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1. Uvod

Rozmnozovani (u rostlin i Zivo¢ichii) mtizeme rozd¢lit na pohlavni (sexualni) a nepohlavni
(asexualni). Oba typy rozmnozovani maji své vyhody inevyhody. Sexualni rozmnozovani
umoziuje udrZzovat genetickou variabilitu v populaci a je vyhodné v proménlivém prostiedi,
nevyhodou vSak miZe byt potieba partnera a (urostlin) opylovace. Pii nepohlavnim
rozmnozovani vznikaji geneticky stejni jedinci (klony). Jednim ze zplsobi nepohlavniho
rozmnozovani je apomixe (v dneSnim pojeti agamospermie), tj. klondlni rozmnozovani
prostiednictvim semen. Nevyhodou je nizka variabilita potomkii (zpisobend jen ndhodnymi
mutacemi), proto je apomixe u naprosté vétSiny rostlin pouze ¢aste¢na (fakultativni) (Asker
& Jerling 1992).

Rod ostruzinik (Rubus L.) je jednim z nejrozsdhlejsich (v Ceské republice roste min.
133 druht; Danihelka et al. 2012, Velebil et al. 2016) a z hlediska taxonomie a obtiznosti
urovani jednim z nejkomplikovangjSich roda Ceské kvéteny. Zpusoby reprodukce v rodu
Rubus jsou velmi variabilni. Ostruziniky se rozmnozuji sexualné, apomikticky i vegetativné
(Thompson 1997). Apomixe se z domacich podrodl vyskytuje pouze u podrodu Rubus a je
fakultativni. Jednd se o pseudogamii, tj. tvorbu semen, kdy embryo sice vznika
partenogeneticky, ale pro vznik endospermu je vyzadovano oplozeni (Asker & Jerling 1992).
U vétSiny zastupcii tohoto podrodu sice obcas dochéazi k sexualnimu rozmnoZzovani, ale

apomixe prevazuje.

Pfevahou sexudlniho rozmnozovani se vSak od ostatnich skupin podrodu Rubus lisi
ostruziniky ser. Glandulosi (Wimm. et Grab.) Focke. Jeji zastupci se diky vysoké sexualité
Casto kiizi s ostruziniky z jinych sérii, coZ je také jeden z diivodu jejich vysoké variability.
Bylo zjisténo (Sarhanova et al. 2012), Ze se vtéto sérii uplatiuje tzv. geograficka
partenogeneze, kterd je znama i u fady jinych rodi (napt. Ranunculus L., Horandl & Paun
2007; Taraxacum F. H. Wigg., van Dijk 2003). Tento termin oznacuje jev, kdy se geograficky
1181 podil obou typli rozmnozovani. Existuje mnoho hypotéz vysvétlujicich tento fenomén.
Geograficka partenogeneze je zpusobena rozdilnymi ekologickymi podminkami Vv riznych
regionech apodili se na ni vice faktord (Horandl 2006). Ziejmé také souvisi s rozsahem
zalednéni v obdobi pleistocénu, protoze v tomto obdobi vznikly apomiktické linie (Carman
1997). Problematika geografické partenogeneze je vSak (zejména u ser. Glandulosi) zatim

malo prozkoumana.



Rozlisit zptsob rozmnozovani je mozné metodou pratokové cytometrie (FCM, flow
cytometry). Metoda se vyuziva napt. v genetice, imunologii, biochemii (Robinson & Grégori
2007) a posledni dobou se pouziva také pro urceni ploidie a obsahu jaderné DNA u rostlin.
Modifikace FCM metody, FCSS (flow cytometry seed screen; Matzk et al. 2000), se vyuziva
k analyze semen. Prutokovy cytometr méii relativni fluorescenci jader embrya a endospermu
analyzovaného semene oproti standardu. Jako standard se pouziva biologicky podobny
material, napt. Pisum sativum L. (Greilhuber et al. 2007). Cytometr je propojeny s poc¢itatem
a vysledky se zobrazuji ve formé histogramu. Pomoci FCSS metody lze odhadnout ploidii

embrya a endospermu semene a z toho odvodit zptisob reprodukce (Matzk et al. 2000).



2. Cile prace

Cilem této prace je vypracovat literarni reSerSi k problematice apomixe a geografické
partenogeneze se zaméfenim na taxon Rubus ser. Glandulosi, podilet se na sbéru materialu

Vterénu a provést analyzu ziskanych semen metodou priutokové cytometrie (FCSS).



3. Literarni prehled
3.1. Charakteristika rodu Rubus

Ostruzinik (Rubus) z ¢eledi rizovitych (Rosaceae) je druhové velmi bohaty a taxonomicky
obtizny rod, vyskytujici se na vSech kontinentech krom¢ Antarktidy (Holub 1995). Nazev
rodu je odvozen z latinského vyrazu ruber — ¢erveny (Koblizek 2006). Véda zabyvajici se

ostruziniky se nazyva batologie, fecké slovo batos znamena ostruzinik (Travnicek et al.
2000a).

