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SOUHRN

vvvvvvvvvv

jako krmivo pro ¥tSinu byloZravé, a proto jsou velmi @ezité v zemdglstvi. Rod
kostava fFestucasp.), ktery pat do celediPoaceagezahrnuje pes 500 drutitrav, z nichz
fada je vyuzivana v picnitgivi a travnikéstvi. Urovei ploidie se mezi jednotlivymi druhy
kostav liSi a kolisa od diploid jako je napiklad kostava I&ni, pres tetraploidni kosavu
atlasskou, hexaploidni kdatu obrovskou a kastvu rakosovitou, dekaploidni poddruh
kostavy rakosovité K. arundinacea subsp. letourneuxian® po dodekaploidni
F. summilusitana Cilem mé bakal&ké prace bylo stanoveti ovéieni ploidie kostav
podrodu Schedonorusa analyza jejich genomového sloZzeni pomoci moékel
cytogenetické metody genomowegsitu hybridizace (GISH). Prvniast této prace zahrnuje
obecné informace o druzich kizst, které byly zahrnuty do bak#&#é prace. Dale je zde
vyswtlena zakladni problematika tykajici se polyploicke uvedeny fiklady studia
vybranych allopolyploidnich druh Teoretickacast prace je zakéena vytem metod,
které se uplailji pii studiu polyploidi a mezidruhovych iiZzend. V dalSi kapitole jsou
rozebrany laboratorni postupy, které byly vyuZityraktické ¢asti. Prvnic¢ast prace
obsahovala stanoveni ploidie vSech drytomoci roztlakovych prepatat Dale jsem
vyuzila GISH ke stanoveni genomového slozeni wyrh polyploidnich druln kostav.

Vysledky byly korelovany s jiz ziskanymi poznatky.



SUMMARY

Grasses are the most important and widely cuéitvgslant species. Among them,
fescues Kestuca spp.) provide high quality fodder for livestockreaused for turf
and amenity purposes, and play a fundamental rolenvironment protection. Genus
Festucal. is a member of thBoaceaefamily, and includes more than 500 grass species.
The level of ploidy varies amongestuca species from diploidy to dodecaploidy.
Agriculturally the most impiortant species belong the subgenusSchedonorus
with majority of species being polyploid. Despitheir importance for humankind,
the phylogenetic relationships and genomic comjuwsibf polyploid taxa are largely
unknown.

The aim of this bachelor thesis is review curdemiwledge on the polyploidy and
the methods employed for the molecular analysgmlyploid and especially allopolyploid
genomes and provide novel infomation on the oragd structure of genomes of selected
polyploid fescue species and subspecies using gerniansitu hybridization (GISH). For
the first time, the genomic composition of two qudxses of tall fescue F. arundinacea
subsp.orientalis andF. arundinaceasubsp.uechtritzianawas revealed. Moreover, GISH
results indicated thafF. pratensis subsp. apenninais not autotetraploidy cytotype
of meadow fescud~( pratensi$, but more likely an allopolyploid. Besdies thise GISH
analysis indicated the close relationship of tadidue . arundinaceawith its two highly
polyploid subspecies +. arundinaceasubsp.atlantigena and F. arundinaceasubsp.
letourneuxianaand also close relationship Bf mairei andF. glaucescensOverall, this
bachelor thesis provides new infomation on the geaorelationships and phylogeny
of this group of grasses.
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1. UVOD
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vyznamna spolenstva, ktera se uptatji predevsim jako [éni a pastevni porosty. Tyto
porosty jsou dlezité v zemsd¢lstvi, protoZe slouzi jako krmivova zakladna prdoiyavce,
piedevsim pro skot. Kvalita ¢nich a pastevnich pordsse tedy odrazi v celoswové mfe
produkce ho¥ziho masa a mléka (Regal et Sindielé, 1970).

Celed’ lipnicovité PoaceaeBarnhart) zahrnuje okolo 10 000 diufMessing et al.,
2008). Rod kosava Festucal.), ktery pati do tétoceledi, je nejpdetrejSi z podeledi
Loliinae a zahrnuje f&s 500 druth trav, které se navzajem zm liSi morfologicky.
Velkou variabilitu maji i v obsahu genomu a Urowptoidie. Tato kolisa od diploid
(2n=2x=14) aZz po dodekaploidy (2n=12x=84)fi¢pmz velké mnozstvi druh je
polyploidnich. Kostavy rostou od holarktické oblasti az po mirné paged hemisféry
(Catalan et al., 2004). Pro tyto trsnaté vytrved@y jsou typické ploché nebo svinuté listy.
Kvetou od jara do léta a kenstvim je ne&jastji hrozen s vicekstymi klasky nebo lata.
Rostou na slunnych mistech nebo v polostinu (Komened al., 2007). Jsou schopriézit
jak sucho, tak i silny mraz a di@bodolavaji Skdcaim. Slouzi pedevsim jako picni travy
ke krmnym @elim, ale uplaténi najdou i jako okrasné travniky. Rod kasa je rozdlen
do deviti podrod, ze kterych je zewuklsky nejvyznamijSi podrod Schedonorus
P. Beauv PodrodSchedonorugredstavuje komplexni skupinu kéest, gicemz \&tSina
jeho zéastupt je allopolyploidniho pvodu. Uroves ploidie se #izni jak v ramci takto Gzké
skupiny druli, tak i mezi jednotlivymi poddruhy kastv (Hand et al., 2010). Mezi
zéstupce tohoto podrodutdeme z#adit kostavu obrovskou, kosivu atlasskou, déle
kostavu rakosovitou a jeji poddruhy a ki@stu Iwni a jeji poddruh kostvu lwni

italskou.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Charakteristika vyznamnych druhua kostrav

Jak bylo vySe zmimo, podrod Schedonoruszahrnuje fadu zemdélsky
vyznamnych druth kostav. V nasledujicim textu bude podré&pn pojednano
0 nejvyznamyjSich zastupcich tohoto podrodu.

2.1.1 Festuca pratensigiuds. (kostava luéni)

Kostrava Iuieni dosahuje se¢dniho az vysSiho vistu, stébla jsou az 120 cm dlouha.
Vytvari trsy a vykvéta odervna docervence. Je to vytrvala, tmagelena trava rostouci
prevazié na pastvinach, v okoli cest a na kulturnich lobk@tand et al., 2010). Rozéha
je predevsim v mirném pasu Asie a Evropy a v minulogla lzavigena do Ameriky.
V Ceské Republice je zastoupena v 38% v3étbzenych porosi (Regal et Sindetava,
1970). Tato trava je velmi kvalitni picninou. Vyiv&&tSi mnozstvi lidl, nez stébel a pro
jeji vytetnou chutt byva ¢asto vyhledavana pasoucimi seratyi. Vyzn&uje se dobrou
odolnosti proti seSlapu a j@sto vyuzivana v travnicti jetelotravnich srésich (Regal
et Sindel#ova, 1970, Grau et al., 1998¢idka, 1979). Je o ni také znamo, Ze nese geny,
diky kterym je velmi odolna proti zitn Je diploidni (2n=2x=14) (Hand et al., 2010)
a velikost jejiho genomu je 1C=3,175 Gbp (Kopeckgle 2010). Na Britskych ostrovech
a v zapadni Francii, kde se vyskytuje ve stejnéedlarpopulace kostavy Iwni a jilku
vytrvalého (olium perennel.), byli nalezeni jejich KZenci (Humphreys et al., 2003).
Takovyto Kizenec se nazyva Kestulolium Raznym Kizenim jilku vytrvaléhcti jilku
mnohok¥tého (. multiffiorum Lam.) s kostavou I&ni se ¥nuje fada Slechtitelskych
stanic scilem vystovat komemi odfidy, které se budou vyzéevat kombinaci
agronomicky vyznamnych charakteristik oboutr¢dopecky et al., 2006).
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Obrazeké. 1 Kostava luéni (Festuca pratensis Huds.).
Prevzato z http://plantgenera.org/illustration.php#ldstration=136509
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21.1.1 Poddruhy kostiravy luéni

Poddruhem této kastvy je Festuca pratensisubsp.apennina(De Not.) Hegi
(kostava l&ni italska). Roste v Alpach a Apeninach, k nalezgenivSak i v horach
centréini a vychodni Evropy. Je morfologicky velpodobna kosawe lucni. Nachazi
se ve vySSich nadrfekych vySkach nez diploidri. pratensis s¢imz souvisi rozdilné
Zivotni strategie obou drahPro geruSeni dormance semena tetragioigZzaduji chlad,
pies zimu se tedy nachazi ve vegetativnim klidu & & na j&e, coz jim umo#iuje prezit
ve vysSich nadnitekych vySkach. Zatimco semena diploidniho druhuyheduji pro
kliceni chlad, k&i jiz na podzim asemetidy prezivaji zimni nisice. Jejich feziti
v chladrgjSich podminkach vysSich nadfekych vysek je tedy obtizné. Naopak tetraploidi
v nizSich nadmiskych vyskach nepzivaji. Jsou zde v seldk nevyhod oproti
kompetujicim druim. Tyto druhy nejsouips zimu dormantni, jsou tudiz vzrostlejSi nez
tetraploidni kodtava I&ni italska, ktera se zde vyskytuje v mladSim stadiwoje
(Linnington et al., 1979, Tyler et al.,, 1978). Kasta I&ni italska je tetraploidni
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(2n=4x=28) (Hand et al., 2010),fipemZz dosud nebylo zji&to, zda se jedna
o0 autotetraploidni cytotyp kdsivy Iueni, ¢i mé tento poddruh allopolyploidniipod.

2.1.2 Festuca gigantedL.) Vill. (kost Fava obrovska)

Kosfrava obrovska je viceleta mohutna trava. K hlavafmlkim tohoto druhu
pafti tvar listu, ktery je ryhovany, tmawzeleny, plochy a mastrieskly. Stéblo dosahuje
délky az 200 cm. Kvete otkervence do srpna. Vyskytuje se ve stinu na vihkgshich
pudach hlave v Evrog, Asii a Africe. Roste jak v nizinach, tak i v hkysh oblastech,
piicemZ nefastji ji nalezneme v pasmu bin. Jeji listy jsou pro zvata dobe stravitelné,
protoZe je ale stinomilna a vyhledav&gevsim lesni porosty, je jako picnina nevyuzitelna
(Regal et Sindetéva, 1970, Dostal, 1989). Podlekterych studii jeF. giganteaschopna
piirozere tvorit kiizence $-. arundinacea V piirodk jsou vSak takovi hybridi fika
k nalezeni, protoZe tyto dva druhy okupuima stanovist (Nilsson, 1935). KZi se také
s jilkem vytrvalym, ktery spada do rodlelium L. a tento hybrid se nazyvabPestulolium
brinkmannii (A. Braun) Asch. & Graebn (Grau et al.,, 1998) Kasa obrovska
je hexaploidni (2n=6x=42) (Hand et al., 2010).

