkovani chromozomtl.

Obrazek 1: Studium morfologie chromozom klasickymi barvicimi technikami u diploidniho
(Festuca spadicea; vlevo) a dekaploidniho (Festuca arundinacea; vpravo) zastupce rodu

kostiava (pfevzato z: Malik et Thomas, 1966)
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S rozvojem molekularni cytogenetiky na konci 60. let minulého stoleti byla vyvinuta
technika in situ hybridizace, ktera umoznila lokalizaci DNA-DNA hybridnich molekul pfimo
na mikroskopickém skle (Pardue et Gall, 1969). Pomoci in situ hybridizace Ize identifikovat
oblasti chromozomut, které nemohou byt analyzovany konven¢nimi cytogenetickymi
metodami. Molekularni cytogenetika vedla K velkym pokrokim v pochopeni evoluce,
genetiky a karyotypickych zmén u rostlin (Brammer et al., 2007). Umoznuje identifikaci
DNA sekvenci u mitotickych i meiotickych chromozom, interfaznich jader ¢i natazenych
DNA vlaken (Brasileiro-Vidal et Guerra, 2002). S timto novym piistupem tak bylo

Vv poslednich letech ziskano velké mnozstvi dilezitych poznatkd.

V pribéhu 90. let minulého stoleti se in situ hybridizace (ISH) stala zéasadni
cytogenetickou metodou v bunééné a molekularni biologii. ISH nam umoziiuje 1épe pochopit
strukturu, funkci, organizaci a evoluci genti i celych genomil ¢i objasnit prostorovou distribuci
DNA. ISH se vyuziva zejména k identifikaci a charakterizaci chromozomii nebo jejich ¢asti,
lze pomoci ni detekovat genomové ¢i chromozomalni piestavby a zmény v sekvencich
v prub¢hu evoluce, vyvoje organismu ¢i pii chorobé (Schwarzacher et Heslop-Harrison,

2000). Je proto velmi vyznamnou metodou vyuzivanou rovnéz V medicing ¢i ve Slechtitelstvi.

ISH ptfedstavuje hybridizaci znaten¢ DNA sondy k cilové DNA chromozému
navazanych na podlozni sklicko (Schwarzacher et Heslop-Harrison, 2000). Nejprve dochazi
k denaturaci sondy spolu s cilovou DNA a poté k nasednuti sondy na zakladé
komplementarity DNA béazi. Sonda, kterda je nejCastéji znacena fluorescencnim barvivem,
predstavuje specificky tsek DNA (oligo- nebo polynukleotidovy fetézec), nejcastéji
klonovany do vektoru nebo amplifikovany pomoci PCR. Lze ji pfipravit i z celogenomové

DNA (Silva et Souza, 2013).

Podminky hybridizace musi byt dostate¢né ptisné (tzv. stringentni), aby byly stabilni
jen presné sparované hybridni molekuly. Vysledny signdl je detekovan fluorescen¢nim
mikroskopem vybavenym CCD kamerou a napojenym na PC S vhodnym programem
na upravu fotografii. Vyhodou metody je rychla detekce hybridiza¢niho signalu

(Schwarzacher et Heslop-Harrison, 2000).
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3.3.2.1 Genomova in situ hybridizace (GISH)

Hlavnimi cytogenetickymi metodami jsou V dnes$ni dobé fluorescencni in situ
hybridizace (FISH) a genomova in situ hybridizace (dale GISH), které pro vizualizaci
sekvence DNA vyuzivaji fluorescenéné znacené sondy. Diive byly popularni kolorimetrické
metody in situ hybridizace a ke zna¢eni sond se vyuzivaly zejména radioaktivni izotopy. Dnes
jsou vsak radioaktivné znaCené sondy vyuzivany jen ziidka, vyzaduji totiz dlouhou dobu
expozice a zvysenou bezpeCnost pii praci (Guerra, 2004). Radioaktivni znaceni bylo
v 90. letech minulého stoleti nahrazeno znacenim fluorescen¢nimi barvivy. Fluorescenéni
barviva mohou byt navazana pfimo na sondu, nebo mohou byt sondy znaleny nepiimo
pomoci antigent. Nejcastéji vyuzivanymi jsou biotin a digoxigenin, které jsou nasledné
detekovany pomoci konjugatu protilatka-fluorochrom. Se zavedenim fluorochromu se tedy

tato technika stala znamou jako fluorescenéni in situ hybridizace (dale FISH) (Guerra, 2004).

FISH se vyuziva k lokalizaci znacenych komplementarnich DNA (sond) na cilovou
DNA in situ (na chromozomu nebo v jadie). Zatimco FISH vyuziva specifické DNA sekvence
jako sondy (45S ¢i 58S ribozomalni geny, jednokopiové geny, telomerické ¢i jiné repetitivni
DNA), GISH vyuziva celogenomovou DNA. Vyhodou oproti FISH je tedy znaceni celych
genomi. GISH je hojné vyuzivana pii identifikaci rodi¢ovskych genomi v piirozenych
I ¢lovékem vytvotfenych mezidruhovych ¢i mezirodovych kiizencich, pfi zjisténi pivodu ¢i
evoluci alopolyploidnich druht ¢&i pii Slechténi hybridnich rostlin (Stace et Bailey, 1999).
Analyza hybridi touto metodou je tak pomérné snadna a velmi spolehliva (Wang et al.,
2009).

GISH nam mimo jiné umoziuje sledovat, zda v pribéhu meiozy probihd parovani
pouze mezi homolognimi chromozomy nebo i mezi homeolognimi chromozomy a indikovat
tak fylogenetické vztahy mezi rodicovskymi druhy a rovnéZz vyuzitelnost dané¢ho kiiZence
ve Slechténi (Silva et Souza, 2013). Celogenomova DNA jednoho zrodi¢ovskych druht
slouzi obvykle jako sonda, ptficemz neznacena celogenomova DNA druhého rodi¢ovského
druhu je pouzita pro piipravu blokovaci DNA (viz Obrazek 2). Blokovaci DNA musi byt
naStipdna na mensi fragmenty, pouziva se oproti sond¢ ve vyssi koncentraci. Znaceni sondy
muze byt provedeno fadou postupu jako je random priming, PCR amplifikace se zna¢enymi
nukleotidy nebo nick translaci (Guerra, 2004). P#i in situ hybridizaci je dulezité zvolit
adekvatni pomér pouzité sondy a blokovaci DNA pro kazdy biologicky druh, aby prob&hlo
soucasné znaceni chromozomu pochazejicich z obou druhti (Brammer et al., 2009). Pouziti

blokovaci DNA je tak nezbytné pfi studiu hybrida u blizce pfibuznych druhd, a to kvuli jejich
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vysokému stupni homologie DNA sekvenci. V opa¢ném piipadé by mohlo dojit ke znaceni
sondou obou genomu rodi¢ovskych druhi. Blokovaci DNA nam tak zajistuje vyssi specifitu

pii znaceni (Silva et Souza, 2013). Jestlize adekvatné zvySime stringenci spolu s pouzitim

blokovaci DNA, je mozno rozliSit genomy druhd, které vykazuji az 90 - 95% homologii
(Parokonny et al., 1997).

Obrazek 2: Genomova in situ hybridizace (GISH) mitotickych chromozomt z kofenovych

$picek hybrida Festulolium (Festuca pratensis x Lolium perenne), 2n = 4x = 28

Celogenomova DNA Lolium perenne (Lp) byla pouzita pro pfipravu sondy znacené digoxigeninem,
ktera byla detekovana antidigoxigeninem konjugovanym s fluoresceinem (Z/utd). Jako blokovaci DNA
poslouzila genomova DNA Festuca pratensis (Fp). Na zavér byly chromozomy vizualizovany pomoci

propidium jodidu (cervend). Rekombinantni chromozomy jsou oznaceny Sipkou.

Obrazek 2 vlevo: rostlina F4 generace [17 chromozomi z Lp (z toho 5 rekombinovanych)
+ 10 chromozomu z Fp (z toho 6 rekombinovanych)]
Obrazek 2 vpravo: rostlina F5 generace [17 chromozomt z Lp (z toho 4 rekombinované)

+ 11 chromozomu z Fp (z toho 7 rekombinovanych)] (pievzato z: Zwierzykowski et al., 2006).

GISH byla poprvé provedena Schwarzacher et al. (1989) k identifikaci rodicovskych
genomi mezirodovych hybridi mezi Hordeum chilense (2n = 2x = 14) a Secale africanum
(2n = 2x = 14). Bylo zjisténo, Ze chromozomy téchto dvou rodl jsou lokalizovany v odliSnych
doménach interfazniho jadra. Tento jev, kdy dochazi k tvorbé domén, tak muze ovlivnit

genovou expresi (Leitch et al., 1991).
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Charakterizace genomu pomoci GISH hraje dilezitou roli pii vybéru hybrida
S potencidlné uziteCnymi vlastnostmi ¢i vhodnym genomovym slozenim bé¢hem pocatecniho
stadia ktizeni, stejné tak pii charakterizaci novych odrid. V piipadé hybrida Festulolium,
u kterych je béznad vysoka frekvence mezirodovych rekombinaci, 1ze pomoci GISH snadno
identifikovat interchromozomalni piestavby, coz ¢ini metodu GISH velmi uzitecnou

pro detekci introgrese a pro fyzické mapovani vybranych genti (Kopecky et al., 2008).

3.3.2.2 Prutokova cytometrie

Kromé vySe popsanych cytogenetickych metod patfi k metodadm studia chromozomt
1 tzv. cytometrické techniky. Pomoci téchto technik mizeme stanovit mnozstvi bunéénych
komponent a jejich interakce ¢i zmény v prostoru a Case. RozliSujeme statickou a pritokovou

cytometrii.