Rod se sklada z 12-13 podrodi, ztoho v ¢eské flore se vyskytuje pét podrodu (Holub
1995), z nichz pivodni jsou Chamaerubus Kuntze, Cylactis (Raf.) Focke, Idaeobatus Focke
a Rubus a druhy z neptivodniho podrodu Anoplobatus (Focke) Focke jsou nékdy péstovany
(Travniéek et al. 2000a). Podrod Rubus v CR se déli na sekce Rubus, Corylifolii Lindl.
a Caesii Lej. et Courtois (Travnicek et al. 2000b). Sekce Rubus se sklada z podsekci Rubus
a Hiemales E. H. L. Krause; podsekce Hiemales zahrnuje 13 sérii vyskytujicich se v Ceské

flofe, mezi nimi i ser. Glandulosi (Travnicek et al. 2000Db).

Odhady o poctu druhii rodu Rubus se 1isi, podle riznych taxonomickych pojeti se jedna
0 stovky az tisice druhd (1 000-1 200 druhti, Holub 1995). V ceské flofe je nyni znamo
133 druhti (Danihelka et al. 2012, Velebil et al. 2016), z toho 14 druht je neptvodnich
(Danihelka et al. 2012).

Zakladni chromozomové ¢islo u rodu Rubus je x = 7 (Travnicek et al. 2000b). Ploidie je
vV rozmezi 2x—14x, ptip. 18x (Thompson 1997). VétSina druhil je polyploidnich. Evropské
druhy jsou diploidni az hexaploidni, tetraploidni pfevazuji (Thompson 1997, Krahulcova et al.
2013). V Evropé se vyskytuje nekolik diploidnich druhti z podrodu Rubus — R. incanescens
Bertol. (Gustafsson 1942), R. canescens DC., R. ulmifolius Schott, R. sanctus Schreb., ale

vétsina druht podrodu Rubus je polyploidnich (Thompson 1997).

Druhy z podrodt Chamaerubus, Cylactis a Idaeobatus se rozmnozuji sexualné (Travni¢ek
et al. 2000a). Ostruziniky z podrodu Rubus jsou fakultativné apomiktické; ve vétSiné skupin
pfevazuje apomixe (piesnéji agamospermie), V n¢kterych (napt. R. ser. Glandulosi) sexualni
rozmnozovani (Travnicek et al. 2000a). Ostruziniky podrodu Rubus se také mohou S§ifit

vegetativné (Thompson 1997).

Pii sexudlnim rozmnozovani u fakultativné¢ apomiktickych ostruzinikii podrodu Rubus

dochazi ke ktizeni jednotlivych linii a genotyp vzniklého potomstva se poté muize stabilizovat
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apomixi. Tento biotyp se miize vyskytovat lokaln¢ na omezeném izemi nebo se miize Siroce
roz§itit (Travnicek & Havlicek 2002). Existence lokalnich typt, které se neklasifikuji jako
druhy a které nelze KkrozliSovanym druhtim pfifadit, vysoky pocet rozliSovanych druha
a Vv neposledni fadé¢ promeénlivost morfologickych znakli vlivem podminek prostiedi (napf.

svétla) jsou faktory, které znesnadniuji urovani a klasifikaci ostruzinikti (Holub 1995).

Ostruziniky jsou ekologicky pomérné rozdilné a lze je rozd¢€lit na nemofilni (vyskytujici se
V lesnim prostfedi) athamnofilni (vyskytujici se v nelesnim prostfedi, napi. na mezich,
v kiovinach a lesnich okrajich) ekoelementy. Druhy patiici do podrodu Rubus jsou do jisté

miry synantropni (Holub 1995).

Ostruziniky jsou zpravidla kefe se vzpfimenymi, poléhavymi nebo plazivymi a na vrcholu
Casto kofenujicimi pryty, pfipadné vytrvalé byliny. Pryty ket jsou obvykle dvouleté,
vysokoobloukovité, poléhavé nebo plazivé, na prifezu oblé ¢i hranaté a zpravidla jsou
pokryty jednim ¢i vice typy ostnd, osténkll, stopkatych ¢i piisedlych Zlazek ¢&i chlupt.

Kvétenstvi zakoncuji bo¢ni vétve vyrustajici z pazdi lotiskych listd (Holub 1995).

Listy jsou vétSinou slozené, trojCetné, dlanité, znozené ¢i zpefené 4-9¢etné, nebo
jednoduché, a pak obvykle v rizné mire ¢lenéné; opadavé ¢i prezimujici, s palisty na bazi
fapiku €1 vysunutymi vySe na fapik. Listky sloZenych listh jsou fapickaté nebo ptisedlé,
S pilovitym ¢1 vroubkovanym okrajem. Kvéty jsou vétSinou oboupohlavné (vzacnéji
jednopohlavné, napf. u R. chamaemorus L.), péticetné, uspotadané do kvétenstvi. Kalisni
akorunni listky pfisedaji k ¢eSuli. Kali$ni listky jsou vytrvalé, korunni listky obvykle
opadavaji. TyCinky ve vice kruzich pfisedaji na okraj ¢eSule. Semeniky obsahuji dvé obracena
(anatropni) vajicka, pouze zjednoho se vyviji semeno. Jednosemenné peckovicky tvofi
souplodi (malina, ostruZina) ¢erné, Cervené ¢i Zluté barvy, Casto spojené S plodnim liZkem

tvaru jehlanu (Holub 1995).