2.1.3 Festuca arundinaced&chreb. (kosfava rakosovita)

Kostrava rakosovita je viceletad trava, ktera se vymjeatvorbou hustych tés
a drsnymi listy se 8tinkami na bazicepele. Stébla dosahuji okolo 150 cm. Vyskytuje
se na vihkych lukach a mokrychilopech. | pesto je zndmé svou schopnosti odolat
suchu, pedevsim diky hlubokému kenovému systému. Vyskytuje se v severni Africe,
mirném pasu Asie a v Evrdkrome nejsevergjSich oblasti, icemz vCeské republice
neni (FiliS casta. Protoze je velmi tvrda a drsna, je Spatravitelna a dobytkem spasana
pouze v mladém stadiu. Produkuje i radvalitni seno, avSak diky velkym vynios je
napiklad ve Francii Bzn¢ péstovana (Regal et Sindét&a, 1970, Dostal, 1989, Grau
etal.,, 1998). VUSA setasto uplaiuje ktvorl® travniki. Kostava rakosovita je
allohexaploidni (2n=6x=42, PRG:G,G,), a vznikla mezidruhovymikzenim tetraploidni
F. arundinaceavar. glaucescen8oiss syn.F. arundinaceasubsp fenas(Lag.) Arcang.
(2n=4x=28, GG;G,G,) s diploidni kogiavou I&ni (2n=2x=14, PP) (Humphreys et al.,
1995).
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2.1.3.1 Poddruhy kostravy rakosovité

F. arundinacea ma rekolik poddruhi, piicemz jejich fylogenetické vztahy

a genomové sloZeni je dosud neznamé.

V Ceské Republice se vyskytuji dva jeji poddruhy, aFtoarundinaceasubsp.
arundinacea(kostava rakosovita prava), ktera okupujeyazié okoli ek a mokré louky
a Festuca arundinaceaubsp.uechtriziana(Wiesb.) Beck (kogava rakosovita drsna),
ktera ma jvod v jizni Evrog a u nas roste podél cest, na loukach a Zeleh naspech
(Dostal, 1989). V Evrap miZzeme najit i dalSi poddruhy, nédad oktoploidni
F. arundinaceasubsp atlantigena(St.-Yves) Auquier, hexaploidii. arundinaceasubsp.
orientalis (Hack.) Tzvelev atetraploidni F. arundinaceasubsp.fenas (Lag.) Arcang.

DalSim poddruhem je n#églad dekaploidnf. arundinaceasubspletourneuxiana
St. Yves (Hand et al., 2010), rostouci v Marokwhgsi Atlas.

2.1.4 Festuca maireiSt. Yves (kostava atlasska)

Kostrava atlasska je travni druh s drsnymi Sedozeletigtyi Stébla m& az 120 cm
dlouh&a a kétenstvim je lata. Vyskytuje se jen v severozapakinice, a to v Maroku,
v okoli pohdi Atlas. Diky zvySené fotosyntéze a Sirokémuekmvému systému je tento
druh kostavy schopen velmi déb odolavat suchu (Wang et al., 2008, Wang et @092
Kdnemann et al., 2007). V naSich podminkachéséuje jako okrasna trvalk&. maireije

tetraploidni (2n=4x=28) s dosud neznamym genomaosiaenim.
2.2 Polyploidie

Béhem vyzkumu v oblasti rostlinné biologiedci dosli k za¥ru, Ze v evoluci
témét vSech hospodéky vyznamnych rostlin sehralulézitou roli fenomén, ktery
se nazyva polyploidizace. Z hlediska Slédinta @stovani tak vyznamnych plodin, jako je
nagiklad pSenice, kukice, bananovniki bavinik a v neposledritadé také mnoha druh
trav, je dilezité porozunit procesim, které s polyploidizaci souvisi (Skalicka, 2005).

Polyploidizace je proces znamy u rostlin &terych Ziva@icha, kterym dochazi
ke znasobeni zékladniho chromozomovéisla (Riddle et al., 2003, Liu et Wendel,
2003). Pokud bychom seidili definici, pak je polyploidie charakterizovangko

piitomnost i a vice kompletnich chromozomovych sad vigagRamsey et Schemske,
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1998). K polyploidizaci dochazastji u rostlin nez u zZiveéichu, kterym tento jev zasahuje
do mechanizmu determinace pohlavi (Snustad et Smap2009). Obeenhje znamo, Ze
velké mnozstvi rostlinnych drah podstoupilo Bhem své evoluce vice nez jednu
polyploidizatni udalost (Kashkush et al., 2002). Polyploid vantkud v rdmci jednoho
druhu (autopolyploidie)¢i ¢astji kiizenim meziiznymi druhy a naslednym zdvojenim
hybridniho genomu (allopolyploidi& amfiploidie) (Ramsey et Schemske, 1998, Ha et al.
2009). Tyto dva typy polyploidse tak liSi v genomové konstituci (Bomblies et Mad,
2014).

Autopolyploidni organizmus @ize vzniknout bd somatickym zdvojenim, nebo
spojenim neredukovanych gamet. Somatickou polyjadadil zpisobuje endomitoza nebo
c-mitoza a mze byt indukovana abiotickym stresem (Ramsey etef@cke, 1998).
Neredukované gamety vznikaji diky chybam vikghu meiozy. VSechny tyto anomalie
jsou zpisobeny zmnénou funkci dliciho weténka (De Storme et Geelen, 2013).
Autotriploid tedy vznikd fazi neredukované (2n) edukované (n) gamety,trikenim
tetraploida s diploidem nebo splynutim dvou &gm gamet s jednou sathigametou
(tento zfmisob polyploidizace je u rostlin znamy a bylo poz@mo, Ze indukuje polyploidii
nagiklad u rékterych orchideji). Hkladem paleopolyploidniho organismuibe byt
samospraSnérabidopsis thalianalL.) Heynh. (huserigk rolni). Je to rostlina s velmi
malym genomem, ktera byla dlouho povazovana zeckgpio diploida (Beauliu et al.,
2009). Diky molekularnim a sekvemam analyzam vSak bylo zjito, Ze huserék
podstoupil ve své historii nejmé&ndvé polyploidizatni udélosti. K prvnimu zdvojeni
genonii pravéépodobré doSlo v davné minulosti, poté co se &dd od skupiny
Eudicotidae DalSi polyploidizace praila po jeho odéleni od ancestralnihotr@dka
MalvaceaeJuss. a vzniku dvou samostatnych trdgrassical. a ArabidopsisHeynh.
Po kazdé polyploidizami udalosti doSlo ke zkmé rekonstrukci karyotypu spojené
s diploidizaci. Dalo by secekavat, Ze genom této rostliny budetslédku &chto udalosti
mnohem ¥tSi. Hlavnim dvodem, pré tomu tak neni, je skuteost, Ze po polyploidizaci
obvykle nasleduje rozsahlé odsimaani casti genetického materialu (Adams et Wendel,
2005).

Allopolyploidizace je zndméaipdevSim u vysSich rostlin, u kterych se vyznamn
podili na vzniku druth (Baumel et al., 2002). Jednou z moznosti vznilatedraploida je
splynuti dvou gamet s redukovanym ¢fon chromozor jedinai raznych druld.
Po takovéto mezidruhové hybridizaci se nachazegemomu homeologni chromozomy

(geneticky pibuzné chromozomytenych genom). | kdyZz tyto chromozomy &Sinou
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pochazi z blizceifbuznych jeding, ¢asto mezi nimi nedochazi ke spravnému parovani
béhem meiozy. Nasledkem chybného pérovani jsou néhingamety s nevyvazenou
kombinaci a p&tem chromozori. Tyto pohlavni biiky nejsou Zivotné nebo, pokud dojde
k jejich spojeni, zarodek nigziva. F1 hybridi jsou tedy nigdka ¢ast&né nebo Uplg
sterilni (Skalicka, 2005). Sterilita byvdgkonana celogenomovou duplikadi, piz dojde

ke zdvojeni veSkerého genetického materialu v genam vznikne tak pro kazdy
chromozom jeho identicka kopie. K tomuto dochaembryu nebo pozgi béhem vyvoje
rostliny. Po celogenomové duplikaci ma tedy kazlsomozom suj homologni profjSek

a v dosplosti vznikaji funkni gamety. DalSi moznosti vzniku allotetraploidesjgynuti
dvou neredukovanych gamet dipldjdhebo splynuti redukovanych gamet tetraploidnich
jedinai raznych druli (Bomblies et Madlung, 2014).

Polyploidizace s sebouipasi znény, které se tykaji genove exprese i architektury
genomu (Comai et al., 2000, Bomblies et Madlung,1430 ZvySenim pé&u
chromozomovych sad se zvySi¢pb kopii vSech gena diky tomu rostlina musielit
dvojnasobné genové expresi. Uékterych druli rostlin bylo pozorovano, ZzZe
se vyrovnavaji s&tSim pa&tem chromozomovych sad v j&dtim, Ze exprimuji geny pouze
jednoho z rodiovskych genorin. Stava se tak kratce po celogenomové duplikactizem
se to tykat jen &kterého z pletiv dané rostliny. Jedna se o iditidazi polyploidizace
(Bomblies et Madlung, 2014, Flagel et al., 20083u@y samotnych duplikovanych gen
jsou vSak #izné. Mize dochazet k ,neofunkcionalizaci”, kdy jeden z igena pivodni
funkci a druhy zisk& diky mutacim novaiasto prosgsnou funkci. Oba geny jsou tedy
zachovany. Opakem je ,nonfunkcionalizace”, kdy eénp kopie genu stava nefank
opét diky mutacim nebo epigenetickym amam. V okamziku, kdy mutace zasahuji oba
dva geny, dochazi k ,subfunkcionalizaci“. Oba ggou zachovany, ale kazdy pracuje jen
na 50%. Mira exprese je tedy stejna, jako by ex#t@ouze fvodni gen, ale podili
se na ni dva geny. Tyto uddlostiipa dlouhodobého hlediska k hnacim silam evoluce
(Flagel et al., 2008).

