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Abstrakt

Slechtitelsky material zalozeny na hybridech Trifolium pratense x T. medium je vhodnym zdrojem
genetické variability pro kulturni jetel luéni (7. pratense). Tito hybridi byli hodnoceni na Grovni
cytologické prostfednictvim pritokové cytometrie a genomické in situ hybridizace. Rostliny ve dvou
Skolkach s 99 pivody hybridd mély srovnatelné zastoupeni, co se tyce poctu chromozomu v péti
hodnocenych skupinach, to je 2n = 28 (76 a 66% rostlin), s mén¢ nez 28 chromozomy (8,5 a 6,4%
rostlin), 2n =29 a 30 (15 a 26% rostlin), 2n = 31 az 40 (0,4 a 1,2% rostlin) a 2n =41 az 46 (mén¢ neZ
1% rostlin). Nepodafilo se prozatim identifikovat introdukované chromozomy nebo translokované
¢asti. Hybridi obsahovali niz§i mnozstvi fytoestrogent nez 7. pratense, ale byl zaznamenan narist
formononetinu ve srovnani s 7. medium. Pro identifikaci mezidruhové variability budou vyuzity
genomické techniky zaloZené na de novo sekvenovani obou rodi¢ovskych genom.

Klic¢ova slova: Genomicka in situ hybridizace, Pritokova cytometrie, Trifolium medium, Trifolium
pratense

Abstract

Breeding material derived from hybrids 7rifolium pratense x T. medium is a promising source of new
genetic variability for cultivated red clover (7. pratense). These hybrids were evaluated on the
cytological level via flow cytometry and genomic in situ hybridization. Plants of 99 sources in two
breeding nurseries had comparable chromosome numbers in five groups: 2n = 28 (76 and 66% of
plants), bellow of 28 chromosomes (8.5 and 6.4% of plants), 2n = 29, 30 (15 and 26% of plants), 2n =
31, 40 (0.4 and 1.2% of plants) and 2n = 41 to 46 (0.1 and 0.3% of plants). The identification of
introduced chromosomes or translocated parts was unsuccessful. Hybrids contained lover level of
phytoestrogens than 7. pratense but increased amount of formononetin with comparison of 7. medium
was evaluated. Interspecific variability will be identified by genomic procedures based on de novo
sequencing of the both parental genomes.
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Uvod

Genetickd rozmanitost kulturnich druhii se zuzuje vlivem Slechténi. Vhodnym zdrojem pro
rozsifeni jejich genetické variability jsou plané druhy, které prostfednictvim mezidruhové
hybridizace umoznuji vyuziti genofondu nad ramec druhu a mohou byt zdrojem fady novych
znaki jako sam¢i sterilita, rezistence k chorobam, biotickym faktorim a podobné. Trifolium
pratense L. je vysoce kvalitni picnina davajici vysoké vynosy, ale ma nizkou vytrvalost, coz
je mozné piekonat mezidruhovou hybridizaci s druhy, které tvoti podzemni vybézky, napt.
s T. medium L. Ve VUP Troubsko byl ziskan originalni rostlinny material mezidruhovou
hybridizaci T. pratense (2n = 4x = 28) a T. medium (2n = 8x = 64) (Repkova et al. 1991;
Nedbalkova et al. 1995). Volnym spraSenim hybridi F, s 7. pratense cv. Amos po pét
generaci byla ziskana populace rostlin, ktera byla vyuzita ke Slechténi, jehoZ soucasti byly 1
vybéry rostlin s odliSnym obsahem DNA ve srovnani s tetraploidnim 7. pratense. Bylo
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ziskano novoslechténi, které bylo pfihlaSené v r. 2010 do stitnich odriidovych zkouSek
UKZUZ pod nédzvem Pramedi. Materidl se odlifuje od rodi¢ovskych druh@ variabilitou v
morfologickych a agronomickych znacich (Repkova et al. 2011) a v soucasné dobé je
pozornost zaméfena na hodnoceni znakl souvisejicich s pozitivnimi agronomickymi
vlastnostmi, jakymi jsou hmotnost rostlin, pocet lodyh a hlavek na rostlinu, a s vytrvalosti
rostlin.