Ostruziniky se fadi mezi ovocné rostliny a jejich plody se konzumuji Cerstvé i zpracované
napf. na $tavy, ovocna vina, dzemy, kompoty. Z planych druhi maji chutné plody napf.
R. hirtus agg., R. pedemontanus Pinkw., R. plicatus Weihe et Nees a R. sulcatus Vest (Holub
1995). Rlzné druhy a kultivary ostruzinikl se péstuji v kultufe, napf. R. armeniacus Focke,
R. allegheniensis Porter a nékteré taxonomicky nejasné hybridy (Holub 1995). Ostruzinik
malinik (R. idaeus L.) je starou kulturni rostlinou, ostatni ostruziniky se pé&stuji az od
poloviny 19. stoleti, tj. nejkratsi dobu ze vSech druhi drobného ovoce (Blattny et al. 1971).

Plody maliniku maji vysoky obsah vldkniny a vitaminl, zejména vitaminu C (Blattny et al.
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1971), zpracovavaji se na sirup a piidavaji se do prumyslové vyrabénych caju (Kresanek
& Kresanek 2008). Stavu z plodi ostruzinikii (R. fruticosus agg.) lze vyuzit pti 16¢bé zvétseni
Stitné zlazy — strumy (Kresdnek & Kresanek 2008).

Listy ostruzinikii obsahuji tfisloviny, organické kyseliny avitamin C (Holub 1995).
Vyuzivaji se v domacich, farmaceutickych a komer¢nich ¢ajovych smésich (Holub 1995)
a Vv lidovém 1é¢itelstvi, napt. ¢aj z listi ostruzinikt (R. fruticosus agg.) se uziva pii kasli,
nachlazeni a koznich vyrazkach a ¢aj z listi maliniku (R. idaeus) proti bolesti v krku a anginé
ama také dietetické a ZluCopudné ucinky (Kresanek & Kresanek 2008). Rubus laciniatus
Willd. a R. phoenicolasius Maxim. lze péstovat jako okrasné rostliny (Holub 1995). Nékteré
péstované druhy se v mnoha ¢astech svéta staly invaznimi; R.armeniacus napi. v USA
(Caplan & Yeakley 2006) a ve Svédsku (Tyler et al. 2015), R. laciniatus a R. praecox Bertol.
s. I. (Bruckart et al. 2017) a R. niveus Thunb. na Galapagach (Renteria et al. 2012).

3.1.1. Charakteristika Rubus ser. Glandulosi

Série Glandulosi patii do podrodu Rubus, sekce Rubus a podsekce Hiemales (Travnicek et
al. 2000b). Ostruziniky ser. Glandulosi jsou vétsinou tetraploidni (2n = 4x = 28), pentaploidni
druhy jsou vzacngjsi (Travnicek et al. 2000b). Jedinym diploidnim druhem je kavkazsky druh
R. moschus Juz. (Sochor & Travni¢ek 2016). Pro R. pedemontanus se udava pentaploidie
nebo méné tetraploidie (Thompson 1997, Krahulcova et al. 2013), pro R. guentheri Weihe
tetra-, penta- ¢i hexaploidie (Kurtto et al. 2010, Krahulcova et al. 2013). Ostruziniky ser.
Glandulosi jsou na rozdil od vétSiny ostatnich sérii podrodu Rubus pievazné sexualni, ale
pomér sexudlniho a apomiktického rozmnoZovani se 1 vlivem rozdilnych ekologickych

podminek v réiznych oblastech geograficky lisi (tzv. geograficka partenogeneze, Sarhanova et
al. 2012).

Ostruziniky ser. Glandulosi rostou zejména v lesich, na lesnich okrajich a svétlinach
(Holub 1995), predevsim v chladngjSich oblastech, v druhotnych jehlicnatych lesich
i vV nizSich polohach (Travni¢ek et al. 2000b). Vyskytuji se zejména ve stfedni az
severozapadni Evropé ana Balkdnském poloostrové (Kurtto et al. 2010). Mezi druhy
vyskytujici se v Ceské republice patfi R. pedemontanus, ktery krom& CR roste zejména
v Polsku aNémecku, dale R.guentheri vyskytujici se Vsevernich Cechach, Polsku
a Némecku, R. hercynicus G. Braun vV severnich Cechéach pfi hranicich s Némeckem
a Polskem, R. siemianicensis Sprib. na Moravé, ve Slezsku a v Polsku a R. holzfussii Sprib. na

Moravé (Kurtto et al. 2010). Rubus lusaticus Rostock se vyskytuje v Labskych piskovcich,
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R. lividus G. Braun roste pravdépodobné jen na dvou lokalitaich v Podkrusnohoti
a Vv Jizerskych horach, R. barberi H. E. Weber na dvou lokalitach v Jizerskych horach
a nepuvodni R. moschus je péstovan (Holub 1995). Nazev R. hirtus agg. se ¢asto pouziva pro
morfologicky rozdilné, neklasifikovatelné lokalni biotypy s dlouze stopkatymi, tmavymi
zldzkami; tento taxon je rozSifeny zejména ve stfedni Evropé a na Balkdnském poloostrové

(Kurtto et al. 2010).