V piirodk existuji polyploidi, kt& nesou mnohem vice chromozomovych sad nez
jiz zminéné ¢tyti. Tato vySSi urove ploidie vznika nejasgji tam, kde iz rjaci polyploidi
existuji, tedy v ramci polyploidni populace. V tampiipact dochazi ke spojeniizné
redukovanych a neredukovanych gamet, coz dava maatknovym cytotypm polyploidi.
Cytologické studie ukazuji, ze ¢ktefi jedinci autotetraploidni populace mivaji
autohexaploidni potomstvoriRladem niize bytBeta vulgarisL. (fepa obecna), u niz bylo

zjisttno, Ze zhruba 2% =z potomstva autotetragioigsou hexaploidni jedinci.
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Prava@podobré tedy dochazi ke splynuti redukovanych (n) a negedanych (2n) gamet
autotetraploid. Obdobr maze vzniknout jedinec nonaploidniho cytotypu z hdsigmich
rodict (Ramsey et Schemske, 1998).

Polyploidi mohou vznikat jak frozerg, tak synteticky za pomoctlovéka.
Ve Slechéni a v laborattich se pro tyto &€ely vyuzivd chemikdlie zvana kolchicin. Je to
alkaloidni ¢inidlo ziskané z ocunu jesennih€dlchicum autumnald..) zpasobuijici
depolymerizaci mikrotubul (Sahinul, 2010, Hantzschel et al., 2010). V zé&gslna jeho
koncentraci, délcetsobeni a stupni vyvoje mitotickéhdeténka toto keténko bd’ nici
v jednotlivych jeho fazich, nebagdchazi jeho vzniku (Gaulden, 1951hBm metafaze
bunééného @leni tak zabrauje prechodu do anafazeéimz vzniké v jage neredukovany
pocet chromozora (Sahinul, 2010). Diky kolchicinu tedy dochazi kennozeni
chromozond v jednom a tomtéz jd&d bez jeho rozdeni.

Priklady allopolyploidnich organistnbudou uvedeny v nasledujitsti bakaléské
prace.

2.3 Allopolyploidni druhy vybranych ¢éeledi

ProtoZe polyploidnich druihrostlin je velké mnozZstvi, nabizelo se uvést jako
piiklad rekolik jedinai, ktefi jsou dole prozkoumani. Tito zastupci dwznikli relativre
nedavno, jako ndfklad kozi bradaTragopogonL.) a zimolez §partina Schreb.) nebo

jsou starSihojvodu. Takovym zastupcem je pSenicetfcum aestivum 1).
2.3.1  TragopogonL. (Asteraceag

Mezidruhovym KkizenimT. dubiusScop. (2n=12) &. porrifoliusL. (2n=12) vznikl
zhruba ped osmdeséti lety amfiploil. mirusOwnbey (2n=24). Tento druh byl objeven
vroce 1949 na dvouiznych mistech ve statWashington, USA. Prvni kolonie rostla
podél Zelezrmini tra€ v Pullmanu a druhd na suchém &ib&opce v Palouse. Pogd
se ukazalo, Ze @btyto kolonie tetraploid vznikly nezavisle na s@&b(Ownbey, 1950,
Soltis et Soltis, 1991).fPzkoumani gkterych tetraploid T. miruspomoci metody GISH
bylo zjis€no, Ze i kdyZz maji karyotyp 2n=4x=24, doch&zsto k nerovnogrnému
piispivku genetického materiadlu od obou ramliskych druli. Mezi zkoumanymi
rostlinami byly nalezeny takové, kter&liyn13 ¢i 14 chromozom z druhuT. dubiusScop.

pochézelo a 1ii 10 chromozon z druhuT. porrifoliusL. (Chester et al., 2010).
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V Americkém stét Idaho, ve mist& Moscow byl objeven jiny tetraploidni druh,
T. miscellus Ownbey (2n=4x=24), ktery se zde vyvinulTz dubius Scop. (2n=12)
aT. pratensisL. (2n=12) (Ownbey, 1950). Cytogenetické analyzgkazaly, Ze genom
tohoto tetraploida se sklada z 12 chromo&om dubiusa 12 chromozokh T. pratensis
Podobr jako uT. mirusvSak byli objeveni hybridi s karyotypy, u kteryblgl piispsvek
chromozond od rodEovskych druki nerovnondrny (Chester et al., 2012).

Oba allopolyploidni druhy. mirusa T. miscellusse nachazi v missvého fivodu
spolu se svymi rodovskymi druhy a diploidnimi sterilnimi F1 hybridgd kterych se liSi

predevsim vysokou fertilitou (Ownbey, 1950).
2.3.2 SpartinaSchreb.(PoaceadBarnhart)

V 19. stoleti byla do Anglie zawena americk&Spartina alterniflora Loisel.,
(2n=62) Hybridizovala zde s domorodym druh&pmartina maritima(M.A. Curtis) Fern.
(2n=60). Vznikl F1 hybridSpartina x townsendiH.Groves & J.Groves (2n=60, 62)
(Baumel et al., 2002), ktery stale roste nevqunim mist hybridizace a je igvazri
sterilni. Zdvojeni genomu v tomto hybridovi daloniknout zhruba fed 150 lety
vytrvalému a fertilnimu allopolyploidnimu druhspartina anglicaC.E. Hubbard, ktery
se rychle roz&il do matali a Ustirek celé zapadni Evropy. Protoze jeho &odské druhy
jsou hexaploidni, jeS. anglica (2n=120) dodekaploidni. Tvob ji 60 chromozom
S. alternifloraa 60 chromozoih S. maritima.Byli také objeveni nonaploidni jedinci, kie
se na danych stanovistich vyskytovali s &&nstejnou frekvenci jako dodekaploidi,
a jejichz buiky obsahovaly 60 chromozdm pavodem odS. alterniflora a pouze
30 chromozom ze S. maritima (Chester et al., 2010). Cytologické analyzy &#n
prokazaly pitomnost jedingd se 122 a 124 chromozomy. Jejich genomové sloZ&k v
nebylo studovano (Salmon et al., 2005).

Tyto allopolyploidni druhy toleruji nize poloZzeb@ziny a maji #Si ekologicky
rozsah nez jejich rote. Dale se ukazalo, Ze maji zvySené fyziologickémarismy, které
jim umoziuji snadSet tér anoxické sedimenty (Salmon et al.,, 2005).
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2.3.3 Cardamine L. (BrassicaceaeBurnett), SeneciolL. (Asteraceae

Martinov)

DalSimi recentnimi allopolyploidy jsou nidklad fefiSnice Cardamine L.
(Brassicacea®urnett) a statek Senecid.. (Asteraceadartinov).

Druh Cardamine x insuentéyl objeven v roce 1972 ve Svycarském Urnerbodenu.
Tento hybridni triploid (2n=24) je twen Sestnacti velkymi chromozomy druhu
C.rivularis a osmi mensimi chromozomy druh@. amara DalSi polyploidizaci
C. x insuentavznikl allopolyploid Cardamine schulzi{2n=48) (Urbanska et al., 1997).
Tohoto hexaploida twd 32 chromozor C. rivularis a 16 chromozom C. amara
(Mandakové et al., 2013).

Senecio cambrensi®n=60) se nachazi v Severnim Walesu a v Edinburgh
na Britskych Ostrovech. Vznikl kolem roku 1901 nagke na kazdém zéthto mist,
nejdiive ve Walesu, pozfl v Edinburghu. Jako jeho ragivské druhy byly ufeny
tetraploidni S. wvulgaris (2n=40) a diploidni S. squalidus (2n=20), allohexaploid
S. cambrensig fenotypo¥ velmi podobny svym rodim (Abbott et al., 2004).

2.3.4  Triticum aestivum L.(PoaceaeBarnhart)

Vznik pSenice seté je datovan do obdobi neolitusauvisel s kzenim
a domestifikaci planych dritrostlin (Feuillet et al., 2007, Dubcovsky et D&k, 2007).
Jedna se o allohexaploida (2n=42), jehoz genom @wvadpove tech Gznych druzich.
Genom A pochazi Zriticum urartu Thumanian ex Gandilyan (Dié@k et al., 1993),
genom B pochézi z rostliny podobiégilops speltoide§ausch (Starkar et Stebbins,
1956). Tyto d¥¢ rostliny gred 0,5 milionem let hybridizovaly a vytkity sterilniho jedince.
U tohoto jedince pak doSlo ke zdvojeni genorimz vznikl fertilni jedinecTriticum
turgidum L., ktery mél genom BBAA. DalSim vyvojem tohoto jedince vznikimeSni
tetraploidni pSenice, ktera se pouzivédevsim pro vyrobwestovin.

Zhruba ped 8-10 tisici lety sd. turgidumzkiizil s diploidnim druhemAegilops
tauschiiCoss., ktery se stal donorem genomu D. Vznikhldighse diky své steriktnebyl
schopen dale rozmnozovat. Régnu rgj vSak doslo ke zdvojeni genomu, dikgmuz
vznikl hexaploidni druhT. aestivums genomem BBAADD, jak jej zname dnes. Tento
hybrid tedy v sob nese 14 chromozaimpivodem zT. urarty, 14 chromozorin z travy
podobnéA. speltoides 14 chromozoinz A. tauschii(Feuillet et al., 2007).
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2.4 Metody pouzivané k identifikaci hybridi

Existujetada fiznych zmisohi, jak zjistit genomové slozZenifiyod a gibuzenské
vztahy mezi allopolyploidnimi druhy. Z historickétidediska si nejtive wdci vSimali
rozdilnych anatomickych a morfologickych vilastnasttlin. Jednotlivé druhy byly mezi
sebou porovnavany, a to s ohledem na vlastnosthjejegetativnich¢i generativnich
organi. Hodnoceni jejich znak bylo WwtSinou kvantitativni a na zakladvzajemné
podobnosti byly rostliny rozdovany do skupin. Propojeni mezi jednotlivymi skugaini
odrazelo jejich fbuzenské vztahy. Pogd se vSak ukazalo, Ze tato metoda préeni
fylogeneze nestd Neékteré blizce fibuzné druhy bylogZké odlisit, a tak se taxonomové
zatatkem 19. stoleti pokouSeli nalézt novésfupy, které by zgmily a ugesnily
dosavadni Zazeni rostlin. Takovymtoifstupem bylo najklad zkoumani pylu a spor,
bunééného jadra, nebo sekundarnich metabol{Hrouda, 2007). Druha polovina
devatenacteho stoleti byladdiva pro rozvoj karyologie a vyzkungdicnosti. V této dob
rakousky cytolog Walter Flemming poprvé popsal ampaomy jako vlaknita &iska
v délicich se biikach a vyvinul fixovaci a barvici metody pro zvyw&zi cytologickych
detaili, coz byl zaklad pro dnesni cytogenetiku (Pawe®1). Nasledhse ukazalo, Ze
praw chromozomy jsou nositelyédicné informace a &dci se za&ali zajimat o jejich
vlastnosti. Diky sledovani pramlivosti tvaru, pdétu a velikosti chromozomn Iépe
charakterizovalitizné taxonomické skupiny. Nej&i zasah do zavedeného systému vSak
zpasobil rozvoj molekularni biologie, kterd vznikla kgliobjevu dvojité Sroubovice
struktury DNA vroce 1953 (Snustad et Simmons, 200®nto obor nabidnul nové
metody studia fylogeneze.