Cilem soucasnych analyz hybridni populace bylo studium jejich genomi za vyuziti pritokové
cytometrie a stanoveni koncentrace DNA ve vztahu k poc¢tu chromozomu hybridd a k obéma
rodicovskym druhtim. Cytologické analyzy se zamétily na metodu GISH (genomickou in situ
hybridizaci), ktera umoziuje identifikaci a vizualizaci chromozomi nebo jejich ¢asti a detekci
introgrese genetické informace. Analyza znakli hybridnich rostlin byla doplnéna studiem
znak kvalitativnich — stanoveni obsahu fytoestrogent v zelené hmoté.

Material a metody

Do analyz byly zahrnuty rodicovské rostliny 7. pratense (2n = 4x = 28) a T. medium (2n = 8x
= 64, klon 10/8) a rostliny hybridni populace T. pratense x T. medium, 18 ptivodii v kmenové
Skolce JEH1V a 81 ptvodt v kmenové skolce JEHIF.

Prutokova cytometrie

Do misek s perlitem bylo z kazdého plivodu vyseto cca 30 semen. Ve stadiu prvnich az tietich
pravych listkii bylo provedeno méieni obsahu DNA u jednotlivych rostlin na pritokovém
cytometru Partec PA. DNA kazdé rostliny byla métfena ve smésném vzorku s diploidnim
jetelem luénim (Start, 2n = 14). Celkem bylo hodnoceno 800 rostlin JEHIV a 753 rostlin
JEHIF.

Genomicka in situ hybridizace (GISH)

Z 67 hybridnich rostlin JEH1V a rostlin JEHIF T. pratense x T. medium byly odebrany
kotenové $picky, po odstiihnuti byly ponechany 24 hod. na ledu za Géelem synchronizace
mitdz a pak byly fixovany v Carnoyové fixdzi. Byla pouzita smés lytickych enzymu celulazy,
pektolyazy a cytohelikazy pro naruSeni bunééné stény. Dale byly pfipraveny hybridiza¢ni
sondy z DNA izolované metodou CTAB z rostlin 7. pratense odridy Tatra a 7. medium klonu
10/8. Bylo pouzito nepfimé znaceni sond - sondy pro odridy 7. pratense byly znaCeny
digoxigeninem-11-dUTP (Roche) a DNA T. medium byla znacena biotinem (Roche). Kvalita
sond po nick translaci byla kontrolovdna na 1% agar6zovém gelu. Hybridiza¢ni smés
(Schubert et al. 1998) byla ptiddana k cytologickému preparatu (10ul/sklicko). Pro denaturaci
chromozomti a sondy byla skli¢ka umisténa na 2 min na varnou desku (80°C), a pak na 6 h ve
vlhkém boxu nebo pies noc pifi 37°C. Vizualizace preparati byla provedena pomoci
fluorescencniho mikroskopu Olympus BX-51.

Kvalitativni znaky

Z 10 kmenti mezidruhovych hybridi JEH a obou rodi¢ovskych druht byly odebirany vzorky
zelené pice pro stanoveni obsahu volnych a celkovych fytoestrogennich latek — isoflavont
daidzeinu, genisteinu, glyciteinu, formononetinu, biochaninu A a equolu, pterokarpani —
kumestrolu a jejich glykosidi. Pro stanoveni celkového obsahu fytoestrogenli ve vzorcich
byly glykosidy hydrolyzovany pomoci HCIl za tepla, stanoveni bylo provedeno pomoci
kapalinové chromatografie a tandemovou hmotnostni spektrometrii. Stanoveni volnych
fytoestrogenti bylo provedeno extrakci metanolem.

Vysledky a diskuze

Koncentrace DNA métenych hybridnich rostlin se pohybovala v rozmezi odpovidajicimu 22
az 47 chromozomiim. Na zaklad¢ téchto poctii byly rostliny rozdé€leny do péti skupin (Tab. 1).
Zastoupeni rostlin v jednotlivych kategoriich bylo u obou skolek srovnatelné. Na obr. 1 jsou
zastoupeny hybridni rostliny s riznym poctem chromozomil. Obsah DNA u 7. medium
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odpovidal oktoploidu s 64 chromozomy. Rostliny neobsahovaly stejny podil chromozomt od
obou rodi¢ovskych druhti. Podobné zavéry byly zjistény pii studiu genomt odrid zaloZenych
na mezirodové hybridizaci Lolium multiflorum a Festuca pratensis nebo F. arundinacea
(Kopecky et al. 2005). Usp&sna hybridizace mezi T. pratense a T. medium v&etnd hodnoceni
intermedialni morfologie listii byla popsdna v praci Isobe et al. (2001). Introgrese znaku
mezidruhovou hybridizaci je u rodu Trifolium vzacna a byla popsany spiSe mezi druhy 7.
ambiguum a T. hybridum pro tvorbu oddenkt (Paplauskiene et al. 2004) nebo 7. repens a T.
nigrescens pro odolnost k had’atkim (Hussain et al. 1997).