Pryty u zastupci R.ser. Glandulosi (Obr. 1) jsou poléhavé &i plazivé, obvykle oblé,
pomérné tenké, po celé plose pokryté téméf oblymi, Stihlymi ostny, které pfechazeji ve
zlaznaté ostence, S$tétiny a stopkaté zlazky. Listy jsou vétSinou trojcetné, s nitovitymi
carkovitymi palisty umisténymi vySe na fapiku. Mohou kvést na lofiskych i letosnich prytech,
vzhled kvétenstvi se li§i — na letoSnich prytech je objemnéjsi a s vice listy neZ na loniskych

prytech (Holub 1995).

Obr. 1. — Rubus ser. Glandulosi; a — jednolety pryt, b — detail stonku (foto V. Forejtova).

Kwvili velké variabilité a existenci riznych morfotypt v disledku ¢asté hybridizace (velky

podil sexualni reprodukce) se populace R. ser. Glandulosi ptevazné nedaji ur¢ovat do druhu,
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navic se mohou kiizit i S ostruziniky jinych sérii (Travnicek et al. 2000b). Diky intenzivnimu

vegetativnimu rozmnozovani tvofi ¢asto rozsahlé porosty (Obr. 2) (Holub 1995).

Obr. 2. — Porost ostruziniku Rubus ser. Glandulosi (foto V. Forejtova).

3.2. RozmnoZovani krytosemennych rostlin

Rozmnozovani zajistuje zachovani populaci rostlin. RozliSujeme pohlavni (sexudlni)
anepohlavni (asexudlni) rozmnozovani, které zahrnuje vegetativni rozmnozovani
a agamospermii. VéEtSina krytosemennych rostlin se rozmnozuje sexualné, nicméné u mnoha
druhi je sexualni rozmnozovani kombinovano s asexualnim rozmnozovanim (Asker & Jerling

1992).

3.2.1. Generativni rozmnoZovani

Generativni rozmnozovani je rozmnozovani semeny. Probihd v generativni fazi vyvoje
rostliny, kdy dochézi ke zméné vyvojového programu meristéml (vegetativni meristém se
méni na kvétni meristém) a nasledné tvorbé tycinek a plodolisti, které jsou Casto kryty obaly.
Soubory ty¢inek a plodolisti (jsou ¢asto povazované za sporofyly — mikrosporofyly
a megasporofyly) dohromady s obaly tvoii kvéty (Rosypal 2003).
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Soubory tycinek tvoii andreceum, soubory plodolisti tvofi gyneceum. Kvétni obal
(periant) mize mit podobu okvéti (perigon) nebo ho lze rozliSovat na kalich (calyx) a korunu

(corolla) (Rosypal 2003).

Prasna pouzdra (mikrosporangia) tyCinek vystyla tzv. tapetum. V prasnych pouzdrech se
nachazi mikrosporocyty, jejichz délenim vznikaji mikrospory (pylova zrna). Mikrospory kryje
vné&jsi blana (exina), obsahujici sporopolenin a proteiny, a vnitini blana (intina), jez obsahuje
celulozu a pektiny. Dé€lenim mikrospory se tvoii buiika vegetativni (lackova) a generativni,
jejimz délenim se posléze tvoii dvé buiiky spermatické. Pyl je riznym zptisobem pifendsen na
bliznu pestiku — nejcastéji vétrem (anemofilie), hmyzem (entomofilie) a vodou (hydrofilie)

(Rosypal 2003).

Gyneceum je bud tvofeno volnymi plodolisty (nékdy jedinym plodolistem), a pak se
nazyva apokarpni, nebo tvoii vice ¢i mén¢ kompaktni utvar vznikly sristem vice plodolistl
jednoho kvétu (gyneceum cenokarpni). Pestik mize byt tedy jednoplodolistovy nebo
viceplodolistovy, skldda se z bazalni Casti (semeniku), kde vznikaji vajicka, a apikalni Casti —
¢nélky s bliznou. V plodolistech se nachazeji placenty, jejichz meristematickym délenim se

tvori vajicka (megasporangia s integumenty) (Rosypal 2003).

Vajicko je spojeno s placentou pomoci poutka (funiculus). Poutkem prochazi cévni svazek,
ktery se vétvi v bazalni Casti vajicka zvané chalaza. Vajicko je kryto obaly (integumenty);
vajicka mohou byt bitegmickd (dva obaly), unitegmicka (jeden obal), pfipadné ategmicka
(bezobalnd). Na apikalnim polu vajicka se nachdzi otvor klovy (mikropyle). Integumenty kryji

nucellus, z néhoz se vyviji zarode¢ny vak (Vinter 2013).

Meiotickym délenim megasporocytu, jenz se nachazi ve sporogennim pletivu (nucellu), se
tvofi Ctyfi haploidni buniky, z nichz tfi zanikaji. Butika, ktera je nejvice vzdalend od mikropyle
(otvoru klového) se dale vyviji. Jejim mitotickym délenim vznika zraly zarode¢ny vak (samici
gametofyt). NejcastéjSim typem zarodeéného vaku je typ Polygonum, vyskytujici se asi
u 70 % krytosemennych rostlin. Tvofi se z jedné megaspory (je monosporicky). Obsahuje tfi
antipody (buniky protistojné), nachédzejici se v chalazalni oblasti, v mikropylarni oblasti se
nachazeji dvé synergidy (bunky pomocné) a oosféra (vajecna bunka, sami¢i gameta). Ve
sttedu zarode¢ného vaku se tvoii centralni diploidni jadro zarodecného vaku, které vznika

splynutim dvou polovych jader (Vinter 2013).