Jako jedny z prvnich molekul&biochemickych markérpro studium genetické
variability byly pouZity izozymy (izoenzymy), cosqu proteiny, které se liSi ve své
struktue, ale maji stejnou funkci. Protoze proteiny jsaiakv ovlivreny prostedim,
ve kterém se nachazeji, byl@lba nalézt mnohem univerz§i a variabilgjSi markery.
Témi se staly DNA markery. Dosud byla popsana dglda fiznych DNA markeid
zalozenych natznych technikach molekularni biologie. Molekulamarkery, pomoci
kterych mizeme studovat fylogenetické vztaliy genetickou variabilitu, jsou néilad
AFLP, DArT, SNP¢i studium ITS regionu. Déle je mozné vyuzit jedncuii opakujici
se sekvence (SSR), délkovy polymorfizmus restigh fragment (RFLP),
polymorfizmus ndhodh amplifikované DNA (RAPD), analyzu chloroplastoveékgence

trnL-F a jiné. Metodou schopnou poskytnout detgdh informace o fivodu
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allopolyploidnich drufh se stala rowt hybridizacein situ a jeji varianty FISH
(fluorescexini in situ hybridizace) a GISH (genomovrsitu hybridizace).

O nejvyznamgSich metodach bude pojednano podigibnnasledujicim textu.
24.1 Analyza mezerniku ITS

Ribozomalni RNA geny, plnici jednu ze zakladnigbcbhemickych funkci, jsou
piitomny ve vSech druzich. Jejich sek#einanalyza uma#uje studovat jiz rané evalni
udalosti. Ribozomalni DNA (rDNA) je DNA sekvencetefa kdduje ribozomalni RNA
(rRNA). V jadie tuto rDNA pozorujeme jako jadérko a oblast, ktdbdNA obsahuje,
se nazyva organizator jadérka. V eukaryotnim jaglarrgenomu je tato transkéipi
jednotka spolu s négpisovanym mezernikem (NTS, nontranscribed spgagéymna
v n¢kolika stech kopiich, které jsou poskladané tandemma sebou (Obrazek. 2).

K uréeni fylogeneze mezi blizcaipuznymi taxony se vyuZivajiiedevSim mezernikové
(spacerové) oblasti (ITS, internal transcribed epadTS region je kratka sekvence, ktera
se mezi blizce ffbuznymi druhy znén¢ liSi. Jednati vice nukleotidové zgny (mutace)

v tomto regionu slouZi k identifikaci drtita kmeri a studovani hybridizace. ITS regiony
jsou obklopeny vysoce konzervovanymi oblastmi 1B8S a 28S geén proto je jejich
amplifikace a sekvenace relatévjednoducha a hofnvyuzivani (Hills et al., 1991).
K rekonstrukci fylogenetickych vztéhSirokolistych a uzkolistych kastv tuto metodu
pouzili Torrecilla et Catalan (2002). V SirSim pidjg znovu vyuzila Catalan et al. (2004)
pro studium poéeledi Loliinae a ji pribuznych podeledi a wila jejich fylogenetické

vztahy.

Obrazeké. 2 Oblast rDNA u eukaryot.Schématické vyobrazeni oblasti ribozomalni DNA r&te
se sklada z nontranscribed spaceru (NTS), extaamacribed spaceru (ETS), 18S genu, internal ¢révesd
spaceru 1 (ITS-1), 5,8S genu, internal transcrigateru 2 (ITS-2) a 28S genu. Upraveno podle Hilkl.,
1991.

ITS-1  ITS-2
NTS ETS 185 \ 58S/ 28S
-~ 1
1 kb,
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2.4.2 Polymorfizmus délky amplifikovanych fragmentia (AFLP)

Amplified fragment length polymorphism, nebo talesky polymorfizmus délky
amplifikovanych fragmet, je metoda vyuZivajici kombinaci dvou starSich ekalarnich
metod, RFLP (Restricton Fragment Length Polymorphia RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA) (Bensch et al., 2005). Podéhako RFLP, vyuziva tato metoda
Stpeni genomové DNA pomoci restfiich enzynmi. Nefasgji je vyuzivana Bzna
restrikini endonukleaza EcoRI a vzacna endonukleaza Mselvaviklé lepivé konce
restrikinich fragment jsou ligaci pipojeny dvouvlaknové oligonukleotidové adaptory,
které tak vytvéeji templatovou DNA pro amplifikaci. Nasleduji @po sols jdouci PCR
amplifikace, hem kterych dochéazi k redukci gto fragmeni diky primefm, které
obsahuji selektivni nukleotidy (Vos et al., 199Bhylé fragmenty jsou separovany dle
jejich velikosti na polyakrylamidovém gelu (Bensehal., 2005). Vysledkem této metody
je DNA fingerprint, ktery pedstavuje fragmenty &ité délky.

AFLP se vyuziva mimo jiné pro ¢eni hybridnich jeding & vnitrodruhovych
nebo mezidruhovych. Kazdy fragment ve fingerprighamenda fitomnost dané alely
v organizmu. Substituce baze vede kedmnrestrikinich mist endonukleaz, coz vyusti
v absenci nebo ffiomnost prouzku na gelu. Tim vznikd ,pattern“ daméjedince.
Pro ugeni hybridniho jedince je porovnan pattern ¢ds patternem dondteho Kizence
a na zakla&l miry podobnosti je mozné posoudit jejiciibuznost (Shasany et al., 2005).
AFLP metoda produkuje mnoho polymorfnich maitkerrdmci celého genomu bez
nutnosti pedchozi znalosti jeho sekvence. Metodu AFLP spginysni metodami pouZil
Alm et al., (2003), kdyz prov&t komparativni studii mezi genomy kaavy lwni a ji
piibuznymi obilninami z tribuTriticeag dale jilki, ryZe, ovsa, kukiice a ¢iroku.
Zkonstruovali genetickou mapu koety lwni, ktera umoznila studium syntenickych
vztahi.

2.4.3 Diversity Arrays Technology (DArT)

Diversity Arrays Technology je metoda, ktera projm DNA fingerprint
s hybridizaci a umaitije analyzu DNA polymorfizrin Tento pistup, na rozdil od AFLP
a jinych fingerprintingovych metod, nevyuziva gelawelektroforézu, ale fragmeénDNA
imobilozovanych na pevném podkladu, teglyu (microarray). Pro tvorbgipu se vyuziva
genomova DNA #kolika genotyfi jednoho nebo vice driihkterd se promichd, rozstipe
restrikini endonukleazou a k fragmént se pipoji adaptory. Poté je nutna redukce
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genomové komplexity, ktera se provadi pomoci PQRimsery, které maji specifické
piesahy. V tomto kroku se sniZzuje mnozstvi genetickélaterialu, vznika tak genomova
reprezentace, coz je soubor DNA fragnientgeno¥ bohatych oblasti. Tyto fragmenty
jsou dale klonovany do vekigr amplifikovany a umigshy na pevny podklad. Dale je
nutné pevést genomovou DNA dvou srovnavanych genbtygpst do genomové
reprezentace, tentokrat ale kazdou zvl&enomové reprezentace obou getiwa odlisi
fluoresceknimi znakami (ervenou a zelenou), smichaji se a nahybridizufiimaPoté

se n&ii hodnota intenzity fluorescence kazdého fragmenftam, kde se nachazi
polymorfizmus mezi ddma genomy, feviadacervena nebo zelena fluorescence (tomuto
se také&ika ,polymorfni spoty*) (Jaccoud et al., 2001).

Poprvé byla tato metoda demonstrovana na ryziaktga relativd maly genom.
Pozdiji se ale ukazalo, Zze se da efekéivmyuzit i u polyploidnich druln s velkymi
genomy. DArT markery tak byly vyuZity pro genomosttidie pSenice (Akbari et al.,
2006) ¢i raznych druli kostav a jilki a jejich KiZzendi (x Festuloliun) (Kopecky et al.,
2009). Bylo zjis¢éno, Ze tato metoda dokaze s velkdagmosti identifikovat mezidruhove

kiizence, utit jejich genomove slozeni a predikovéitjuzenské vztahy mezi druhy.
2.4.4 Jednonukleotidové polymorfizmy (SNP)

SNP (single nucleotide polymorphism) je jednonaktbovy polymorfizmus
v sekvenci DNA. SNP lze identifikovat ze sek¥pith dat. Velmiasto se vyuzivaji EST
(expressed sequence tags), coz jsou kratké DNAesekv odvozené z cDNA. Tyto
fragmenty jsowastmi DNA, ktera je komplementarni k mRNA (Hilliet al., 1996). EST
tedy pedstavuji ¢asti exprimovanych gén K urceni polymorfizmu je nutné EST
sekvencovat a porovnat (Rafalski, 2002). DakZeme sekvemi data pro identifikaci
SNP ziskat pomoci sekvencovani nové generace (@armdhl, 2009)%i resekvencovanim
amplikoni. Detekovat je pak fizeme pomoci alelo-specifické hybridizace (Syvanen,
2005), SBE (single-base extension analyzy), HRMHhiesolution meltingg¢ili analyzy
teplotnich kivek DNA) a jinych metod. Pro studium genetické iability u kostavy
rakosovité identifikovala Hand et al., (2012) vetké@ozZstvi SNP markér které umoznily
jednozné&nou diskriminaci kontinentalniho a mediterAdnnihorimtypu a maji velky

potencial v rozliSeni jednotlivych oilt.
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2.4.5 In situ hybridizace (ISH)

In situ hybridizace je molekulagacytogenetickd metoda, pomoci které je mozné
studovat evoluci genoim jejich organizaci, strukturu a funkci. Nachazugiti nagiklad
v medicirg, kde s jeji pomoci Ize odhalitippmnost genu @ité nemoci nebo patogena.
DNA hybridizace vyuziva nasednuti zeaé DNA sondy na cilovou DNA (coZzude byt
nagiklad celé jadro, chromozomy nebo viakna DNA) naefigi se v preparatu
na podloznim skiéku. K hybridizaci dochazi na zakka#tomplementarity pdrbazi. Diky
tomu je mozné identifikovat chromozomy a jeji&dsti ¢i detekovat chromozomové nebo
genomové festavby. DalSi modifikaci je RNA hybridizace, kterd@bizi moZznost
lokalizace RNA a genové exprese ve tkartighletivech.