Zejména aplikace prutokové cytometrie se stala u rostlin velmi popularni metodou,
pomoci které muzeme stanovit relativni obsah DNA (neboli ploidii) ¢i zjistit absolutni
mnozstvi jaderné DNA. Priutokova cytometrie nachazi vyuziti i pti analyze bunécného cyklu
(napt. pii studiu Kinetiky bunééného cyklu ¢i apoptozy), stanoveni obsahu jednotlivych DNA
bazi, analyze genové exprese, je mozno také tfidit chromozomy ¢i jadra. U chromozomi
muzeme dale identifikovat strukturni zmény ¢i zmény v jejich poctu (aneuploidie) (Dolezel

et Bartos, 2005).

Principem této metody je analyza optickych parametri mikroskopickych castic
(chromozomt, jader, celych bunék) za pohybu vuzkém vodnim paprsku. Diky
hydrodynamické fokusaci je zajisténo, Ze ¢astice putuji jedna za druhou v pratokové komirce
pomoci unaSejici kapaliny. DNA analyzovanych ¢astic je barvena specifickym
fluorochromem. Vzorek interaguje se svételnym paprskem laseru o vhodné vinové délce
vzhledem K pouzitému fluorochromu. Dochazi k excitaci fluorochromu a rozptylu svétla,
paprsky jsou nasledné sesbirany pfislusnou optickou soustavou a detekovany pomoci
specifickych detektort. Svételné pulzy jsou pfeménény na elektrické, které jsou analyzovany
vVPC svhodnym softwarem a mnoZstvi svétla emitované kazdym jadrem je tak
kvantifikovano. Vysledkem méteni je nejcastéji histogram relativni intenzity fluorescence

analyzovanych ¢astic predstavujici relativni obsah DNA (viz Obrazek 3).
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Obrazek 3: Histogram stanoveni relativniho obsahu jaderné DNA
Bunééna jadra druhti Ensete gilletti a Glycine max byla barvena propidium jodidem. Druh Glycine

max slouzil jako standard o znamé velikosti genomu (pievzato z: Dolezel et Bartos, 2005).

Ptiprava vzorku i1 nésledna analyza je jednoduchy a rychly proces, je vSak potieba
pocitat s moznymi nepiesnostmi zplisobenymi at’ uz samotnou piipravou vzorku, ¢i méfenim.
K analyze nejsou potieba délici se buriky, coz je velkou vyhodou. Mizeme tak analyzovat

obséahlé populace bunék ve velmi kratkém case (Dolezel et Bartos, 2005).

Obsah jaderné DNA se zacal u rostlin méfit pomoci prutokové cytometrie v 70. letech
minulého stoleti (Heller, 1973) pouzitim suspenze intaktnich jader lyzi protoplastt (ziskanych
enzymatickou digesci kofinktll) a naslednou vizualizaci DNA ethidium bromidem. O deset let
pozdéji nastal prilom, kdyz byla tato suspenze pfipravena nasekanim malého mnozstvi
cerstvého rostlinného pletiva ve vhodném pufru (Galbraith et al., 1983), coz bylo velmi

jednoduché a rychlé.

Ke stanoveni velikosti jaderného genomu pomoci pritokového cytometru, tj. zjisténi
2C hodnoty DNA, ktera ptedstavuje obsah nereplikovanych sad chromozomu, vyuZivame
referencni standard o zndmém obsahu DNA (Dolezel et Bartos, 2005). Izolace a barveni jader
je provedeno soucasné¢ u zkoumaného vzorku a standardu v pufru s DNA barvivem
(pro meéfeni obsahu DNA se vyuziva zejména ethidium bromid ¢i propidium jodid,

pro stanoveni ploidie zase DAPI), nasleduje odstranéni zbytki rostlinného pletiva filtraci
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pfes membranu. Podle polohy pikd v G1 fazi bunééného cyklu lze vypocitat obsah DNA
(v pg) ve vzorku vzhledem ke standardu.

Stanoveni ploidie pomoci prutokového cytometru je velmi rychly, nedestruktivni
proces (pro analyzu staci malé mnozstvi rostlinného pletiva). Pro méfeni potiebujeme rovnéz
interni standard o znamé velikosti genomu. Na zakladé poméru pikt standardu a vzorku pak

stanovime ploidii neznamého vzorku.
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4  Material a metody

4.1 Rostlinny material

4.1.1 Cytometricka analyza

Pro prvni ¢ast experimentt této diplomové prace byly pouzity genotypy kostravy lucni
italské (Festuca pratensis susbp. apennina) pochazejici ze sbérové expedice na vybranych
lokalitach Svycarska a Italie (viz Tabulka 1). Tento tetraploidni druh je morfologicky velmi
tézko odlisitelny od diploidni kostfavy luéni (pfedev§im ve vegetativnim stadiu, kdy sbéry
probihaly) a na tfad¢ lokalit se nachazely oba dva druhy. Bylo proto nutné identifikovat

tetraploidni rostliny pfinaleZejici k zddoucimu druhu kostfavy luéni italské.

Celé rostliny byly odebirany ve vybranych oblastech Svycarska a Itilie (Alpy
a Apeniny), v¢etné pro tento druh typické lokality Santo Stefano d' Aveto (Ardenghi et Foggi
2015). Tato italskd oblast se vyznacuje stinnymi lesnimi mytinami a vodou nasaklymi

ptdami, naopak ve Svycarsku byly rostliny ziskany z horskych luk a pastvin.

Po pocatecni analyze ploidie byl proveden dalsi sbér (tentokrat pouze listll) na tfech
Svycarskych lokalitach. Sbér probihal dvojim zplisobem: prvni sada vzorkli zahrnovala listy
nahodné¢ vybranych rostlin, zatimco druha sada obsahovala listy rostlin, které byly na zaklade
morfologie indikovany jako tetraploidni F. pratensis susbp. apennina (travy se Sirokymi listy
a hnédo-Cervenym zbarvenim baze listd). Odebrané listy byly pfed analyzou pritokovym

cytometrem uchovéany v navlhéenych papirovych utérkach po dobu 10 dni.
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Tabulka 1: Analyzované genotypy druhti Festuca pratensis a Festuca pratensis susbp.

apennina nové ziskané z vybranych lokalit Svycarska a Italie

Nadmoiska vyska Celkovy pocet
(mn.m.) rostlin
Morlialp, Svycarsko 1355 11

Glaubenbielen, Svycarsko 1568 15
Fontanen, Svycarsko 1703 7
Kiiblisbiehlschwand, Svycarsko 1250
1651
1717
1783
1865
1401
1416
1516
1533
1634
1810
1743
1515
1737
Gsteig, Svycarsko 1703
1541
2006
1907
1895
1710
1415
Crissolo, Italie 1603
1497
1596
1583

Lokalita

[EEN
(2]

Stoos, Svycarsko

Moleson, Svycarsko

La Para, Svycarsko

Santo Stefano d’ Aveto, Itilie

Q1100 &~ O1 01T W 01100 01 O101TOTND WNDNEFEDNPEFEOaN B PRFP P
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4.1.2 Cytogeneticka analyza

Druha ¢ast experimentdlni prace zahrnovala studium genomového slozeni tii
vybranych odrtd ktizence Festulolium, a to ‘Hostyn’ ‘Perseus’ a ‘Perun’, se kterymi se
pocitalo pro zalozeni do fenotypovaci Skolky. Cilem této diplomové prace bylo zjistit stabilitu
genomového slozeni u registrovanych odriid. Semena poskytla Slechtitelska a semenarska
stanice DFL, s.r.o. (Hladké Zivotice, Ceskd republika). Tyto odridy byly ziskany
mezirodovou hybridizaci mezi rody Lolium multiflorum (2n = 4x = 28) a Festuca pratensis

(2n = 4x = 28) doprovazenou nékolika naslednymi kiizenimi.

Kazda odriida byla zastoupena tiemi generacemi - SE1, SE2 a C1 (oficialni znaceni
pro mnoZeni rostlin ze semen v Ceské republice). Po prvni registrované generaci SEI
nasledovala generace SE2 a C1 byla druhou generaci po SE2. Po pocate¢ni mezirodové
hybridizaci odpovidala SE1 generaci F6-F7, SE2 generaci F7-F8 a C1 generaci F9-F10.
U kazdé generace jednotlivé odridy bylo analyzovano 20 rostlin (tj. celkové 180 rostlin),

viz Tabulka 2.

Tabulka 2: Analyzované komeréni odridy mezirodovych hybridi Festulolium

(L. multiflorum x F. pratensis)

Odrida Generace Pocet rostlin
SE1 20
i SE2 20
Hostyn c1 20
SE1 20
SE?2 20
Perun c1 20
SE1 20
P SE2 20
erseus c1 20
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4.2 Metodika

Experimentalni cast diplomové prace byla provedena v Centru strukturni a funk¢ni

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

4.2.1 Analyza ploidie pomoci pritokové cytometrie

Analyza ploidie byla provedena podle protokolu Dolezel et al. (2007). Suspenze jader
byla pfipravena z 50 mg listd vybranych vzorkd trav spolu s hrachem setym (Pisum sativum
cv. Ctirad), ktery slouzil jako standard (obsah DNA hrachu, tj. 2C, odpovida 9,09 pg;
ptevzato z Dolezel et al., 1998). Vzorek byl nejprve spolu se standardem pomoci Zziletky
homogenizovan v Petriho misce obsahujici 0,5 ml roztoku Otto I. Vznikla suspenze byla
prefiltrovana pies nylonovou membranu (42 pm) a obarvena pomoci roztoku Otto II

s pfidanym 2 mg/ml B-merkaptoethanolem a 2 pug/ml DAPI.