Pti opyleni dochdzi k pfenosu pylu na bliznu pestiku; pylovéd zrna se nasledné hydratuji

a vyklici v pylovou lacku (sipho) (Vinter 2013). Pylova lacka vznikd z vegetativni bunky
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a diky ni se spermatické bunky dostanou k zarode¢nému vaku (Rosypal 2003). Synergidy
vytvareji filiformni apardt, ktery produkuje latky usmériujici rGst pylové lacky do
zarodecného vaku (Vinter 2013). Do zarode¢ného vaku obvykle proroste pouze jedna pylova
lacka (Rosypal 2003). Ta poté vylouci sviij obsah do jedné synergidy, ktera nakonec zanika
programovanou bunécnou smrti véetné degenerovaného vegetativniho jadra pylové lacky

(Vinter 2013).

Pti sexudlnim rozmnoZovani je oplozeni dvojité; splynutim jedné spermatické buiky
s oosférou vznika zygota a z ni poté embryo, splynutim druhé spermatické bunky s centralnim
jadrem zarode¢ného vaku vznikd endosperm (Vinter 2013). Pfi apomixi (agamospermii)
vznikd embryo partenogeneticky, ale endosperm se vétSinou vyviji az po splynuti spermatické

buriky s centralnim jadrem zarode¢ného vaku (pseudogamie) (Asker & Jerling 1992).

Podle ptivodu prendseného pylu rozliSujeme cizosprasnost a samosprasnost. Cizosprasnost
(allogamie) je opyleni pylem jiného jedince daného druhu. Rostliny jsou zpravidla
oboupohlavné (kvéty jsou jednodomé), oddé€leni pohlavi (dvoudomost) je u rostlin na rozdil

mnoha skupin zivo¢ichit malo ¢asté (Briggs & Walters 2001).

Samosprasnost (autogamie) je opyleni vlastnim pylem, bud’ z t€hoz kvétu (idiogamie),
nebo zjiného kvétu téhoz jedince (geitonogamie). U nékterych druhd se vyvinuly tzv.
kleistogamické kvéty, které se viibec neotviraji a jsou tedy samosprasné. Vyskyt kleistogamie
miize byt sezonni, napt. u nékterych violek (Viola L.) (Vinter 2013).

U mnohych rostlin se proti samoopyleni vyvinuly rizné adaptivni mechanismy. Ty¢inky
apestik vtémze kvétu mohou dozravat v riznou dobu (dichogamie). Pii proterandrii
(prvopra$nost) dozréavaji diive tyCinky, pfi proterogynii (prvobliznost) dozrava diive pestik.
Dal8i mechanismy branici samoopyleni jsou riizna velikost bliznovych bradavek a pylovych

zrn, nekli¢ivost pylovych zrn nebo zabranéni ristu pylové lacky (Rosypal 2003).

Po oplozeni z vajicka vznikd semeno a z pestiku se tvofi plod (fructus). Ze zygoty se
mitotickym délenim tvoii embryo (zarodek). Embryo je obklopeno endospermem, ktery
vyzivuje embryo a obsahuje Skrob, pfip. zasobni lipidy. V piipadé zarodecného vaku typu

Polygonum je embryo obvykle diploidni a endosperm triploidni (Vinter 2013).

Vyhodou cizosprasného sexudlniho rozmnozovani je vysoka genetickd diverzita potomki,

nevyhodou je potfeba partnera a opylovace (Horandl 2006). Pfi samospraSnosti je vyhodou
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nezavislost na opylovacich a udrzeni dobfe adaptovanych genotypl, nevyhodou je vysoka

homozygotnost, nizk4 variabilita a riziko inbredni deprese (Vinter 2013).

Sexudlni rozmnozovani je Castéj$i nez apomixe (agamospermie), coz vysveétluji rizné
hypotézy. Podle ,tangled bank“ hypotézy maji sexualni populace geneticky variabilni
potomstvo, které je schopné osidlit rozdilné niky a vytlacit v nich obligatni apomikty.
Vyjimkou jsou prostiedi s ¢astymi disturbancemi, v nichZ se apomikty mohou uplatnit ¢astéji

(Bell 1982).

Podle hypotézy ,,Mullerova rohatka* sexudlni linie zabranuji akumulaci dele¢nich mutaci
diky vysoké wvariabilité a schopnosti rekombinace. U apomikti se vSak deleéni mutace

Vv dal$ich generacich postupné akumuluji (Muller 1964).

Podle hypotézy ,,the best man* maji potomci vznikli sexualné v priméru nizsi fitness nez
apomikty. Diky jejich vysoké variabilité¢ je vSak vyssi pravdépodobnost, Ze se mezi nimi

najdou jedinci s velmi vysokou fitness (Asker & Jerling 1992).

Podle hypotézy ,,Cervena kralovna“ se sexualni druhy vyskytuji ¢ast&ji v prostiedich
s vysokym biotickym stresem vlivem ostatnich organismi (napi. predatort a parazitii). Blizce
ptibuzné apomikty se Castcji vyskytuji v prostiedich, kde biotické interakce nejsou tak moc
vyznamné. Sexudlni druhy maji v prostfedi s vysokym biotickym stresem vyhodu oproti

apomiktim diky vyssi variabilité potomstva (Levin 1975, Glesener & Tilman 1978).