Pro jedny z prvnichn situ hybridizaci v roce 1969 byly pouzivany radioakévn
znaené sondy (Gall et Pardue, 1969) nebo kolorimetricketody. Kolorimetricka
detekce, vhodnaipdevsim pro RNA hybridizace, je velice citlivd, eofp se pouZiva
dodnes. Naproti tomu radioaktivni zeai se dnesipdevsim kili jeho toxicitt temet
nepouziva a pkhho nahrazuji fluorescéné¢ znaené sondy (FISH = fluoresa&ni in situ
hybridizace).

Sonda, nebo také préba, je d&en piipraveny Usek DNA nebo RNA,
komplementarni k cilové DNA nebo RNA, jehoz misydidizace je mozné detekovat,
protozZe je zn&ny. V zavislosti na typu experimentu je mozné\prvoreni sondy pouzit
jakykoli usek oligo- nebo polynukleotid NegasgjSimi sondami jsou PCR produkty,
syntetické oligonukleotidy, klonované DNA sekvenceebo genomova DNA

(Schwarzacher et Heslop-Harrison, 2000).
2451 Genomovain situ hybridizace (GISH)

Pokud chceme ziskat informace o evoluci chromdzonezidruhovych hybrid

a moznych vyrdnach jejich¢asti meziiznymi druhy, pouziva se rigstji celogenomova
sonda. Takovato sonda pro genomovnousitu hybridizaci (GISH) je ziskana izolaci
celkové DNA (¥tSinou pomoci komeéné dostupnych kit) z jader daného organismu.
Takto velké molekuly DNA je vhodné rodi na fragmenty o velikosti 200-500 pgabazi,
coz zvysi efektivitu zngeni hybridizacen situ. Jak je uvedeno vysSe, nejrazstjSi jsou
dnes neradioaktivni metody i pomoci fluorochrof) coz jsou chemické skupiny
schopné fluoreskovat (po excitacidem s kratSi vinovou délkou tyto latky emitujicto

delSi vinové délky). Pro ziani velkych usek DNA je vhodna pedevSim Nick translace.
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Nick translace vyuzivd dvou enzymdeoxyribonukledzy | (neboli DNaza ) a DNA
polymerazy | Z. coli a zn&enych nukleotid. Enzym DNaza | je schopen hydrolyzovat
DNA a vytv&i tak nadhoda zaezy ("nicky") na kazdém vlakndvouvldknové DNA
(sondy). DNA polymeraza | odstraje ze zé&ezi jednotlivé nukleotidy a misto nich na
z&klad komplementarity poté zknuje do volnych mist zgané nukleotidy. Takto
vznikne DNA, kterou je mozno po#d vizualizovat v preparatu. Né&sEjSi molekulou,
ktera se vyuziva pro zdeni nukleotid je biotin (vitamin H). Jeho ifftomnost je v
preparatu prokazanariganim jeho protilatky, proteinu streptavidinu, kéerému ma
vysokou afinitu, a ktery je zdany fluorochromem, ndklad Cy3 (cyanin 3). Obdokn
muze byt vyuZzit digoxigenin, proti kterému se vyuzpratilatka anti-digoxigenin, zany
fluorochromem, naijklad FITC (fluorescein isothiokyanat). Zivbdu nutnosti pouziti
protilatek pro detekci se jedna o niepe zng&eni. U gfimého zna&eni jsou fluorochromem
konjugovany pimo nukleotidy. Nefimé zngeni je vyhodwjSi z divodu amplifikace
signalu, pimé zn&eni je naproti tomu rychlejSi. Najednom prepardtize byt
detekovano vice sond s@sre, pokud nagiklad gDNA dvou drufi ozn&ime bareva
odliSnymi fluorescetnimi znakami. Na jednom preparatu tak detekujeme vice gdov
mist (Schwarzacher et Heslop-Harrison, 2000).

Pomoci genomovén situ hybridizace osstlli Humphreys et al., (1995) dwod
allohexaploidni kosavy lwni (F. arundinaceadale jako Fa). Zjistil, Ze je tvena d¢ma
genomy tetraploidnF. arundinaceavar. glaucescengdale jako Fg)a jednim genomem
diploidni Festuca pratensi@ale jako Fp). ® pokusu vyuzival urle vytvaienych hybrid
vzniklych kizenim Fp x Fg, Fp x Fa a Fg x Fa x Lim fultiflorum Lam.). Pomoci
sondy z Fp aplikované naikence Fp x Fg prokazal, Ze genom Fp nené&sitigenomu
Fg, a Ze Fp tedy neni rédivsky druh Fg. Pan situ hybridizaci hybrida Fp (4x) x Fa (6x)
se sondou z Fp detekoval 21 chromo#anip,éimz potvrdil, Ze v genomu Fa je obsazena
jedna sada chromozdmz Fp (viz Obrazeke. 3a). DalSi pokus metodou GISH byl
proveden na preparatu ziskaném z hybrida (Lm x(€&xj) x Fa (6x), ktery hybridizoval
se sondou z Fg. Tato sonda hybridizovala s 28 cbzomy a potvrdila tak, Zze Fg je
druhym rodéovskym druhem Fa (viz Obr. 3b).
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Obrazeké. 3Genomova in situ hybridizace provedena na chromoecmhybridi
(a) F. pratensis (4x) x F. arundinacea (6x) a (b).dlium multiflorum x F. glaucescens)

(6x) x F. arundinacea (6x). Na obrazku 3a jsou chromozomy hybrida Fp (4x) x (B®), po
hybridizaci se sondou z Fpefvena barva). Na obrazku 3b jsou chromozomy bgbfiim x Fg) (6x) x Fa

(6x) (mode), které hybridizovaly se sondou z Egriverg). Upraveno podle Humphreys et al., (1995).
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3. CILE PRACE

- Vypracovat literarni reSerSi na téma studium genarho sloZeni polyploidnich

kostav pomoci molekulagcytogenetickych metod s pouzitim dostupnych Iieich
zdroja.

- Urcit pocet chromozom a ploidii u vybranych druhkost¥av roduSchedonorus

Zjistit genomové slozZeni polyploidnich k&t pomoci genomovié situ hybridizace.
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Material

4.1.1 Rostlinny material

Semena rostlin pro fylogenetické studie byla obfgth z Regional Plant
Introduction Station, Washington State UniversitySA. Dvacet semen od kazdéeho
vybraného genotypu bylo vyseto na Petriho miskutiepau navikienou buniinou
a filtracnim papirem. Petriho misky byly uzawy atraddre popsany. Vykdend semena
byla jednotliv zasazena do sadb@uaa opatena cedulkou s popisem. Soupis rostlinného
materialu je uveden v Tabulée |. Déle byla pouZzita deklaploidiiestuca arundinacea
subspletourneuxianaPrvni vzrostly list byl vysazenym rostlindm zdstut pro geruseni

apikalni dominance a podporu tvorbyitrs

Tabulka é. | PFehled genotyjp vysetych semen

Pocet
vykli¢enych
Druh/poddruh Genotyp | Ploidie Pivod rostlin

Festuca pratensisubsp

pratensis 659922 2X Kyrgyzstan 20

Festuca pratensisubsp
apennina 595054 4x Italie 0

Festuca pratensisubsp
apennina 595055 4x ltalie 3

Festuca pratensisubsp
apennina 595073 4x ltalie 6

Festuca pratensisubsp
apennina 595074 4x Italie 6

Festuca pratensisubsp

apennina 610808 4x Svycarsko 18

Festuca arundinacea

subsparundinacea 659884 6X Kyrgyzstan 20

Festuca arundinacea

subsparundinacea 659897 6X Kyrgyzstan 20
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Pocet
vykli¢enych

Druh/poddruh Genotyp | Ploidie Pivod rostlin
Festuca arundinacea
subspatlantigena 577096 8x Velka Britanie 20
Festuca arundinacea
subspfenas 595048 4x Francie 12
Festuca arundinacea
subsporientalis 634282 ? Ukrajina 20
Festuca arundinacea
subspuechtriziana 283324 ? Ceskoslovensko 6
Festuca mairei 577097 4x Francie 11
Festuca mairei 283313 4x Francie 12
Festuca mairei 610941 4x Maroko 20
Festuca mairei 535747 4x Maroko 20
Festuca mairei 283312 4x Svédsko 16
Festuca gigantea 430281 6X Irsko 4
Festuca gigantea 345981 6X Norsko 13
Festuca gigantea 206646 6X Turecko 9
Festuca gigantea 440360 6X Kazachstan 2
Festuca gigantea 430295 6X Francie 11

4.1.2 Pristroje

Biologicky termostat, BT 120, Laboratorniigtroje Praha’R

Centrifuga Prism R, Labnet, Edison, USA

Digestd Merci M, Merci s.r.o., BrnoCR
Fluorescetini mikroskop AX70, Olympus, Tokio, Japonsko

Hybridizatni komirka SM30, Boekel Scientific Inc., Feasterville, USA

Homogenizani oscila&ni mlyn MM 301, Retsch, &inecko
Lyofilizator Jouan Heto DRYWINNER Trigon-pluBj¢any u PrahyCeska Republika
PCR Termocycler PTC 200, MJ Research Inc., Waltha&h

Kamera SensiCam 12 Bit Cooled Imaging, PCO CCD intad\émecko

Spectrophotometer NanoDrop ND-100 UV/VIS, Wilmingt®&J SA
Stolni mikrocentrifuga Stratagene, Tomy Tech USA ,IUSA




Swtelny mikroskop CX31, Olympus, Tokio, Japonsko
Termocycler PTC 100, Mj Research Inc., Waltham, USA
Trepaka Reax TOP, Heidoph,dhecko

Vodni lazes Jouan, Trigon PluRicany u PrahyCeska Republika

4.1.3  Chemikalie, roztoky a komerni kity

1% blokovackinidlo, 50 ml
Navazit 0,5 g Blokovaciho reagent, rozpustit a mich50 ml 4x SSC+Tween jednu
hodinu i 70 °C. Autoklavovat a skladovatip-20 °C.