Jednotlivé druhy jetele se liSily jednak v obsahu, jednak v profilu fytoestrogenii. U 7. medium
bylo po kyselé hydrolyze stanoveno celkové 6190 mg/kg fytoestrogentl, z ¢ehoz tvoii 66%
biochanin A (4061 mg/kg), 28% formononetin (1746 mg/kg), 5% genistein (323 mg/kg) a
<1% daidzein (56 mg/kg). T. pratense obsahuje 2471 mg/kg celkovych isoflavonti
(stanovenych rovnéz po kyselé hydrolyze), s opacnym zastoupenim majoritnich isoflavonu
nez u 7. medium. Fytoestrogeny jsou tvofeny z 56% formononetinem (1394 mg/kg), 39%
biochaninem A (968 mg/kg), 3,3% genisteinem (83 mg/kg) a z 1% daidzeinem (26 mg/kg).
Rostliny hybrida uvedenych dvou rodi¢ti obsahovaly niz§i mnozstvi fytoestrogeni nez T.
pratense, ale byl zaznamenan narGst formononetinu ve srovnani s 7. medium. Obsah
celkovych fytoestrogend je u hybridi 2149 mg/kg se 68% zastoupenim formononetinu (1468
mg/kg), 27% biochaninu A (573 mg/kg), 3,9% genisteinu (84 mg/kg) a 1,1% daizeinu (23
mg/kg).

Tab. 1: Obsah DNA hybridnich rostlin 7. pratense x T. medium v populaci novoslechténi
méfeny pritokovou cytometrii piepocitany na pocet chromozomiu vzhledem ke
standardu 2n = 14.

Pocet rostlin s chromozomy

2n = méne€ nez 2n=28" 2n=29az30 2n=31az40 2n=41az47

28
JEHIV 68 (8,5%) 608 (76,0%) 120 (15,0%) 3 (0,4%) 1(0,1%)
JEHIF 48 (64%)  495(65,7%) 199 (26,4%) 9 (1,2%) 2 (0,3%)

" podet chromozomii u matetského genotypu 7. pratense

Zavér

Charakterizace hybridt 7. pratense x T. medium byla doplnéna o kvalitativni parametry, jako
je obsah fytoestrogenti. Vysledky potvrdily mezidruhovou variabilitu, kterd bude dale
studovana. Cytologickd analyza hybridi ukazala variabilni obsah poctu chromozomu od 20
do 43 v korelaci s metodou pritokové cytometrie, coz doklada introgresi celych chromozomi
nebo jejich ztratu. Introgrese metodou GISH nebyla zatim potvrzena. Probihd hodnoceni
introgrese znaku tvorby podzemnich vybézka, charakter trsu, a jejich souvislost s vytrvalosti.
Pokracuji prace s analyzou ziskanych celogenomovych sekvenci obou rodi¢ovskych druhii 7.
pratense a T. medium metodou Illumina. Prace je zaméfena na vypracovani postupu vyuZziti
druhové specifickych DNA markerd a DNA ¢ipt jako prostfedkll selekce hybridnich rostlin
na znaky kvalitativni i kvantitativni.

Dedikace 5
Vyzkum je soucasti projektu QI111A019 a QI111CO016 Ministerstva zemédélstvi CR.
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Obr. 1: Po¢ty chromozomu u hybridnich rostlin 7. pratense x T. medium - C JEH 35/6
(27 chromozomu), D JEH 12/29 (28 chromozomt), E JEH 34/4 (30 chromozomi), F JEH
26/7 (43 chromozomti) ve srovnani s rodi¢i A 7. pratense (28 chromozomil) a B 7. medium
klon 10/8 (64 chromozom).
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