3.2.2. Apomixe

Driive byl pojem apomixe pouzivan pro rizné zpusoby asexudlniho rozmnozovani rostlin
a zahrnoval vegetativni apomixi a agamospermii. Pii vegetativni apomixi se rostliny
rozmnozuji napf. rozrustanim, fragmentaci a pacibulkami. Vegetativni rozmnozovani muze
zajistit preziti a Sifeni populace, pokud neni schopna se rozmnoZovat sexualng. Prikladem
druhu, ktery se rozmnoZuje pouze vegetativné, je vodni mor kanadsky (Elodea canadensis
Michx.) (Briggs & Walters 2001).

V soucasnosti se pojem apomixe obvykle pouzivd jako synonymum pro agamospermii.
Agamospermie (apomixe s. str.) je rozmnozovani semeny, jejichz zarodek vznika nepohlavné
(Asker & Jerling 1992). Apomixe je urostlin pomérné Ccasty jev. Vyskytuje se
u krytosemennych, kaprad’orostii, ale ne unahosemennych (Briggs & Walters 2001).
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U krytosemennych  rostlin  se  vyskytuje Vv bazalnich liniich, u jednodé€loznych

I dvoudé€loznych, ve 32 z 61 fada (Horandl & Hojsgaard 2012).

Agamospermii  lze rozdélit na gametofytickou apomixi aadventivni embryonii
(sporofytickou apomixi) (Asker & Jerling 1992). Pti adventivni embryonii embryo vznika ze
somatické bunky vajicka — nucellu (nucelarni embryonie) ¢i integumentu, coz je Casté
u tropickych rostlin, napf. u rodu Citrus L. a u ¢eledi Orchidaceae (Asker 1979). Adventivni
embryonie vznikd az pozd¢ji ve vyvoji vajicka (Koltunow 1993). Pti gametofytické apomixi
je zarodeény vak neredukovany a embryo vznika z vajeéné buiiky partenogeneticky (Asker
1979). Gametofytickd apomixe se vyskytuje Ccastéji ubylin nez udievin (Bicknell
& Koltunow 2004) a je nejlépe prostudovanym typem apomixe. VétSina druhti rostlin (75 %),
u nichz se vyskytuje gametofyticka apomixe, patii do celedi Rosaceae, Asteraceae a Poaceae
(Bicknell & Koltunow 2004).

Gametofytickd apomixe se ddle déli na aposporii a diplosporii; pii diplosporii vznika
neredukovany zarodecny vak z matetské buiikky megaspory, pfi aposporii ze somatické bunky
vajicka (Asker & Jerling 1992) s velkym jadrem a hustou cytoplazmou (Koltunow 1993).
Diplosporie se dale déli na meiotickou a mitotickou (Koltunow 1993). Diplosporie
a aposporie se liSi v naCasovani pocatku — diplosporie se spousti soucasné s diferenciaci
matetské buniky megaspory, aposporie az po jeji diferenciaci (Koltunow 1993). V jednom
vajicku muize existovat zarovenl sexudlni a aposporicky zarode¢ny vak; sexudlni se vyviji
pomaleji kviili meidze nez aposporicky (Asker & Jerling 1992). U aposporie se (Castéji nez
u diplosporie) objevuji strukturni abnormality (Bicknell & Koltunow 2004). Aposporie se
vyskytuje napf. u druhtt Hieracium pilosella L., Poa pratensis L. a Pennisetum squamulatum
Fresen. (van Dijk & Vijverberg 2005). U rodu Rubus se vyskytuje aposporie, vzacnéji
i diplosporie (Gustafsson 1942).

Apomixe muze byt Uplnad (obligatni) ¢i kombinovand se sexualnim rozmnoZovanim
(Castecna — fakultativni), obligatnich apomiktd u krytosemennych je velmi malo (Asker
& Jerling 1992). Vzacné existuji i diploidni apomikty, napf. Boechera A. Love et D. Love
(Kantama et al. 2007) aPaspalum L. (Siena et al. 2008), ale vétSina apomiktd je
polyploidnich; obracené¢ to vSak neplati, vétSina polyploidi neni apomiktickych (Asker

& Jerling 1992). Diploidni apomikty vznikaji pouze jako dihaploidy (Nogler 1984).

RozliSujeme pseudogamii a autonomni apomixi. Pfi pseudogamii se vyviji embryo bez

oplodnéni vaje¢né buiky (partenogeneticky), pro vyvoj endospermu je vSak oplodnéni
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centralni bunky zarodecného vaku nutné. Embryo se obvykle za¢inda vyvijet po zacatku
vyvoje endospermu, napf. urodd Rubus, Ranunculus, Hypericum L. Pseudogamie se
vyskytuje u vétSiny druhti s gametofytickou apomixi, zejména u ¢eledi Rosaceae a Poaceae.
Pfi autonomni apomixi je vyvoj endospermu nezavisly na oplodnéni; tento typ apomixe je

mnohem mén¢ Casty a vyskytuje se zejména u Asteraceae (Asker & Jerling 1992).