50% dextran sulfat

2,5 g dextranu rozpustit za mirnéhoizhv 5 ml destilované vody.

0,5M EDTA, 11
Navazit 186,1 g N&EDTA na 1000 ml dkD. Navazku vmichat do 750-800 ml vody.
Upravit pH na 8,5 fidanim NaOH. Poté doplnit objem do 1000 miefitrovat pres

filtra¢ni papir.

Fixazni roztok Carnoy I, 60 ml
99,8% ethanol a 99,7% kyselina octova v pan8:1
45 ml ethanolu a 15 ml kyseliny octové.

45% kyselina octova, 50 ml
zasobni roztok 99,7% kyseliny octove, destilovandavy
22,5 ml kyseliny octové a 27,4 ml ¢Bl.

20x SSC, 11
175,3 g 3M NaCl a 88,2 g 0,3M citratu sodného retpuw casti destilované vody, upravit

pH na 7,0 a doplnit destilovanou vodou na lréflRrovat a autoklavovat 25 min.

2x SSC, 11
zasobni roztok 20x SSC a destilovana voda
100 ml 20x SSC doplnime do 1000 ml4MH
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DalSi komegn¢ dodavané chemikalie a kity:

Biotin-Nick Translation Mix, Roche Diagnostics GmpMannheim, Nmecko
dig-Nick Translation Mix, Roche Diagnostics GmbHaivhheim, Nmecko
Hydroponex, Hii-BerCerany

Invisorb Spin Plant Mini Kit, Invitek GmbH, BerlitZNémecko

Vectashield, Vector Laboratories Inc., Burlingar@alifornia, USA

4.2 Metodika

4.2.1 Izolace genomové DNA

Pro izolaci genomové DNA byl pouzit Invisorb Sfttant Mini Kit (Invitek). Bylo
postupovano dle protokolu, ktery byl sésti baleni kitu.

Ze vzrostlych rostlinFestuca pratensjsFestuca glaucesceng-estuca mairei
Festuca giganteaFestuca arundinacea Festuca arundinaceaubsp.atlantigenabyly
odebirany mladé listy. Tyto listy jednotlivych dfuhostlin (zhruba po 12 kusech) byly
nastihany do zkumavek. Pokud nebylo mozné odebrat zéjedstliny dostatek ligt byl
vytvoien smésny vzorek z vice rostlin stejného genotypu. @ee zkumavky byly

umisgny po dobu minimaka 24 hodin do lyofilizatoru.

Extrakce DNA ze suchého rostlinného materialu:

Predeltati Elwniho pufru:
Eluéni pufr D byl napipetovan vifsluSném mnoZzstvi (dle pu vzorki) do zkumavky.
Zkumavka s Elenim pufrem D byla umisha do vodni lazhpiredeltaté na 65 °C.

1) Homogenizace rostlinného materialu

Protokol doportiuje homogenizovat 60 mg rostlinného materialu vutéin dusiku
v misce pomoci tlotku. Tento krok byl upraven tak, Ze po vysuSeni blbtacky
ve zkumavkach rozdrceny pomoci skieynch kulcek v homogenizanim oscil&nim
mlynku (Retsch). Z takto homogenizovaného mateiglio odebrano 60 mg pro izolaci

genomové DNA.
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2) Lyze homogenétu

K ptipravenému homogenatu ve zkumavce byidgno 400ul Lyzacniho Pufru P a 2Ql
Proteinazy K. VSe bylo promichano za pomoci vortexwloZzeno do lazns teplotou
65 °C. Homogenat s lyzaim roztokem byl v lazni inkubovan 30 minut atimzné

promichavan feklagnim a tepanim.

3) Filtrace lyz&niho roztoku

Lyzatni roztok byl genesen do mikrozkumavek ofatych Prefiltrem a centrifugovan
1 min @i 12 000 otékach/min. Prefiltr byl odstram a dale byl pouZivan pouze filtrat.
Pro odstraégni RNA ze vzorku bylo k filtratu fidano 15ul RNazy A, vse bylo dkladns
promichano za pomoci vortexu a 10 minut inkubov@tio37 °C. Poté bylo ke s&si

piidano 200ul binding Pufru P a vSedi#tladné promichano za pomoci vortexu.

4) Vazba DNA na Spin filtr

Do 2 ml mikrozkumavky byl vloZzen Spin Filtr, na kfebyla genesena suspenze
z predeSlého kroku a 1 min inkubovana. Po inkubaci bgtass centrifugovana
pii 12 000 otdkach/min po dobu 1 minuty. Filtrat byl odstéana Spin Filtr byl opt

vsazen do 2 ml mikrozkumavky.

5) Promyvani |
Na Spin Filtr bylo aplikovano 5501 Wash pufrul. Mikrozkumavka byla centrifugovana
pii 12 000 otékach/min po dobu 1 min. Filtrat byl odstegna Spin Filtr byl znovu vliozZen

do 2 ml mikrozkumavky.

6) Promyvani Il

Na Spin Filtr bylo aplikovano 55QI Promyvaciho pufrull. Mikrozkumavka byla
centrifugovana f 12 000 otédkach/min po dobu 1 min. Filtrat byl odstegmna Spin Filtr
byl znovu vioZzen do 2 ml mikrozkumavky. Tento proragi krok byl zopakovan jest
jednou. Nakonec byl filtrat odstrém a mikrozkumavka spolu se Spin Filtrem byla
2 minuty @i 12 000 otdkach/min samostatrcentrifugovana.
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7) Eluce DNA

V poslednim kroku byl Spin Filtr umist do 1,5 ml mikrozkumavky. Bylo kému gridano
100 pl predeltatého Eldniho pufru D, ve kterém se DNA¢kem 3 minut inkubace
rozpustila. VSe bylo centrifugovano po dobu 1 minh 30 000 otédkach/min. Filtr byl

odstrarn a vzorky byly ulozeny v mrazicim boxu.
4.2.2 Méieni koncentrace aistoty DNA

Koncentrace &istota gDNA byla mifena spektrofotometricky na NanoDropu.
Pristroj byl aiistén a pozadi bylo nastaveno pré&enim ddHO nebo Eldniho Pufru D.
Kazdy vzorek byl potédkolikrat prongien. Pokud byla koncentrace DNA ve vzorku nizsi
nez 75 ngdl, vzorek nebyl pouZit pro naslednodigravu sondy a izolace DNA byla

zopakovana. Vzorky byly dale uchovavany v mraziboxru.

4.2.3 Priprava fluorescertné znatenych sond proin situ hybridizaci

pomoci Nick translace

Pro pgipravu sond byla pouzita gDNAftgdpokladanych rodovskych druli
kostav, a toFestuca pratensjg-estuca glaucescengestuca mairei Festuca gigantea
Festuca arundinacea Festuca arundinaceaubsp.atlantigena gDNA byla zng&ena

pomoci Biotin-Nick transkniho mixu ¢i dig-Nick transl&niho mixu (Roche).

Priprava sondy

1) vypaiet objemu jednotlivych sloZzek sondy:
Pro jednotlivé vzorky na zaklag@meiené koncentrace DNA bylo dle vzorce (viz Vypb

¢. 1) vypaitano mnozstvi gDNA a ddi® nutné pro fipravu sondy.
Vypadeté. 1: Vypa‘et objemu jednotlivych sloZzek sondy

gDNA (ul) = 1000/koncentrace vzorkulj
ddH,O (ul) = 16g— gDNA (pl)

Biotin-Nick transl&ni mix ¢i dig-Nick transl&ni mix (Roche) = 4ul
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2) Postup fipravy sond

Prace probihala ve flow boxu. VSechny slozky piipravu sondy (QDNA, dd§D, Biotin-
Nick transl&ni mix (Roche)) byly uchovany na ledu. Jednotlil@Zky byly pipetovany
do vychlazenych afadre ozna&enych 0,5 ml PCR mikrozkumavek viigluSnych
mnozstvich v nasledujicim fadi: nejprve promichanid gDNA, poté ddHa nakonec
Biotin-Nick transl&ni mix ¢i dig-Nick transl&ni mix (Roche), ktery je citlivy na z&¢ny
teplot a po napipetovani byl ihned vracen do mibmidoxu. VSechny slozky sond
v mikrozkumavkéach byly centrifugovany ve stolni magentrifuze a inkubovanytipl5 °C
po dobu 105 min v termocycleru. Po inkubaci byl kbZdé mikrozkumavky k sogd
piidan 1ul EDTA. VSe bylo kratce promichano za pomoci vouteikratce centrifugovano
ve stolni centrifuze a inkubovano 10 miii 5 °C v termocycleru. Poté byla sonda i zbylé

vzorky DNA uchovany v mrazicim boxu.