Nasledné¢ byla pomoci pritokového cytometru vybaveného UV led diodovym laserem
meéfena ploidie. Pro findlni vysledky byla pouzita pouze méfeni s variatnim koeficientem

pro piky GO/G1 faze <2,5 %.

4.2.2 Priprava rostlinného materialu pro odbér korinki, fixace korinku

Pro cytogenetickou analyzu za Ucelem zjisténi genomového sloZeni byla semena
vybranych odrid Festulolium nejprve vlozena na 1 den do kadinky s redestilovanou vodou
a nasledné vyseta na Petriho misky s navlhéenym filtraénim papirem a umisténa na 3 dny
do chladu. Po uplynuti této doby byly misky ponechany po dobu 3 dnti pii laboratorni teplotg.
Semenacky byly z Petriho misek pfesazeny do hliny a umistény do skleniku. Po 3 - 4 tydnech
byly mladé rostliny pfemistény do hydroponické 1lazné obsahujici Hydroponex o koncentraci
0,9 g/l.

Po 6 - 8 dnech byly rostlinam pomoci pinzety mezi 11. - 13. hodinou (z divodu
vysokého mitotického indexu meristematickych bun€k) odebrany asi 1 cm dlouhé kotfenové
Spicky do zkumavek s redestilovanou vodou, které byly na ledu umistény do chladové
mistnosti pi1 4 °C. Dalsi den byly kofinky pfemistény do 1 ml fixacniho roztoku ethanol:

kyselina octova (3:1) a inkubovany 1 tyden v termostatu pii 37 °C.
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4.2.3 Priprava roztlakovych preparati metafaznich chromozomi

Pted samotnou ptipravou roztlakovych preparati byly kofinky nejprve barveny v 1%
roztoku acetokarminu po dobu nejméné¢ 2 hodin. Roztlakové preparaty metafaznich
chromozomu byly zhotoveny podle protokolu Masoudi-Nejad et al. (2002). Na podloznim
skle oc¢isténém 96% ethanolem byl proveden roztlak kofenové $pi¢ky v kapce 45% kyseliny
octové pomoci paratka a sklo bylo nasledné ozehnuto nad lihovym kahanem. Po vychladnuti
byl cely preparat siln€¢ roztlaCen prsty a sklo bylo vloZzeno na blok suchého ledu (CO:
Vv pevném skupenstvi) krycim sklickem doli po dobu minimaln¢ 45 minut. Poté byla kryci
sklicka odstranéna Ziletkou a preparaty byly kratce inkubovany ve 45% kyseliné octové
nejprve pii laboratorni teploté, nasledné byly pieneseny na 3 minuty do 45% kyseliny octové
o teplot¢ 50 °C. Po usuSeni byly pomoci svételného mikroskopu vyhodnoceny roztlaky

metafaznich chromozomu.

4.2.4 Genomova in situ hybridizace (GISH) a mikroskopovani

GISH byla provedena podle protokolu Masoudi-Nejad et al. (2002). Z celogenomové
DNA druhu Festuca pratensis (Fp) byla nejprve pfipravena sonda. Tato gDNA byla znacena
nick translaci pomoci digoxigeninu za pouziti DIG-Nick Translation Mixu podle doporuceni
vyrobce (Roche). Smés pro nick translaci obsahovala 1 pg gDNA, 4 ul DIG-Nick Translation
Mixu a redestilovanou vodu doplnénou do celkového objemu 20 pl. Smés byla inkubovana
1,5 hodiny pfi 15 °C, reakce byla poté zastavena kratkym plisobenim na ledu. Nésledné byl
pfidan 1 pl 0,5 M EDTA a probihala inkubace po dobu 10 minut pfi 65 °C. Dlouhodobé 1ze

sondu uchovévat pii -20 °C.

Pro ptipravu blokovaci DNA byla pouzita celogenomova DNA druhu Lolium
multiflorum (Lm). Nejprve bylo doplnéno 400 pg této gDNA redestilovanou vodou
do objemu 384 ul, poté bylo ptidano 16 ul NaOH a dikladné promichano. Vatenim
ve vrouci vodé po dobu 45 min byla gDNA nasledné naStipana na fragmenty o velikosti
200 - 500 bp. Poté byla inkubovana na ledu po dobu 5 minut a bylo ptidano 400 pnl
3 M octanu sodného (o pH 5,2). Nakonec bylo ptidano 800 pl 99,8% ethanolu a smés byla
inkubovana pies noc pii -80 °C. Druhy den byla smés centrifugovana po dobu 30 min
pti 14 000 rpm a 4 °C. Po centrifugaci byl odstranén supernatant a zbyly pelet byl proplachnut
70% ethanolem. Po vysusSeni zbytkového ethanolu byl pelet rozpustén ve 40 ul TE pufru.
Blokovaci DNA lze dlouhodobé& uchovavat pti -20 °C.
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Nasledné byla pfipravena hybridiza¢ni smés pro vlastni genomovou in situ hybridizaci
s reagenciemi, v¢etné sondy Fp DIG a blokovaci DNA (Lm), dle Tabulky 3. Pfedpokladana
uroven stringence hybridizace dosahovala vzhledem ke koncentraci formamidu a SSC

V hybridiza¢ni smési cca 77 %.

Tabulka 3: Priprava hybridiza¢ni smési pro vysledny objem 20 pl

Objem pouzitych Koncentrace zasobniho Vysledna
reagencii [ul] roztoku koncentrace
Formamid 10 100% 50%
Dextran sulfat 4 50% 10%
SSC 2 20x 1x
Sonda Fp DIG 1 - -
Blokovaci DNA 1 i )
(Lm)
Redestilovana
2 - -
voda

Na podlozni sklo s fixovanymi chromozomy bylo naneseno 20 pl hybridiza¢ni smési,
bylo ptiklopeno kryci sklicko a nasledovala denaturace po dobu 2:25 sekund pti 80 °C. Poté
byla smés spolu s chromozomy inkubovana v hybridiza¢ni komtrce pies noc pii 37 °C. Dalsi
den bylo kryci skli¢ko odstranéno pomoci proudu redestilované vody, preparat byl inkubovan

10 minut v 2x SSC a znova oplachnut redestilovanou vodou.

Hybridizace sondy na cilovou sekvenci DNA byla detekovana pomoci Anti-DIG-FITC
konjugéatu. 1% blokovaci pufr o objemu 40 pl byl smichan s 0,4 pl znacené protilatky
a nanesen na podloZni sklo. Po pfikryti krycim skli¢kem byl preparat inkubovan 1,5 hodiny
V hybridiza¢ni komirce pii 37 °C. Po hybridizaci bylo pomoci proudu redestilované vody
odstranéno kryci sklicko a po osuSeni byly chromozomy vizualizovany pomoci 12 pl
Vectashield média obsahujiciho DAPI (1,5 pg/ml). Preparaty s metafdznimi chromozomy
byly pfikryty krycim sklickem a vyhodnoceny pomoci epifluorescenéniho mikroskopu
Olympus AX70 vybaveného SensiCam B/W kamerou. Pro tpravu vyslednych fotek byly
pouzity programy Scionlmage a Adobe Photoshop. Pro kazdou rostlinu byly analyzovany

nejméng 3 metafaze.
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4.2.5

Analyza dat

U kazdé generace tii komercnich odrad Festulolium (L. multiflorum x F. pratensis)

bylo metodou GISH analyzovano celkem 20 rostlin. Oblast centromery byla rozhodujici

pro rozliSeni ptivodu rodi¢ovského chromatinu jednotlivych chromozomi, tj. chromozomy

pochazely z druhu Festuca pratensis, jestlize byly jejich centromery znaCeny sondou

z celogenomové DNA Festuca pratensis. Diky této metodé bylo mozno v souvislosti

s podilem rodi¢ovského chromatinu vyhodnotit u tii generaci vybranych odrad Festulolium

celkem 10 charakteristickych znakd, a to:

1.

2
3
4.
5

10.

4.2.6

celkovy pocet chromozomu (Celk chrom)

frekvenci aneuploidie (%)

celkovy pocet chromozomi puvodem z Festuca pratensis (Celk_F_chrom)

celkovy pocet chromozomi ptivodem z Lolium multiflorum (Celk_L_chrom)

celkovy pocet homeolognich rekombinaci detekovanych na chromozomech piivodem
z Festuca pratensis (F_rek)

celkovy pocet homeolognich rekombinaci detekovanych na chromozomech ptivodem
z Lolium multiflorum (L _rek)

podil chromozomii ptivodem z Festuca pratensis ke v§em chromozomum

(F_chrom = Celk_F_chrom/Celk_chrom)

podil homeolognich rekombinaci detekovanych na chromozomech ptivodem z Festuca
pratensis k celkovému poctu homeolognich rekombinaci

(F_rek_chrom =F _rek / (L_rek + F_rek)

primérny pocet homeolognich rekombinaci v pfepoc¢tu na jeden chromozom pivodem
z Festuca pratensis (homeo_F _rek = F_rek / Celk_F_chrom)

primérny pocet homeolognich rekombinaci v pfepoc¢tu na jeden chromozom pivodem

z Lolium multiflorum (homeo_L _rek = L_rek / Celk_L_chrom).