Apomixe je zpusobena deregulaci genti zodpovédnych za sexudlni rozmnozovani
a obvykle se dédi dominantné. U vétSiny druhti zodpovida za apomixi jeden genovy lokus
[napi. Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich.) Stapf, Ranunculus auricomus L., Paspalum
notatum Fliiggé] nebo nizky pocet lokust (napt. Hieracium caespitosum Dumort. a Poa
pratensis — dva lokusy, Taraxacum officinale agg. — dva nebo tfi lokusy) (Ozias-Akins & van
Dijk 2007). Pro vznik apomixe jsou nutné tii kroky: 1) vznik neredukované vajecné bunky
(apomeiodza), 2) vyvoj neoplozeného embrya (partenogeneze), 3) pseudogamni ¢i autonomni
vyvoj endospermu (Horandl & Paun 2007). Jednotlivé kroky jsou vzajemné nezavislé a jsou
Casto fizeny rtuznymi lokusy (Ozias-Akins & van Dijk 2007). Vyskyt vSech téchto krokut
najednou zkombinovanim nckolika mutaci je malo casty, coZ snizuje pravdépodobnost

spontanniho vzniku apomixe (Hojsgaard & Horandl 2019).

Existuje nékolik hypotéz pro vznik apomixe béhem evoluce. Podle jedné hypotézy vznikla
apomixe hybridizaci ptibuznych druhti, podle jiné doslo k mutaci v jednom nebo nékolika
lokusech, podle dalsi hypotézy doslo diky zménam v DNA metylaci nebo struktuie
chromatinu ke vzniku stabilnich epialel. K epigenetickym zménam mize dochazet v n€kolika
genech nebo jednom hlavnim regulacnim genu. Podle posledni hypotézy genom
apomiktickych rostlin obsahuje faktory specifické pro apomixi, které se nachdzeji v Casti

genomu, kde jsou omezené rekombinace (Koltunow & Grossniklaus 2003).

Vyhodami apomixe (na rozdil od sexualniho rozmnozovani) je potfeba pouze jednoho
rodi¢e (Vv ptipadé autonomni apomixe), niz§i zavislost na opylovacich (u pseudogamnich
apomiktd je obvykle mozné samoopyleni), udrzovani vysoké heterozygotnosti a reprodukéni
izolace (Horandl 2010). Apomixe ma také vyhody pfed vegetativnim rozmnozovanim, které
jsou dany produkci semen — ochrana a dormance semen, rozptyl semen a zbaveni se chorob,
které do semen nestihnou proniknout (Richards 2003). Diky apomixi se mohou rozmnoZovat
semeny i jedinci s lichym poc¢tem chromozomi (Briggs & Walters 2001). Mezi nevyhody
apomixe patii teoreticky vysSi riziko akumulace dele¢nich mutaci oproti sexualnimu
rozmnozovani (Mullerova rohatka; Muller 1964), niz8i genotypova diverzita a nizsi schopnost

adaptace (Horandl 2006).
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Vyzkumu apomixe a jeji dédiCnosti je vénovana velkd pozornost vzhledem k moznému
vyuziti v zem&dé€lstvi. U ekonomicky vyznamnych plodin se vSak téméf nevyskytuje
(s vyjimkou né&kterych tropickych ovocnych stromt a picninafskych trav) (Asker & Jerling
1992). Apomixe se vyskytuje u nékterych druhi piibuznych péstovanym plodinam, napf.
Tripsacum dactyloides (L.) L.je piibuzné kukufici, Elymus rectisetus (Nees) A.Love
et Connor je ptibuzny psenici (Khush et al. 1994). Déle se apomixe vyskytuje u mnoha rodi
picninafskych trav, napf. Cenchrus L., Eragrostis Wolf, Paspalum, Poa L. (Khush et al.
1994). Cilem vyzkumu je introdukce apomixe do kulturnich rostlin z jejich apomiktickych
piibuznych a ziskani apomikticky se rozmnozujicich genotypt (Barcaccia & Albertini 2013)
nebo indukce apomixe pomoci mutace v sexualnich rostlinach a poté ptfenos apomixe do
kulturnich rostlin (Matzk et al. 2000). Apomixe umoziuje stabilizaci genotypu, coz by bylo
pfinosné zejména pro rozmnozovani F1 hybridi (Grossniklaus et al. 2001). Vyuziti apomixe
v zemé&d¢€lstvi u ekonomicky vyznamnéjsich plodin se dosud nezdatilo (Kandemir & Saygili
2015). Apomiktické plodiny maji potencial se invazné Sifit, coz by mohlo byt rizikové
v piipadé uniku téchto rostlin do ptirody nebo introdukce genu pro apomixi do volné

rostoucich ptibuznych druhii (Hojsgaard & Horandl 2019).

3.3. Klasifikace apomikti

Zvolit kritéria pro vymezeni druhti v pfipad¢ apomiktl je problematické, protoze apomikty
nevyhovuji kritériim tradi¢nich konceptd vymezeni druhu, které lze pouzit u sexudlnich
organismu (Horandl 2018). Napi. koncept biologického druhu definuje druh jako skupinu
populaci (¢i jedincil), které se mohou mezi sebou kiizit, ale jsou pfitom reprodukcéné
izolované od jinych takovych skupin (Mayr 1992); u apomiktt tento koncept nelze pouzit,
protoze pii apomixi embryo vznika asexudlné, takZze ke kiizeni nedochédzi. Koncept
fylogenetického druhu je u apomiktl rovnéz problematicky, protoze apomiktické druhy
(vymezené taxonomicky) nemusi byt monofyletické (Horandl 2018). Podle konceptu
genetické koheze atvorby clusteri pfi sexudlnim rozmnozovani genovy tok omezuje
genetickou diverzifikaci a tito jedinci poté dohromady tvoii cluster. Clustery jsou vzajemné
odlisné (geneticky i morfologicky) anevznikaji ptechody mezi nimi. Problémem je, ze
apomikty mohou byt vice diverzifikované nez sexualni linie. Koncept evoluéniho druhu
uznava jako druhy obligatné apomiktické linie, které jsou schopny piezit po dobu