4.2.4 Priprava korinka pro roztlakové preparaty

Kotinky byly ziskany z iznych genotyf jednotlivych druli kostav Festuca
arundinacea8x, Festuca arundinaced0x, Festuca maireiFestuca arundinaceaubsp.
uechtrizianaa Festuca arundinaceaubsp.orientalis a Festuca apenninaNejprve byly
jednotlivé rostlinyradre ocisteny a jejich kdeny dikladné promyty a zastzeny. Poté byly
rostliny umis¢ny na jeden tyden do roztoku hydroponexu (HuU-B&w).uplynuti jednoho
tydne byly rostlindm mezi 13 hodinou odebirany &, mlade, no¥ vyrostlé kdinky.
Tato doba je pro odb nejvhodrjsSi z divodu vysokého mitotického indexu
meristematickych buik korinka. Kotinky byly umistény do zkumavek s destilovanou
vodou a na ledu inkubovany po dobu-38 hodin v chladové mistnostiiip4 °C.
Po inkubaci byly kt&inky fixovany v 1 ml fixdZzniho roztoku Carnoy |, ek byl
napipetovan do 1,5 ml zkumavek. Do fixazniho roatale zkumavkach byly vioZzeny
kotinky a inkubovany po dobu jednoho tydne ve 37 °termostatu. Po inkubaci byly

kotinky barveny v 1% roztoku acetokarminu po dobu drho
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4.2.5 Roztlakové preparaty

Po vyjmuti z acetokarminu byla #oku odiznuta kdenovacepicka, ¢imz byl
eliminovan balastni material. Obarvenadmova Spika (zhruba 1 mm) byla éiznuta,
pienesena na vyle§té podlozni sklo a zakapnuta 45% kyselinou octowreparat byl
piekryt krycim sklem a pomoci paratka byl provedeztlai. Poté byla provedena fixace
nad plamenem,ipkteré secast&né odpdila kyselina octova a byla rozpgga burcna
cytoplazma. Preparat byl uloZzen minim&ah5 hodiny na suchém ledu krycim sklemidol
V tomto kroku doSlo k zafixovani chromozéma podloZni sklo.

Po inkubaci na suchém ledu bylo odstram kryci sklo, preparat byl naloZen
po dobu 1 minuty v 45% kysetiroctove pi pokojové teplat. Poté byl preparat odmyvan
po dobu 3 minut v 45% kysetiroctove zataté ve vodni lazni na 50 °C. Po oschnuti skel
byly preparaty pozorovany optickym mikroskopem, dbylyhodnocena jejich kvalita
a vhodnost dalSiho pouZziti pirositu hybridizaci.

4.2.6 Genomovain situ hybridizace

Pro hybridizaci jsme pouzivali na podloznim ski@¥ané metafazni chromozomy
kostav Festuca arundinace&x, Festuca arundinacedOx, Festuca arundinaceaubsp.
uechtrizianaa Festuca arundinaceaubsp.orientalis Festuca mairea Festuca apennina
u kterych jsme chiti otestovat hypotézu, Ze jejich rédivskymi druhy mohly byFestuca
pratensis Festuca glaucescenBestuca maireiFestuca gigantedestuca arundinaceéx
a 8x. Z gDNA jednotlivych potencialnich r@édvskych druldi byla gipravena sonda
zna&end biotinem. V ramci optimalizace byla pro#da in situ hybridizace f péti
raznych stringencich: 61%, 77%, 84%, 93% a 98%. Hilybatni premixy byly gipraveny
dle tabulky (Schwarzacher et Heslop-Harrison, 2000pjemy jednotlivych sloZzek
hybridizanich premixi pro dané stringence jsou uvedeny v Tabulc# Pripravené

premixy byly uchovavané v mrazicim boxu, nebo ihpedzité.
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Tabulkaé. Il SloZeni hybridizénich premixi v zavislosti na jejich stringenci

Stringence
61% 77% 84% 93% 98%

Formamid (100% )dl] | 350 500 500 500 500
Dextran sulfat (50%)Jl] | 200 200 200 200 200
SSC (20x) ] | 250 100 32,5 10 5

dH2O [ul] 0 0 67,5 90 95

Pro hybridiz&éni mix bylo pouzito 16ul premixu utujiciho stringenci, 1pl
znaené sondy a objem reak snesi byl do 20ul doplrén tremi mikrolitry redestilované
vody. V rekterych gipadech byly pouzity dvsondy (z gDNA dvoutiznych druli) —
jedna zn&ena biotinem a jedna ztena digoxigeninem. Hybridizai mix byl
v mikrozkumavce &kolikrat dikladné promichan za pomoci vortexu a centrifugovan
ve stolni mikrocentrifuze. Poté byl cely objemk&@d snesi napipetovan na preparat
na podloznim skle, ipkryt krycim sklem a inkubovan na topné desce teytieru [fi
80 °C po dobu fesré 145 sekund. Naslednbyl preparat fenesen do ifpravené
hybridizatni komirky, kde byl 16 hodin inkubovanig7 °C.

Nasledujici den, po uplynuti inkubd doby, bylo z preparatu proudem M
odmyto kryci sklo a podlozni sklo s preparatem byghloZzeno do 2x SSC po dobu
15 minut. Nasledhbylo provedeno oplachnuti destilovanou vodou. Pgté na preparat
aplikovano 3Qul 1% blokovacihainidla s protilatkou streptavidin-Cy3 (v p&na 1:1000)
¢i antidig-FITC (v pongru 1:200). VSe bylo igkryto krycim sklem a inkubovano
v hybridizani komirce @i 37 °C 2 hodiny. Po uplynuti inkubace bylo krgklo odmyto,
preparat osusen a&gqvrstven 151 Vectashieldu s DAPI (Vector Laboratories). Po ryék
krycim sklem a 30 min odlezeni bylo moZzné prepayaibdnotit pomoci fluoresceéniho
mikroskopu. Preparaty bylo mozné uchovavat v chitadn v temném proisdi.

4.2.7  Vyhodnoceni experimentu

Pro pozorovani hybridizovanych prepérdiyl pouzit fluorescetni mikroskop
Olympus AX70 s chlazenou CCD kamerou, kterd umazpg#nos obrazu pozorovaného
v okularu na monitor potace. Preparat byl umist na KiZovy stolek mikroskopu
a upeven do vodtée preparatu. Po vyhledani vhodné metafatiefifiru pro DAPI
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a zwtSeni 20x, byl na kryci sklo preparatu aplikovareimmi olej a pouZit objektiv
se z¥tSenim 100x. Po zadeni metafaze byl obraz kameroiepesen do pidtace, kde
v programu Microlmage byla mozna jeho dalSi uprdwetafaze byla snimana pod filtrem
pro DAPI, ktery sviti modrou fluorescenci a filtrepro Cy3, jehoz fluorescence
je cervend. Po nasnimani metafaze po¢hwbfiltry byly v programu Microlmage snimky
spojeny. Snimku zobrazujicimu fluorescenci DAPIlabyl programu fifazenacervena
pseudobarva a snimku s fluorescenci Cy3 bylarazena zelena pseudobarva.
Ve vysledném obrazku tedy byly¢ekavany nacerném pozadicervené chromozomy
se zeled svitici sondou. Déale byl upraven kontrast a sytomtev a snimek ulozen.

Na jednom skliku bylo vyfoceno minimalkapét metafazi.
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5. VYSLEDKY

V prvni ¢asti experimentélni prace jsem se zabyval&ienim a v gkterych
piipadech stanovenim o chromozom a ploidie vybranych druh polyploidnich
kostav. Druhacast pak byla zastena na zji&ni genomového sloZzeni u vybranych

genotyp. V tétoc¢asti jsem vyuzivala metodu genomaneésitu hybridizace.

5.1. Stanoveni p@&tu chromozomi a ploidie

Nejprve byly owteny a u gkterych genotyp stanoveny p&y chromozoni
a ploidie. VSechny druhy &y stejny p@et chromozom jako dosud uvéashé. F. mairei
aF. pratensis subsp. apennina mély 28 chromozom a byly tudiz tetraploidni,
F. arundinaceasubsp.atlantigenaméla 56 chromozorin (oktoploid) aF. arundinacea
subspletourneuxianayla dekaploidni se 70 chromozomyibéc poprveé bylo zjigho, ze
F. arundinaceasubsp.uechtrizianaje hexaploid, jehoz celkovy pet chromozom je 42
(viz Obrazek¢. 6a) Druhym druhem s dosud ng&mym pd@tem chromozorin byla
F. arundinacea subsp. orientalis kterd se rowE ukazala byt hexaploidem

s 42 chromozomy, coz lze vidna Obrazku. 6b.

5.2. Genomoveé slozeni kogav

Metodou GISH byla provedena charakterizace geéngednotlivych vybranych druh
kostav, kterymi bylyFestuca pratensisubsp apennina (De Not.) Hegi,Festuca mairei
St. Yves,Festuca arundinaceaubsp.uechtriziana(Wiesb.) Beck,Festuca arundinacea
subsp. orientalis (Hack.) Tzveley Festuca arundinaceaSchreb. subspatlantigena
(St.-Yves) Auquier &estuca arundinacesubspletourneuxiangSt. Yves. Na preparatech
ztéchto drulii byly testované sondy z rostlifrestuca pratensisHuds., Festuca
arundinaceavar. glaucescenBoiss,Festuca mairebt. Yves,Festuca gigantedl.) Vill.,
Festuca arundinaceaSchreb. aFestuca arundinaceasubsp. atlantigena (St.-Yves)
Auquier. Cilem bylo ufit jednotlivé rodéovské druhy kosav. Celkem bylo vytvieno
90 prepardat.

F. pratensissubspapennina Na tento druh byly pouZzity sondyipravené z gDNA
F. pratensis F. glaucescensF. mairei a F. gigantea Sonda #. pratensisposkytovala
nerovnondrny signal mezi jednotlivymi chromozomy, coz lzeddi na Obrazkuc. 4.

Presto se nepodiéo spolehliw potvrdit, Zze d¥¢ sady chromozofh (14 chromozorh)

37



pochazi z tohoto druhu a jde tudiZ o allotetragofdstatni sondy poskytovaly disperzni
Zadny signal u vSech chromozom zavislosti na zvolené stringenci.

F. mairet P¥i nizkych stringencich (61% a 77%) byl detekovaspdrzni signal
na vsech 28 chromozomech u vSech testovanych sormti aySSich stringencich
(84% a vic) signal detekovan nebyibec.

Festuca arundinaceaubsp.atlantigena P¥i nizké stringenci (61%) byl detekovan
disperzni signal na vSech chromozomedh gouziti sond #. mairei, F. gigantea
aF. arundinacea Fxi podminkach vyssi stringence byl tento signal kietan jen pi
pouziti sondy #. arundinacegVviz Obrazek. 5).

Festuca arundinaceasubsp. letourneuxiana Pfi nizké stringenci (61%) byl
detekovan disperzni signal na vSech chromozomeécipquziti sond #. arundinacea
aF. arundinacea subsp. atlantigena Fi stringenci 77% byl tento signal u vSech
chromozoni detekovan $ pouziti sondy #. arundinacea Fi vysSich stringencich
(84% a vic) jiz detekovan nebyl.