Zalozeni fenotypovaci Skolky a pilotni fenotypovani vybranych rostlin
na mrazuvzdornost

Na zédklad¢ ziskanych vysledkli byla zalozena v Cervenci 2016 fenotypovaci Skolka

na pozemcich Ustavu experimentalni botaniky v Olomouci-Holici. Kazdy ze 48 genotypt byl

pfedstavovan deseti rostlinami. Ty byly bud’ klonem jediné rostliny (v ptipadé tetraploidni

a triploidni kostfavy lu¢ni italské) nebo jednotlivymi rostlinami dané odriidy ¢i ptvodu

(ostatni).
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V bieznu 2017 bylo provedeno fenotypovani na mrazuvzdornost u vSech 480 rostlin
ve fenotypovaci skolce. Hodnotil se vzhled a pieziti rostliny ve skéle 0 - 6, pficemz 0 = mrtva,
uhynula rostlina, 1 = velmi slaba rostlina s 1 - 2 stonky, 2 = slaba rostlina s 3 - 4 stonky,
3 = rostlina s 5 - 6 stonky, 4 = silngjsi rostlina se znaénym podilem suchych stonku a list,
5 = silna rostlina s malym podilem suchych stonku a listi, 6 = velmi silna rostlina bez, nebo
s velmi malym podilem suchych stonkl a listd. Je zadouci uvést, ze toto hodnoceni neni
nikterak exaktni a pouze indikuje miru mrazuvzdornosti jednotlivych genotypd. Z deseti

rostlin jednotlivych genotypt byl vypocten prameér.

4.3 Pouzité chemikalie

e 100% Formamid (Fluka, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

e 99,8% Ethanol (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika)

e 99,8% Kyselina octova (Lach-ner, s.r.0., Neratovice, Ceska republika)

e 35% kyselina chlorovodikova (HCI) (Lach-Ner, s.r.0., Neratovice, Ceska republika)

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

e Blocking reagent (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Velka Britanie)

e DAPI (4'6-diamidin-2-fenylindol) (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Eugene,
Oregon, USA)

e Dextran sulfat sodna sill (SERVA Elcetrophoresis GmbH, Heidelberg, Némecko)

e DIG-Nick Translation Mix (Roche Applied Science, Penzberg, Némecko)

e Dihydrat citronanu sodného (PLIVA - Lachema, a.s., Brno, Ceska republika)

e Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri,
USA)

e Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Na2HPO4.12 H20) (Lachema, a.s., Brno,
Ceska republika)

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

e Hydroxid sodny (NaOH) (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceské republika)

e Chlorid sodny (NaCl) (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika)

e Imerzni olej Olympus (Tokio, Japonsko)

e Karmin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

e Kyselina citronova monohydrat (Penta, s.r.0., Praha, Ceska republika)
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e Octan sodny (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

e Redestilovana voda

e Tris-base (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

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

e Vectashield s DAPI (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, Kalifornie, USA)
o [-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

4.4 Pouzité roztoky a jejich priprava

1% acetokarmin

e 10 g karminu
e rozpustit v 1 145% kyseliny octové

e uchovavat pfi laboratorni teploté

1% blokovaci pufr

e 0,5 g Blocking reagent
e rozpustit v 50 ml 4x SSC/Tween 20 po dobu 1 hodiny pii 70 °C

e vyautoklavovat, uchovavat pii -20 °C

4x SSC (4x SSC/Tween 20)

e 200 ml 20x SSC
e doplnitdo 1 I redestilovanou vodou
e pfidat 2 ml Tween 20

e upravit pH na 7,0, vyautoklavovat, uchovavat pti laboratorni teploté

20x SSC

e 175,393 M NaCl
e 88,2 g0,3 M dihydratu citronanu sodné¢ho
e doplnitdo 1 I redestilovanou vodou

e upravit pH na 7,0, prefiltrovat, 25 min autokldvovat, uchovavat pti laboratorni teploté
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2x SSC

e 100 ml 20x SSC
e doplnitdo 1 I redestilovanou vodou

e upravit pH na 7,0, vyautoklavovat, uchovavat pti laboratorni teploté

50% dextran sulfat

e 2.5 g dextran sulfatu
e rozpustit v 5 ml redestilované vody pii mirném zahrati

e uchovavat pii -20 °C

Fixaéni roztok ethanol: kyselina octové (3:1)

e 45 ml 99,8% ethanolu
e 15ml99,8% kyseliny octové

e vzdy pfipravit Cerstvou fixaz

Oftto |

e 42 g0,1 M kyseliny citronové monohydratu
e 1ml0,5% Tween 20
e doplnit do 200 ml redestilovanou vodou

e filtrovat pfes 0,22 um filtr, uchovavat pti 4 °C

Otto Il

e 28,6590,4M NaHPO4.12 H,O

e doplnit do 150 ml redestilovanou vodou, pfipadné mirn¢ zahiat
e filtrovat pfes 0,22 um filtr

e pfidat 10 ml zdsobniho roztoku DAPI

e doplnit do 200 ml redestilovanou vodou

e uchovavat ve tm¢ pii laboratorni teploté
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Zasobni roztok DAPI

e 5mg DAPI
e rozpustit v 50 ml redestilované vody

e michat 60 minut, filtrovat ptes 0,2 pm filtr, skladovat pti -20 °C

3 M Octan sodny.3H>0 (pH 5,2)

e 40,82 g octanu sodné¢ho
e rozpustit ve 100 ml redestilované vody

e upravit pH na 5,2 koncentrovanou kyselinou octovou, uchovavat pii 4 °C

Promvvaci roztoky pro pratokovy cytometr

e Cleaning Solution (Sysmex Partec GmbH, Gorlitz, Némecko)
e Decontamination Solution (Sysmex Partec GmbH, Gorlitz, Némecko)

e uchovavat pfti laboratorni teploté

TE (Tris-EDTA) pufr (pH 8,0)

e 1ml1lM Tris-HCI
e 200ul0,5M EDTA
e doplnit do 100 ml redestilovanou vodou

e upravit pH na 8,0, vyautoklavovat, uchovavat pii 4 °C

0,5 M EDTA (pH 8,0)

e 18,61gEDTA
e rozpustit v 80 ml redestilované vody
e upravovat béhem rozpousténi pH na 8,0 pomoci NaOH, vyautoklavovat, uchovavat

pii laboratorni teploté
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1 M Tris-HCI (pH 8,0)

e 12,11 g Tris-base

e rozpustit v 80 ml redestilované vody, upravit pH na 8,0 koncentrovanou HCI

4.5 Seznam laboratornich pristroja

e Autoklav 2340E (Tuttnauer, Breda, Nizozemsko)

e Centrifuga MiniStar silverline (VWR International, Jizni Korea)

e Digestof Merci M (Merci, s.1.0., Brno, Ceska republika)

e Hybridiza¢ni pec SM30 (Grant-Boekel, Cambridge, Anglie)

e Lyofilizator Heto Drywinner (Trigon Plus spol. s r.o., Riany u Prahy, Ceské
republika) a vakuova pumpa (Vacuubrand GMBH + CO KG, Wertheim, Némecko)

e Mikrocentrifuga Prism R (Labnet International, Inc., Edison, New Jersey, USA)

e Pratokovy cytometr CyFlow Space (Sysmex Partec GmbH, Gorlitz, Némecko)

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

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

e Svételny mikroskop Primo Star (Carl Zeiss, Oberkochen, Némecko)

e Termocyklér na mikrozkumavky PCT-200 (MJ Research, Inc., Watertown,
Massachusetts, USA)

e Termocyklér pro FISH - Mastercycler eppendorf (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

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

e Vodni lazen SUB6 (Grant Instruments, Cambridge, Anglie)

e Vortex Reax top (Heidolph Instruments, Schwabach, Némecko)

e Vyrobnik ledové tiisté Scotsman MF 26 Ice Flaker (Scotsman Ice Systems, Ipswich,
Velka Britanie)
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5 Vysledky

5.1 Cytometricka analyza

Vzhledem K nejednoznaénému morfologickému odliseni diploidni kostfavy luéni
a tetraploidni Festuca pratensis susbp. apennina bylo nutné provést cytometrickou analyzu
u genotypu (rostlin) nové ziskanych v ramci sbérové expedice (viz Tabulka 4). Ploidie se
u analyzovanych rostlin pochazejicich z odlisnych lokalit (Svycarsko, Italie) lisila,

vyznamnou roli sehrala i nadmotska vyska.

Pti prvni sbérové expedici bylo analyzovéno celkem 136 genotypti, z cehoz 24 bylo
identifikovano jako diploidnich, 64 triploidnich a 48 tetraploidnich. Bylo zjisténo, ze
diploidni rostliny byly primarné zastoupeny v niz$ich nadmotskych vyskach, pfi¢emz nebyly
detekovany v nadmoiské vySce nad 1750 m n. m. V oblastech do 1900 m n. m. byli
zaznamenani triploidni jedinci rostouci spole¢né s diploidnimi. Tetraploidni rostliny byly
obvykle detekovany v oblastech nad 1500 m n. m., pouze jedna tetraploidni rostlina (ziskana
z lokality Moleson, Svycarsko) se nachizela v nadmoiské vyice 1401 m n. m. Ve vétsing
Svycarskych lokalit se nachdzely spoleéné na jednom misté dva nebo vSechny tfi rizné
cytotypy. Co se tyce italské lokality Crissolo, byli zde detekovani pouze diploidni jedinci.
Oproti tomu v italském Santo Stefano d’ Aveto byly zaznamenany pouze tetraploidni
cytotypy. Obecné vzato ve vétSin€ Svycarskych oblasti prevazovaly rostliny s triploidnim
genomem, na lokalitdich Gsteig a na jedné lokalit¢ La Para se navic nachéazeli pouze jedinci

s timto genomovym sloZenim.
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Tabulka 4: Analyzované genotypy druhti Festuca pratensis a Festuca pratensis susbp.

apennina nové ziskané z vybranych lokalit Svycarska a Italie

Nadmorska Celkovy Pocet rostlin podle

Lokalita vyska pocet ploidie
(mn.m.) rostlin 2X 3x 4x
Morlialp, Svycarsko 1355 11 2 9 0
Glaubenbielen, Svycarsko 1568 15 3 11 1
Fontanen, Svycarsko 1703 7 0 0 7
Kubllvsblrehlschwand, 1250 16 5 1 0

Svycarsko

1651 1 0 0 1
. 1717 1 0 1 0
Stoos, Svycarsko 1783 4 0 0 4
1865 2 0 0 2
1401 5 0 4 1
1416 1 0 1 0
1516 2 0 2 0
Moleson, Svycarsko 1533 L 0 0 L
’ 1634 2 0 0 2
1810 2 0 2 0
1743 3 0 0 3
1515 2 0 1 1
1737 5 0 5 0
Gsteig, Svycarsko 1703 5 0 5 0
1541 5 0 5 0
2006 5 0 0 5
. 1907 6 0 0 6
La Para, Svycarsko 1895 5 0 4 1
1710 3 0 3 0
1415 5 5 0 0
Crissolo, Italie 1603 5 5 0 0
1497 4 4 0 0
Santo Stefano d’ Aveto, Itilie 1596 8 0 0 8
’ 1583 5 0 0 5

Pozn.: Nejcastéji se vyskytujici cytotyp je u kazdé lokality zvyraznén tucné.

Existence triploidnich rostlin byla ptekvapiva, stejné jako jejich vysoké pomérové
zastoupeni. Po pilotnim experimentu byla proto provedena detailngj$i analyza zamétena
na zastoupeni rtiznych cytotypt na tfech Svycarskych lokalitdich. Ze Svycarské oblasti

Morlialp (1355 m n. m.) bylo analyzovdno dalSich 85 ndhodné sesbiranych rostlin, kdy
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cytometrickd analyza odhalila 11,8 % diploidnich a 88,2 % triploidnich jedinci (nebyl
detekovan zadny tetraploid). VSech dvacet rostlin, vybiranych na zdkladé morfologie (jakoZzto

tetraploidni F. pratensis susbp. apennina), bylo triploidnich.

Z dalsi Svycarské oblasti Glaubenbielen (1568 m n. m.) bylo ze 100 nahodné
odebranych rostlin identifikovano 15 % diploidnich, 52 % triploidnich a 33 % tetraploidnich
rostlin. Z celkové 20 rostlin, vybranych podle morfologie, odhalila cytometrickd analyza

3 diploidni, 13 triploidnich a pouze 4 oCekavané tetraploidni jedince.

Dale bylo ze Svycarské oblasti Kiiblisbiehlschwand (1250 m n. m.) analyzovano
celkem 89 nahodné sesbiranych rostlin, kdy bylo identifikovano 92,1 % diploidnich a 7,9 %
triploidnich jedincd. Z celkové 20 rostlin, vybranych opétovné na zakladé morfologie typické

pro tetraploidni cytotyp, bylo méfenim identifikovano 14 diploidnich a 6 triploidnich rostlin.

Z téchto vysledkli vyplyvd, Ze neni mozné spolehlivé rozliSit diploidni, triploidni
a tetraploidni rostliny na zakladé morfologickych charakteristik v jejich vegetativnim stadiu
vyvoje. Cytometrickd analyza dale odhalila, Ze obecné ve vybranych lokalitach prevazuji
triploidni  cytotypy. V nékterych zkoumanych oblastech byli triploidi pouze jedinym
cytotypem. Pro uplnost je vhodné uvést, Ze nasledna cytogeneticka analyza (ktera nebyla
soucasti této diplomové prace) prokazala, ze triploidi jsou kiizenci diploidni kostfavy lucni

a tetraploidni kostfavy lucni italské.

5.2 Cytogeneticka analyza

Hlavnim cilem druhé ¢asti experimentli bylo zjiSténi stability genomového sloZeni
odrid Festulolium na zakladé poméru jejich rodiCovskych genomi u tii po sobé jdoucich
generaci. V ramci kazdé ze tii zkoumanych odrid (Hostyn, Perun a Perseus) byla pomoci
genomové in situ hybridizace vyhodnocena genomova variabilita, zvlastni pozornost byla
vénovana posunim v genomovém slozeni z generace na generaci. Piiklady cytogenetické

charakterizace jednotlivych odrad jsou uvedeny na Obrazku 4, 5 a 6.

Porovname-li tyto vybrané odridy, Perseus je charakteristicky nejvice nevyvazenym
pomérem rodi¢ovskych genomt. Oproti tomu Hostyn piedstavuje relativné novou odridu

S nejvyvazenéjSim genomovym slozenim.
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Obrazek 4: Priklady cytogenetické charakterizace tii po sobé jdoucich generaci Festulolium
odrudy Hostyn (L. multiflorum x F. pratensis): Hostyn SE1 (1a), Hostyn SE2 (1b), Hostyn
C1 (1c).

Genomova in situ hybridizace byla provedena na mitotickych metafaznich chromozomech, z celkové
genomové DNA F. pratensis byla pfipravena sonda znafena digoxigeninem (zelena). Nastépena
celkova genomova DNA L. multiflorum poslouzila jako blokovaci DNA. Chromozomy byly

vizualizovany pomoci DAPI (¢ervena pseudobarva).
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Obrazek 5: Priklady cytogenetické charakterizace téi po sobé& jdoucich generaci Festulolium
odridy Perun (L. multiflorum x F. pratensis): Perun SE1 (2a), Perun SE2 (2b), Perun C1
(2¢).

Genomova in situ hybridizace byla provedena na mitotickych metafaznich chromozomech, z celkové
genomové DNA F. pratensis byla pfipravena sonda znafena digoxigeninem (zelena). Nastépena
celkova genomova DNA L. multiflorum poslouzila jako blokovaci DNA. Chromozomy byly

vizualizovany pomoci DAPI (Cervena pseudobarva).
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Obrazek 6: Priklady cytogenetické charakterizace téi po sobé jdoucich generaci Festulolium
odridy Perseus (L. multiflorum x F. pratensis): Perseus SE1 (3a), Perseus SE2 (3b), Perseus
C1 (3c).

Genomova in situ hybridizace byla provedena na mitotickych metafaznich chromozomech, z celkové
genomové DNA F. pratensis byla pfipravena sonda znacena digoxigeninem (zelend). Nastépena
celkova genomova DNA L. multiflorum poslouzila jako blokovaci DNA. Chromozomy byly

vizualizovany pomoci DAPI (Cervena pseudobarva).
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5.2.1 Frekvence aneuploidie

U vsech tfi studovanych odrid byla zjisténa vysoké frekvence aneuploidie (tj. ztrata ¢i
nadbytek chromozomu v karyotypu, kdy pfedpokladany pocet chromozom je v tetraploidnim
stavu 28), a to mezi 60 - 80 %, nejméné byla pozorovana u odridy Perun (63 %). Napfic¢
generacemi odriad Hostyn a Perseus frekvence aneuploidie klesala, u odridy Perun naopak

stoupala.

Obecné byl celkovy pocet chromozomii u zkoumanych odriid nizsi (tzv. hypoploidie).
Jednalo se primérné o 26,9 chromozomi v piipadé¢ odriudy Perseus, 27,2 chromozomu
chromozomu (24) zjistén u dvou rostlin odridy Hostyn a u jedné rostliny odridy Perseus.
Oproti tomu bylo z celkového poctu 180 studovanych rostlin pouze 22 hyperploidnich
(tj. se zvySenym pocétem chromozomil). Tyto rostliny obsahovaly v karyotypu 29
chromozomu (2n = 29). Nejcast&ji se u vSech odrid (celkoveé u 32 % rostlin) vyskytovalo 27
chromozomu (2n = 27). O¢ekavanych 28 chromozomi (2n = 28) bylo zjisténo pouze u 29 %
rostlin (viz Tabulka 5). Napfii¢ generacemi jednotlivych odrid i mezi odridami navzajem

nebyly zaznamenany vyrazné zmény v rozsahu aneuploidie.

Tabulka 5: Celkovy pocet chromozomi u jednotlivych generaci studovanych komerénich

odrid Festulolium (L. multiflorum x F. pratensis)

Odrudaa  Celkovy pocet chromozomii v diploidnim stavu (2n)
generace 24 25 26 27 28 29

Hostyn SE1 1 1 2 9 4

Hostyn SE2 2 2 6 5 5
Hostyn C1 1 1 4 6 7 1
Perun SE1 1 3 5 8 3
Perun SE2 3 3 2 8 4
Perun C1 2 10 6 2

Perseus SE1 3 5 7 4 1

Perseus SE2 3 4 5 6 2
Perseus C1 1 3 3 8 4 1

Pozn.: Nejcastéji se vyskytujici pocet chromozomu je u kazdé generace jednotlivé odridy zvyraznén

tu¢né.
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5.2.2 Podil rodi¢ovského chromatinu

Analyza genomového slozeni, tj. stanoveni poctu chromozomi pivodem z jilku
mnohokvétého (L. multiflorum) a kostravy luéni (F. pratensis), odhalila urcité odlisnosti
mezi studovanymi odrtidami Festulolium. Pfi analyze 10 vybranych charakteristickych znakt
(viz Tabulka 8) byly mezi odridami ve vSech ptipadech detekovany znaéné rozdily.
Mezi jednotlivymi generacemi studovanych odrud byly ale rozdily mensi, zvySovala se pouze

mira rekombinaci u chromozomu ptivodem z genomu rodu Festuca.

Z vysledki bylo zjisténo, ze stabilizace genomového slozeni a zastoupeni
rodi¢ovskych genomti by mohlo byt dosazeno v generaci C1, kterd odpovida generaci F9-F10
po pocate¢ni mezirodové hybridizaci. U vSech rostlin studovanych odriid dominoval jilkovy
genom nad kostfavovym. U odriidy Perseus byl rozdil v zastoupeni rodi€ovskych genomi
nejveétsi (prumérné 3,47 chromozomu pochazelo z genomu Festuca a 23,4 z genomu Lolium).
V ptipadé odridy Hostyn bylo primérné¢ 7,6 chromozomi ptivodem z genomu kostfavy
a 19,6 chromozomu z genomu jilku (viz Tabulka 6). Na zakladé¢ téchto ziskanych hodnot bylo
potvrzeno, ze posun v genomovém sloZeni u vSech vybranych odrid ve prospéch jilkového
genomu je Vnasledujicich generacich po pocatecni hybridizaci relativné stabilizovan

a vyrazn¢ se nezvysuje.