F. arundinaceasubsp.uechtritziana, F. arundinaceaubsp.orientalis Genomova
in situ hybridizace prokazala, Ze tyto dva druhy maji rgegenomové slozeni jako
F. arundinacea Schreb., tj.. jeden subgenom (14 chromo&pnpochazi z druhu
F. pratensis a dva subgenomy (28 chromozipmpochazi z druhuF. glaucescens

(viz Obrazek 6a a 6b). Genomové slozé&ahto poddrufi bylo zjiS€Eno vibec poprvé.

Obrazeké. 4 Cytogeneticka charakterizace chromozérkostavy luéni italské.

Genomovain situ hybridizace na roztlaku metafaznich chromofotetraploidni F. pratensis subsp.
apennina Jako sonda byla pouzita gDNA z diploidni Kasy Iwni (F. pratensi} znatena digoxigeninem
(zelend barva). VSechny chromozomy byly podbarv&®AP| (Servend pseudobarva). Jak je patrné
z fotografie, hybridizéni signal maiznou intenzitu natiznych chromozomech, coz indikuje allopolyploidni

puvod tohoto poddruhu.
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Obrazeké. 5 Cytogenetickd charakterizace chromozbriestuca arundinacea Schreb.
subsp. atlantigena (St.-Yves) Auquier

Genomovain situ hybridizace na roztlaku metafaznich chromo#ooktoploidni F. arundinaceasubsp.
atlantigenase sondou z gDNA hexaploidni kiesty rakosovité K. arundinacea znaené digoxigeninem
(zelen& barva). VSechny chromozomy byly podbarvBd\PI (¢ervend pseudobarva). GISH nedokéazala
odlisSit jednotlivé subgenomy tohoto oktoploidnihoddruhu a byl lokalizovan disperzni signal na v3ech

chromozomech.

Obrazek ¢. 6 Cytogeneticka charakterizace chromozémF. arundinacea subsp.

uechtritziana (a) a F. arundinacea subsp. orientsiib).

Genomovan situ hybridizace na roztlaku metafdznich chromo#idmexaploidnichF. arundinaceasubsp.
uechtritziana (a) a F. arundinaceasubsp.orientalis (b) se sondami z gDNA. glaucescengnaené
digoxigeninem (zelen& barva) a gDNFApratensiznaené biotinemdervena barva). K povSimnuti je stejné
genomové slozeni obou poddiyhkteré roveZz odpovida genomovému slozeni hexaploidni it

rédkosovité F. arundinacea
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6. DISKUZE

Zastupci kostav podrodu Schedonorus famezi nejvyznamési druhy trav
pouzivaneé v picnirfatvi a travnikéstvi. Res jejich vyznam je zia¢ nejasna fylogeneze
této skupiny a fibuzenské vztahy mezi jednotlivymi druhy a poddrufgto skupina
zahrnuje velké mnozstvi polyplaidch rovriez genomove slozZeni j&tginou zcela nezname.
Tato prace tedy #ta piispét k poznatkm o evoluci a strukite genoni téchto trav.
Owerila jsem stupi ploidie u vybranych taxana vibec poprvé ufila genomové slozeni
dvou poddrubh kostavy rakosovité — F. arundinacea subsp. uechtritziana
aF. arundinaceasubsp.orientalis Oba dva poddruhy maji shodné genomové slozeni
a odpovidaji rovéZz genomovému slozeni kéaty rakosovité K. arundinacess.s.), které
uréil taktéZ pomoci genomové in situ hybridizace Humegs et al. (1995). Genomovéa
in situ hybridizace (GISH) se na polidavani genomového slozeniikend trav vyuziva
jiz pres dvacet let. Poprvé tuto metodu pouzil Thomasalet(1994) pro stanoveni
genomového #Zeni Kizend Festucax Lolium a od té doby bylo publikovano zfreé
mnozstvi ¥deckych praci uéthto mezidruhovych hybrid (shrnuto v Kopecky et al.,
2008). Naproti tomu nebyla dosud publikovana Zadmd@va o moznosti pouziti GISH
u polyploidnich kostv. MiZzeme pouze spekulovat, zda je to vysledek nSimgsti
experimeni nebo jejich neprovedeni. V mémigad se nepoddo spolehliw urgit
genomové slozeni é&siny studovanych taxdn Presto moje vysledky indikuji gvod
¢i pribuzenské vztahyskterych druli ¢i poddruhi.

F. pratensissubspapenninabyla dosud ozr@vana jako autotetraploidni cytotyp
kostavy lwni (F. pratensiss.s.) (Lewis, 1977). GISH analyza ale ukazala vmesoerny
signal hybridizace se sondou z gDNA kasy luwni a indikuje, Ze jeden subgenom
F. pratensissubsp.apenninaje kostaw lu¢ni blizSi nez druhy a tento poddruh je tedy
spiSe allopolyploidniho wodu. Thomas et al. (1997) pouzil FISH se sondamidNA
u psti druhi kostav. Jeho vysledky ukazuji, ZE. glaucescensje blizce pibuzna
sF. mairei coz koreluje i s mymi vysledky, kdy GISH nebyid sebe schopna odlisit tyto
genomy ani fi vysSich stringencich. Dle jejich vysladise rovez da gedpokladat, Ze
kostava obrovska a kdstva rakosovita spolu sdileji jeden nebo dva subggndioje
experimenty vSak nebyly U&né a potvrzeni této dowmky neginesly. Fylogenezi
polyploidnich kogtav se zabyvala i Catalan et al. (2004) a Hand.gR8al0) a ob prace
urgily blizkou pribuznost kostavy rakosovité s jejimi poddruhly. arundinaceasubsp.
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atlantigenaa F. arundinaceasubspletourneuxianaRovrez mé vysledky ukazuiji, Ze tyto
genomy jsou si blizcerfibuzné a hybridizai signél byl detekovan ifpvysoké stringenci.
Jak bylo zmisno vySe, genom poddrah F.arundinacea subsp. orientalis
aF. arundinaceasubsp.uechtritzianaje dle vysledit GISH shodny s genomem kiesty
rakosovité a nabizi se otazka, zda by tyto dva pdgdnengly byt sloweny do jednoho
druhu. K tomu by vSak bylddgba provést dalSi molekularni analyzy.
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7. ZAVER

Cilem této bakalgké prace bylo studium genomového slozeni vybranych
polyploidnich druli a poddrufi kostav z podroduSchedonorus F. pratensissubsp
apennina F. mairei F. arundinaceasubsp.atlantigena Festuca arundinaceaubsp.
letourneuxiana F. arundinaceasubsp.uechtrizianaa F. arundinaceasubsp.orientalis
pomoci genomovih situ hybridizace (GISH). Vysledky ukazaly, Ee arundinaceasubsp.
uechtrizianaa F. arundinaceasubsp .orientalis maji stejné genomové slozeni s kagbu
rakosovitou F. arundinaceas.s.) a jsou s timto druhem i spolu navzajem vdilince
piibuzni. Vysledky genomovid situ hybridizace rove indikuji, ZzeF. pratensissubsp
apenninaje spiSe allopolyploidnihotwodu nez dosudipdpokladanym autoteraploidnim
cytotypem kogtavy lwni (F. pratensiss.s.). GISH spolehl¥ neprokazala genomové
sloZzeni ostatnich polyploidnich k&, indikuji vSak blizkou fibuznost F. mairei
aF. glaucescens a rovrez kostavy rakosovité K. arundinaceq s jejimi
vysokopolyploidnimi poddruhy —F. arundinacea subsp. atlantigena a Festuca
arundinaceasubsp.letourneuxiana Zawrem lzeftici, Ze tato bakatdka prace fispéla
k objasini fylogenetickych vztal této skupiny trav a indikovala genomové slozZeni

n¢kterych taxof.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

AFLP

cDNA
Cy3
DAIT
DNA
DNazal
dH,O
ddH,O
E. coli
EST
ETS
F1
FISH
Fa

Fa 6x
Fa 8x
Fa 10x
Fape
Fg

Fgig
FITC
Fm
Fp

gDNA
GISH
HRM
ISH
ITS

Lm

polymorfizmus délek amplifikovanych fragnigamplified fragment length
polymorphism)
komplementarni DNA (complementary DNA)
cyanin 3 (cyanine 3)
Diversity Arrays Technology
deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonuclei¢dyc
deoxyribonukleaza | (deoxyribonuclease 1)
destilovana voda
redestilovani voda
strevni bakterieescherichia coli
expressed sequence tags
prvni filidlni generace
fluorescedni in situ hybridizace (fluorescende situ hybridization)
kostava rakosovitaRestuca arundinacea
kogtava rakosovitdRestuca arundinacea
kostava rdkosovitaKestuca arundinacesubspatlantigeng
kodtava rakosovitéFestuca arundinaceaubspletourneuxian
kogtva Iueni italska(Festuca pratensisubsp apenning
kostava rakosovit§Festuca arundinacewar. glaucescens;estuca
arundinaceasubspfena3g
kostava obrovskd@Festuca gigantéa
fluorescein isothiokyanét
kostava atlasskéFestuca maire
kostava Ii&ni (Festuca pratens)s
miliardy pai bazi (giga base pair)
genomova DNA (genomic DNA)
genomovién situ hybridizace (genomim situ hybridization)
analyza teplotnichikvek DNA( high-resolution melting)
in situ hybridizace i situ hybridization)
vnitini prepisovany mezernik (internal transcribed spacer)

jilek mnohokty (Lolium multiflorun)
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MRNA
NTS
PCR
RAPD

rDNA
RFLP

RNA

mediatorovd RNA (messenger RNA)

nepgepisovany mezernik (nontranscribed spacer)
polymerazovéettzova reakce (polymerase chain reaction)
polymorfizmus nahodnamplifikované DNA (randomly amplified
polymorphic DNA)

ribozomalni DNA (ribosomal DNA)

délkovy polymorfizmus restikich fragment (restricton fragment
length polymorphism)

ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

RNazaA ribonukledza A (ribonuclease A)

rRNA
SBE
SNP
S.S.
SSC
SSR
syn.
trnL-F

ribozomalni RNA (ribosomal RNA)

single-base extension

jednonukleotidovy polymorfizmus (single nucidetpolymorphism)
sensu stricto

citrat codny (saline-sodium citrate)

jednoduché opakujici se sekvence (simple segquepeat)
synonymum

vnitini mezernik (intergenic spacer)
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