Tabulka 6: Vysledky GISH analyzy provedené u tii po sobé jdoucich generaci tii

komerénich odrid Festulolium (L. multiflorum x F. pratensis)

Primérny pocet chromozomii Primérny pocet chromozomii
Odruda a pivodem z genomu Festuca pivodem z genomu Lolium
generace Celkem Bez homeplogni Celkem Bez home_ologni
rekombinace rekombinace

Hostyn SE1 7,75 0,55 19,40 5,05
Hostyn SE2 7,60 0,45 19,85 4,50
Hostyn C1 7,45 0,20 19,55 3,60
Perun SE1 6,90 0,40 20,55 5,60
Perun SE2 7,10 0,40 20,25 5,35
Perun C1 5,90 0,10 21,50 7,30
Perseus SE1 2,65 0,00 24,10 10,65
Perseus SE2 4,10 0,05 22,90 10,30
Perseus C1 3,65 0,05 23,20 9,95
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5.2.3 Homeologni rekombinace

Frekvence homeologni rekombinace, ktera byla spocitana na zakladé poctu translokaci
mezi homeolognimi chromozomy, se liSila u vSech studovanych odriid mezirodovych hybridi
Festulolium. Je znamo, Ze homeologni rekombinace u kiiZzenct negativné ovliviuji stabilitu
genomového slozeni a mohou rovnéz zpiisobovat nevyvazené pomery rodicovskych genomi.
V ptipad¢ odridy Perseus, kterd se vyznacuje nejvice rozdilnym pomérem rodi¢ovskych
genomi (ve prospéch rodu Lolium), byla zjisténa nejvétsi mira rekombinace u chromozomi
puvodem z genomu Festuca (pramérné 2,44 translokaci/chromozom). Oproti tomu u odrudy
Hostyn, pro kterou je charakteristicky nejvyvéazenéjsi pomér rodicovskych genomt, byl
zjistén nejvetsi podil rekombinace u chromozomu ptivodem z genomu Lolium (pramérné 1,67

translokaci/chromozom), viz Tabulka 7.

Frekvence homeologni rekombinace byla u vSech odrid napii¢ generacemi vyssi
u chromozomu puivodem z genomu Festuca. Tento jev miize byt caste¢né zplisoben vyssim
poc¢tem chromozomu obsahujicich chromatin vyhradné z genomu Lolium (viz Tabulka 7).
Celkova mira homeologni rekombinace byla u vybranych odrid relativné stabilni z generace
na generaci, coZ naznacuje poméerné ustdlené genomy studovanych kiizenci. V piipadé
odridy Hostyn mirn¢ klesal napti¢ generacemi pocet chromozomii bez rekombinace. Tento

trend vSak nebyl pozorovan u zbylych dvou odrud Perun a Perseus (viz Tabulka 6).

Tabulka 7: Vysledky GISH analyzy provedené u tii po sob& jdoucich generaci tii

komerénich odrid Festulolium (L. multiflorum x F. pratensis)

Primérny pocet homeolognich rekombinaci

U chromozomii ptivodem U chromozomi piivodem
Odriida a z genomu Festuca z genomu Lolium V celé
generace U rekombinovanych U rekombinovanych bunce
Celkem chromozomi Celkem chromozomi

Hostyn SE1 2,00 2,16 1,62 2,17 46,75
Hostyn SE2 = 2,31 2,43 1,64 2,11 49,75
Hostyn C1 2,09 2,17 1,77 2,16 50,20
Perun SE1 1,88 2,03 1,41 1,92 41,95
Perun SE2 2,14 2,26 1,50 2,04 45,55
Perun C1 2,24 2,35 1,27 1,94 41,20
Perseus SE1 2,27 2,34 1,02 1,81 30,60
Perseus SE2 = 2,55 2,57 1,09 2,00 35,55
Perseus C1 2,51 2,49 1,13 1,98 35,15
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Tabulka 8: 10 charakteristickych znakti vyhodnocenych u tfi komer¢nich odrid Festulolium

(L. multiflorum x F. pratensis) na zaklad¢ genomové in situ hybridizace

P O 4 r
Charakteristicky znak Odrida rumerna
hodnota
Hostyn 27,2
Perun 27,4
Celkovy pocet ch i (Celk_chrom ’
elkovy pocet chromozomi (Celk ) PerseUs 26.9
Hostyn 73
- Perun 63
Frekvence aneuploidie (%
ploidie (%) Perseus 72
. Hosty 7,6
Celkovy pocet chromozomt piivodem z Festuca pratensis o
Perun 6,6
(Celk_F_chrom)
Perseus 3,5
Hostyn 19,6
. . Perun 20,8
Celkovy pocet chromozomu pivodem z Lolium multiflorum 234
(Celk_L_chrom) Perseus '
Hosty 16,2
Celkovy poc¢et homeolognich rekombinaci detekovanych Peru}ll‘ln 140
h h pavod Festuca pratensis (F_rek ’
na chromozomech ptivodem z p (F_rek) PerseUs 85
Hosty 32,7
Celkovy poc€et homeolognich rekombinaci detekovanych e
na chromozomech piivodem z Lolium multiflorum (L_rek) Perun 28,9
P - Perseus 25,3
. .. . y Hostyn 0,28
Podil chromozomti piivodem z Festuca pratensis ke vsem Perun 0.24
h am (F_ch ’
chromozomiim (F_chrom) Perseus 0.13
Podil homeolognich rekombinaci detekovanych na chromozomech = Hostyn 0,33
pivodem z Festuca pratensis k celkovému poctu homeolognich Perun 0,32
rekombinaci (F_rek chrom) Perseus 0,26
o , L ) Hostyn 2,14
Primérny pocet homeolognich rekombinaci v pfepoctu na jeden Perun 509
h avod Festuca pratensis (homeo_F_rek ’
chromozom ptvodem z p ( _F_rek) Perseus 2 44
o , L ) Hostyn 1,67
Primérny pocet homeolognich rekombinaci v pfepoctu na jeden Perun 139
chromozom ptivodem z Lolium multiflorum (homeo_L_rek) :
Perseus 1,08
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5.3 Vytvoreni fenotypovaci Skolky

Na zakladé¢ ziskanych vysledka cytometrické analyzy rostlinného materialu ze sbérové
expedice a cytogenetické charakterizace vybranych odrid kfizencta Festulolium bylo vybrano
48 genotypu, které byly vysazeny do fenotypovaci skolky. Genotypy tetraploidni F. pratensis
susbp. apennina a triploidniho cytotypu F. pratensis x F. pratensis susbp. apennina
predstavovaly jednotlivé rostliny, které byly rozklonovany do deseti klon. Genotypy
ostatnich druht byly zastoupeny deseti riiznymi rostlinami. Skolka byla zaloZena v ervenci
2016 na experimentdlnim pozemku Ustavu experimentalni botaniky v Olomouci-Holici.
Rostliny byly zasazeny do osmi sklenickii se zakrytou stfechou a nezakrytymi sténami
ve sponu 30x20 cm. V kazdém sklenic¢ku bylo 12 genotypti po péti rostlinach. Kazdy genotyp
byl vysdzen dvakrdt (po péti rostlindch) s riznym umisténim v rdmci sklenicku. Veskery

rostlinny material zahrnuty do fenotypovaci $kolky je popsan v Tabulce 9.

Tabulka 9: Genotypy vybranych druht kostfav, jilkt a jejich kiizenc pouzité k zalozeni

fenotypovaci skolky
Kod Druh Genotyp/odrida Ploidie Mrazuvzdornost*
FLCC1 L. perenne Kertak 2X 3,3
FLCC2 L. multiflorum Moravice 2X 1,4
FLCC3 F. arundinacea Kora 6X 5,4
FLCC4 Festulolium Hostyn 4x 2,3
FLCC5 Festulolium  Hathor Fa/Lm-Lp 4x 2,4
FLCC6 Festulolium Hipast LmFa 6X 4,7
FLCC7 Festulolium  FPF22396 LmFa 6X 51
FLCC8 F. pratensis FPR48643 Fp 2X 52
FLCC9 F. mairei 283312 4x 4,1
FLCC10 F. mairei 283313 4x 2,3
FLCC11 F. mairei 535747 4x 4,6
FLCC12 F. mairei 577097 4x 2,5
FLCC13 F. mairei 610941 4x 2,9
FLCC14 F. mairei GR12850 4x 4,6
FLCC15 F.glaucescens Fg01 4x 3,9
FLCC16 F. glaucescens Fg03 4x 3,9
FLCC17 F.glaucescens Fg08 4x 3,9
FLCC18 F. glaucescens Fgl4 4x 1,6
FLCC19 F.glaucescens Fgl7 4x 2,3
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Tabulka 9: Pokradovani 1

Kod Druh Genotyp/odrida  Ploidie Mrazuvzdornost*
FLCC20 F. glaucescens Fg20 4x 3
FLCC21 F. pratensis Giswil 2X 4,9
FLCC22 F. pratensis Cosmonaut 2X 4,9
FLCC23 F. pratensis Raskila 4x 2,2
FLCC24 F. apennina 25 4x 4,4
FLCC25 F.apennina 28 4x 1,6
FLCC26 F. apennina 34 4x 0,2
FLCC27 F.apennina 61 4x 2,1
FLCC28 F. apennina 65 4x 0,8
FLCC29 F. apennina 68 4x 0,3
FLCC30 F.apennina 69 4x 1,5
FLCC31 F.apennina 71 4x 2
FLCC32 F.apennina 80 4x 1,5
FLCC33 F. apennina 81 4x 0,8
FLCC34 F.apennina 85 4x 1,8
FLCC35 F.apennina 105 4x 1,7
FLCC36 F.apennina 106 4x 1,5
FLCC37 F.apennina 110 4x 1,1
FLCC38 F.apennina 111 4x 1,9
FLCC39 F. apennina 140 4x 4,6
FLCC40 F.apennina 141 4x 34
FLCC41 F.apennina 152 4x 47
FLCC42 F.apennina 153 4x 3,1
FLCC43 F. apennina 12 3X 3,3
FLCC44 F. apennina 41 3X 1,6
FLCC45 F.apennina 63 3X 0
FLCC46 F. apennina 72 3x 3,9
FLCC47 F.apennina 77 3X 3,5
FLCC48 F. apennina 91 3X 3,7

*) mrazuvzdornost byla hodnocena jakozto mira pieziti na skale 0 - 6, pfi¢emz 0 = mrtva, uhynula

rostlina, 6 = velmi silna a zdrava rostlina s minimalnim ¢i zadnym podilem suchych stonkd a listd.
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5.3.1 Pilotni fenotypovani mrazuvzdornosti u jednotlivych genotypi z fenotypovaci
Skolky

Na konci bfezna 2017 bylo provedeno pilotni fenotypovani jednotlivych rostlin
ve fenotypovaci Skolce. Byla zjisténa velka variabilita mezi druhy, ale i v ramci jednotlivych
druhti. Obecné mély vyssi miru mrazuvzdornosti kostfavy, predevSim kostfava rakosovita
Velkéd variabilita byla zaznamendna u kostfavy lucni italské, kdy se nckteré genotypy
(FLCC39 a FLCC41) blizily kostravé rakosovité. Oba tyto genotypy pochazely z Italie.
Piekvapivé byla vyss§i mira mrazuvzdornosti zaznamenana u triploidnich cytotypd, byt jejich
nejleps$i genotypy nepievySovaly nejlepsi tetraploidni genotypy. Z vySe uvedenych dat je
ziejmé, ze cilena selekce rostlin bude nutnd pro identifikaci genotypti vhodnych

pro nové slechténi mezidruhovou hybridizaci.
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6 Diskuze

Dlouhodobym cilem soucasného Slechtitelstvi je vytvofeni novych odrid, které by
reflektovaly budouci zmény klimatu. Vzhledem k omezené genetické variabilité jednotlivych
druhti je proto zadouci vnaset nové alely z jinych zdrojt. Velmi elegantnim feSenim je vyuziti
mezidruhové hybridizace, ktera umoziuje kombinovat pozadované vlastnosti dvou rtiznych
biologickych druhi v jediném organismu. Tohoto pfistupu bylo vyuzito i v piipad€ Slechténi
picnich a travnikovych trav, kdy byla vytvoiena cela fada odrid kiizenct kostrav a jilkt
zvanych Festulolium. Nej¢astéji je vyuzivana kombinace jilku mnohokvétého a kostfavy lu¢ni
na tetraploidni Grovni, kdy bylo vySlechténo téméf padesat amfiploidnich odrid (Ghesquiere
et al., 2010). I pfes nesporny uspéch téchto kiizenct je zZadouci identifikovat nové genotypy
planych ptibuznych druhd, které by mohly nést agronomicky vyznamné znaky piedevsim
pro odolnost K abiotickym stresim, jako je suchovzdornost a mrazuvzdornost. Cilem této
prace bylo zalozit fenotypovaci $kolku z vybranych druhii kosttav, jilki a jejich hybrida
na zakladé¢ cytometrické a cytogenetické analyzy a provést pilotni fenotypovani

na mrazuvzdornost.

Identifikace riiznych cytotypu u druhii kostFava lucni a kostrava lucni italska

Vzhledem Kk nejednoznacné morfologické identifikaci diploidni kostfavy luéni
od tetraploidni kostfavy luéni italské ve vegetativnim stadium byla v ramci experimentalni
Casti diplomové prace nejprve provedena cytometricka analyza rostlin nové ziskanych
ze sbérové expedice na vybranych lokalitach Svycarska a Italie. Analyza odhalila diploidni,
triploidni a tetraploidni jedince. Vliv na vyskyt téchto jedinci méla dand oblast a také
nadmoftska vyska, bézné se vyskytovaly dva nebo vSechny tfi cytotypy spolecné. Z vysledk
bylo dale zjisténo, Ze obecné ve studovanych lokalitach ptfekvapivé pievazovaly triploidni

cytotypy.

Je znamo, Ze triploidni cytotypy jsou obvykle sterilni, jejich rozmnoZovéni je tak
mozné pouze vegetativné (Kopecky et al., 2016). Vysoka mira triploidnich jedincti neni
Vv ptirod¢ bézna, v diivéjSich studiich nebyli dokonce zadni triploidni jedinci u téchto druht
detekovani, jednalo se vzdy o diploidni a tetraploidni jedince (Borrill et al., 1976; Tyler et al.,
1978). ZvySeny vyskyt triploidii poukazuje na urcitou selekéni vyhodu, kterd pravdépodobné
chybi u diploidi a tetraploidi. Touto vyhodou muze byt asexualni reprodukce

pomoci rhizomi, které byly u triploidi vyrazné delsi nez u tetraploidd, pficemz u diploidi
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nebyly viibec pozorovany. Triploidni rostliny byly rovnéz identifikovany mezi pfirozené se
vyskytujicimi kiizenci Festulolium loliaceum (Huds.) P. Fourn., vzniklymi k#izenim
diploidnich druhti Festuca pratensis a Lolium perenne (Humphreys et Harper, 2008).
Triploidni cytotypy, které vznikly pravdépodobné splynutim redukované gamety jednoho
rodi¢e a neredukované gamety rodice druhého, se na rozdil od rodicovskych druht
vyskytovaly i na siln¢ podmacenych pudach na biezich fek. Vyskyt neredukovanych gamet je
obecné U kostfav bézny (Morgan et al., 1988), neredukované gamety pravdépodobné hraly

velkou roli v evoluci polyploidnich druhi kostiav.

Druhou moznosti vzniku triploidnich cytotypi je mezidruhova hybridizace
mezi diploidnimi a tetraploidnimi cytotypy, coz bylo potvrzeno i v této diplomové praci, kdy
triploidni rostliny vznikly kiizenim druhti Festuca pratensis a Festuca pratensis subsp.
apennina na mnoha mistech $vycarskych Alp. Triploidni rostliny se v nasi fenotypovaci
Skolce jevi jako sterilni, coz je v souladu s vysledky Clarke et al. (1976), kteti vytvotili
pomoci umélého kiiZeni téchto dvou druhti triploidniho hybrida, ktery byl rovnéz sterilni.
Jeho fertilitu bylo mozné navodit az genomovou duplikaci, ktera vedla ke wvzniku

hexaploidniho genotypu.

Stabilita genomového slozZeni kiizencii kostrav a jilku (Festulolium)

Stabilita genomového sloZeni je diky parovani homeolognich chromozémi a cetnym
rekombinacim mezi kostfavovymi a jilkovymi chromozémy (Thomas et al., 1994,
Zwierzykowski et al., 1998) v odridach kiizenci velkou neznamou. Z tohoto diivodu byla
vramci diplomové prace provedena cytogeneticka analyza u tfech generaci tfi odrad
Festulolium (Hostyn, Perseus a Perun) s vyuzitim metody genomové in situ hybridizace

(GISH). Vysledky poskytly uzite¢né informace o struktufe genomu na chromozomalni Grovni.

V ramci této prace bylo dosazeno vSech potiebnych experimentalnich dat u celkem
180 rostlin (bylo testovano 20 rostlin u kazdé generace studované odridy). Nejprve byl
vyhodnocen celkovy pocet chromozomli u kazdé rostliny, a s tim souvisejici frekvence
aneuploidie. Jak se ptfedpokladalo, ne vSechny rostliny mély ofekavanych 28 chromozomi
(2n = 4x = 28), jejich pocet se pohyboval mezi 24 az 29 chromozomy. Z vysledka vyplyva, ze
primérnd frekvence aneuploidie byla vyssi u odriid Hostyn a Perseus (73 %, resp. 72 %),
u odriidy Perun se jednalo o 63 %. NejvysSich hodnot aneuploidie bylo dosazeno obecné

u generace SE1 (odpovida generaci F6-F7), u odriid Hostyn a Perseus byl pozorovan po dvé
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nasledujici generace dokonce mirny pokles. Mira aneuploidie se po nasledujici generace
u vSech studovanych odrid tedy nezvySovala a zlstala relativné stabilni. Vysledky koreluji
s pfedchozimi studiemi genomového slozeni u riznych odrad Festulolium (Canter et al.,

1999; Kopecky et al., 2006), kde frekvence aneuploidie u kiizenct ¢asto ptesahovala 50 %.

Ze ziskanych vysledkd bylo rovnéz zjisténo, ze se zastoupeni rodi¢ovskych genomii
kiizencu liSilo mnohem vice mezi jednotlivymi rostlinami danych odrid nez mezi odradami
navzajem. Tato vysoka variabilita v genomovém slozeni se v ramci jednotlivych odrad
z generace na generaci nesnizovala. Cytogeneticka analyza dale odhalila, Ze u vSech
studovanych odrud pfevazoval chromatin z genomu Lolium nad genomem Festuca. Takovato
dominance jednoho rodicovského genomu nad druhym byla popséna u riiznych rostlinnych
ktizenct. U kiizenci Hordeum vulgare x Hordeum bulbosum dochazi k tplné eliminaci
druhého rodi¢ovského genomu hned v F1 generaci (Symko, 1969). U kiizenct kosttav a jilka

je tento proces plynuly z generace na generaci.

Dominanci jilkového genomu se detailnéji zabyvali Zwierzykowski et al. (2006,
2011), kdyz analyzovali genomové slozeni naslednych generaci tetraploidnich hybrida
vzniklych kiiZzenim Lolium perenne x Festuca pratensis. Autoii pozorovali postupné
zvySovani podilu genomu jilku z F2 do F7 generace. Vysledky naznacuji, Ze mezi generacemi
F7 a F8 se podil rodicovskych genomi pravdépodobné stabilizuje. Vzhledem k tomu, Ze
vysledky mohl ovlivnit vybér rostlin s vhodnymi agronomickymi vlastnostmi, byly provedeny
dalsi experimenty (Zwierzykowski et al., 2012) s populacemi F2-F4 nahodnych rostlin. Tato
analyza potvrdila ptedchozi studii, kdyZ se 1 u ndhodné vybranych rostlin postupné ménil

pomér genomového sloZzeni ve prospéch jilku. K tomuto posunu pouze dochazelo pomaleji.

Udrzet stabilni genom ktizencti Festulolium je pro Slechténi a naslednou registraci
nové odridy velkym problémem. Bylo by proto velmi Zadouci najit zplsob, jak hybridni
genom stabilizovat. Toho by mohlo byt dosaZeno vnesenim mechanismu, ktery by zabranil
parovani homeolognich chromozomi pfi meidze. Takovy regulacni mechanismus je znam jiz
u nékterych alopolyploidnich  kostfav, vcetné hexaploidni Festuca arundinacea
¢i alotetraploidni Festuca pratensis susbp. apennina, Festuca mairei ¢i Festuca glaucescens
(Clarke et al., 1976; Jauhar, 1975; Kopecky et al., 2009b). Tento geneticky systém vsak neni
bezny u diploidni kostiavy lu¢ni ¢i jilka (Kopecky et al., 2009b). Optimalni moznosti je tedy
pro pocateni kitizeni odrid zvolit alotetraploidni druhy kostfav zminéné vyse (Kopecky

et al.,, 2016). Problémem ale je, ze systém kontroly striktniho parovani homolognich

58



chromozomt, detekovany u alopolyploidnich kostfav, je funkéni pouze v pfitomnosti dvou

kopii daného genu ¢i gent a je proto nutnd inkorporace dvou kopii (Jauhar, 1975).

Identifikace genotypui planych druhii pro slechténi novych mezirodovych krizencu

Na zaklad¢ cytometrické analyzy nové ziskanych genotypl planych druhti kostrav
ze sbérové expedice (Svycarsko, Italie) a cytogenetické charakterizace vybranych komerénich
odrid Festulolium bylo pro zalozeni fenotypovaci $kolky zvoleno 48 genotypi. Kazdy
genotyp piedstavovalo celkem 10 rostlin, u kterych byl vyhodnocen stupen mrazuvzdornosti
(tj. mira pteziti). NejodoInéjsimi byly podle ocekavani odrida Kora hexaploidni kostfavy
rakosovité spolu s odridami diploidni kostfavy Iucni, o kterych je znamo, Ze jsou dobie
ptizptisobeny chladnéj$imu podnebi (Rognli et al., 2010). Za zminku stoji i dvé hexaploidni
odrudy kiizenctu Festulolium (FPF22396 LmFa a Hipast LmFa), které vykazuji velmi
podobné hodnoty. Tito k¥iZenci si tedy uchovali miru mrazuvzdornosti jako u kostfavového
rodice. Jilky se v porovnani s kostfavami vyznacuji niz§i odolnosti proti abiotickym stresim
(Yamada et al., 2005), coz bylo potvrzeno i v této praci, kdy byla nejniz§i mrazuvzdornost

Vv ramci vSech 48 genotypti zaznamendna u jilku mnohokvétého.

Zvysledkli byla dale zjisténa velkd wvariabilita ve stupni mrazuvzdornosti
mezi vybranymi genotypy planého druhu Festuca pratensis subsp. apennina, nejvyssi mira
preziti byla detekovana u tetraploidnich genotypti (FLCC39 a FLCCA41), které pochazeji
z Italie. Za pozornost vSak stoji pomérné vysoka mira pieZiti zjiSténd u nékterych triploidnich
cytotypl, které vznikly jiz zminénou mezidruhovou hybridizaci mezi diploidni Festuca
pratensis a tetraploidni Festuca pratensis subsp. apennina. Tyto plané triploidni cytotypy,
pfevazujici ve studovanych oblastech Svycarska (Kopecky et al., 2016), tak mohou byt spolu
S tetraploidnimi cytotypy vyuzity po dalsim ovéfeni ke §lechténi novych odrid mezirodovych

kiizencu.
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7 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo zalozit fenotypovaci Skolku na zéklad¢ cytometrické
a cytogenetické analyzy a provést pilotni fenotypovani jednotlivych rostlin
na mrazuvzdornost. Vysledky této prace dale umozni identifikovat vhodné genotypy planych
druhii trav pro $lechténi novych odrid pomoci mezidruhové hybridizace. Prvni ¢ast prace
zahrnovala cytometrickou analyzu nové ziskanych genotypt druhu Festuca pratensis subsp.
apennina z vybranych lokalit Svycarska a Italie. Druhd &ast experimentalni &asti byla
zamé&fena na cytogenetickou analyzu genomového slozeni tfi komerénich odrad Festulolium

vzniklych k#izenim druhd Lolium multiflorum x Festuca pratensis (Hostyn, Perseus a Perun).

Na zékladé cytometrické analyzy byly identifikovany rostliny diploidni kostfavy luéni,
tetraploidni kostfavy lucni italské, ale piekvapivé i triploidni cytotypy. Bylo zjiSténo, ze
ve vétsiné Svycarskych lokalit se nachazely spole¢né na jednom misté¢ dva nebo vSechny tii
cytotypy, které jsou od sebe morfologicky téZko odlisitelné zejména ve vegetativnim stadiu
vyvoje. Obecné vzato prevazovaly rostliny s triploidnim genomem, v nékterych lokalitach se
nachdzeli pouze tito jedinci. V italské oblasti Crissolo byli detekovani vyhradné diploidni

jedinci, oproti tomu v italském Santo Stefano d' Aveto byly zaznamenany pouze tetraploidni

cytotypy.

Cytogeneticka analyza tii studovanych Festulolium odrid Hostyn, Perseus a Perun
pomoci genomové in situ hybridizace odhalila vysokou frekvenci aneuploidie. U vsech odrid
byl z generace na generaci pozorovan posun v genomovém slozeni ve prospéch jilkového
genomu, ktery dominoval nad kostfavovym. V nasledujicich generacich po pocatecni

hybridizaci byl vsak tento posun relativné stabilizovan a dale se nezvySoval.

Pilotni fenotypovani jednotlivych rostlin ve fenotypovaci Skolce indikovalo znacné
rozdily v mife mrazuvzdornosti nejen mezi jednotlivymi druhy, ale rovnéZ v ramci druhd.
Bylo zjisténo, Ze nejvyssi miru mrazuvzdornosti mély odridy kostfavy rakosovité a kostfavy
lucni. I ptesto bylo mozné identifikovat genotypy planych druhd, piedevs§im kostfavy lucni
italské, které se vyznacCovaly vysokou mirou mrazuvzdornosti. Po nasledném ovéteni stupné
mrazuvzdornosti (a dalSich agronomickych znakil) budou tyto genotypy pouzity

pro mezidruhové kiizeni s vybranymi genotypy jilku.

Diplomové prace tak pfispéla k rozSifeni naSich znalosti o struktufe a evoluci
polyploidnich a hybridnich genomi rostlin. Vedle ziskanych teoretickych poznatki ma tato

préce piinos i pro Slechtitele.
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8 Seznam pouzitych zkratek

AFLP

BAC

cM

CV.

DAPI
DArT

DIG

DNA

EDTA

F1

FISH

FITC

Fp

Gb

GBS

gDNA

GISH

GWAS

ISH

polymorfismus délky amplifikovanych fragmentt (amplified fragment length

polymorphism)

umély bakterialni chromozom (bacterial artificial chromosome)
pary bazi (base pairs)

centimorgan

odrtda (cultivar)

4' 6-diamidin-2-fenylindol
diversity array technology

digoxigenin
deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

ethylendiamintetraoctova kyselina (ethylenediaminetetraacetic acid)

prvni filidlni generace

fluorescenéni in situ hybridizace (fluorescent in situ hybridization)
fluorescein isothiokyanat (fluorescein isothiocyanate)

kostiava luéni (Festuca pratensis)

miliarda part bazi (giga base pairs)

genotypovani sekvenovanim (genotyping by sequencing)
celogenomova DNA (genomic DNA)

genomova in situ hybridizace (genomic in situ hybridization)
celogenomova asocia¢ni studie (genome wide association study)

in situ hybridizace (in situ hybridization)
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kb

Lm

Lp

MAS

Mb

NGS

PCR

RFLP

RNA

SNP

SSC

SSR

susbp.

tisic part bazi (kilo base pairs)

jilek mnohokvéty (Lolium multiflorum)

jilek vytrvaly (Lolium perenne)

selekce za pomoci markeru (marker assisted selection)
milion paru bazi (mega base pairs)

sekvenovani nové generace (next generation sequencing)
polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

polymorfismus délky restrikénich fragmentt (restriction fragment length

polymorphism)

ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

jednonukleotidovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism)
citronan sodny (saline-sodium citrate)

jednoduché opakujici se sekvence (simple sequence repeat)

poddruh (subspecies)
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