srovnatelnou s dobou existence sexualnich linii (Horandl 2018).
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Obecné¢ existuji  Ctyii hlavni principy vymezeni druhu U ptfibuznych sexualnich
a apomiktickych linii: podle prvniho principu jsou zvlast klasifikovany obligatné sexualni
druhy azvlast znich odvozené apomiktické allopolyploidni linie, které se povazuji za
samostatné¢ jednotky (obvykle druhy). Sexudlni druhy lze vymezit podle konceptu
biologického druhu ¢i konceptu clusterii. Druhy zpusob klasifikuje dohromady sexualniho
ptedka az nich (Casto autopolyploidizaci) vzniklé apomikty do jednoho taxonu (obvykle
druhu). Dals$i zptisob sdruzuje apomiktické allopolyploidni hybridy do skupin (clusteri), které
klasifikuje jako druhy. Posledni zpusob klasifikuje obligatné apomiktické linie, které jsou
tvofené jednim nebo nékolika malo klony a cCasto maji nejasny evolucni plvod, jako

samostatné druhy (agamospecie) (Horandl 2018).

Kvuli zptsobu rozmnozovani ostruziniki podrodu Rubus (fakultativni partenogeneze)
existuje velké mnozstvi riznych znakovée pirechodnych (hybridogennich) biotypt, coz (spolu
s plasticitou vlivem prostiedi) komplikuje jejich klasifikaci. V minulosti byly proto
uplatiiovany casto velmi rozdilné taxonomické ptistupy. Podle nazoru castého v 19. stoleti
(napt. Miiller 1859) byly vSechny druhy stvofeny Bohem a tento typologicky pfistup vedl
k tomu, ze kazdy (zejména morfologicky) odlisny jedinec byl popisovan jako jiny druh. Jini
autofi v 19. stoleti (napt. Syme 1864) naopak klasifikovali ostruziniky jako variety nebo
poddruhy malého poétu jiz popsanych druhti. Podle dalSich autorti (napt. Kuntze 1867)
vznikla vétSina druhG zkiizenim malého mnoZstvi druhlG. Sudre (1908-1913) chybné
zafazoval jednotlivé jedince alokalni biotypy do druhf, které casto mély geograficky
vzdaleny aredl, a klasifikoval je jako jejich vnitrodruhové taxony. Tyto jeho druhy tak byly ve
skutecnosti siln€ polyfyletické. Sudre vytvofil mylny dojem, Ze vSechny ostruziniky lze urcit
a taxonomicky zaradit. Dalsi pfistup hodnotil ostruziniky s ohledem na jejich pylovou fertilitu

a velikost jejich arealu (Focke 1877).

Moderni taxonomie ostruzinikii uznava nékolik sexudlnich a diploidnich druhti jako
,biologické druhy*, vedle toho za druhy povazuje apomiktické (vétSinou hybridogenni) linie
stabilizované pomoci apomixe, které také chape jako pfirozené pfirodni jednotky. Jednotlivé
stabilizované apomiktické biotypy jsou klasifikovany podle velikosti arealu do ¢tyt kategorii:
Siroce rozsifené biotypy maji prameér arealu vétsi nez 500 km, regionalni biotypy 50-250 km,
lokdlni biotypy méné nez 20 km, individualni biotypy jsou napf. i jednotlivé kete (Weber
1996).

Jako druhy jsou v moderni taxonomii ostruzinikd (= batologii) obvykle klasifikovany

vyhradné Siroce roz§ifené a regionalni biotypy, tj. biotypy s primérem aredlu vétSim nez
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50 km (Weber 1996), ale existuji také alternativni nazory, které snizuji tuto hranici na 20 km
(Holub 1997). Tento pfistup zabrainuje popisovani obrovského mnozstvi mélo rozsifenych
(lokalnich a individualnich) biotypt, jak k tomu dochéazelo v minulosti. V moderni batologii
se (az na vyjimky) nerozliSuji vnitrodruhové taxony, protoze mezi jednotlivymi biotypy
obvykle neexistuji vztahy nadfazenosti a podfazenosti (vznikaji vétSinou nezavislou
hybridizaci) a také ptivod jednotlivych druhti obvykle nelze zjistit z jejich morfologie (Weber
1996).

3.4. Geograficka partenogeneze

Geograficka partenogeneze je jev, kdy se blizce pribuzné apomiktické a sexualni linie lisi
ve svém rozSifeni (poloze anebo velikosti arealu) (Vandel 1928). Je znama napf. u rodu
Taraxacum (van Dijk 2003), Ranunculus (Horandl & Paun 2007) a Rubus (Sarhanova et al.
2012). Tento jev neni ziejm& dan jednim faktorem, ale kombinaci vice faktort (Hdorandl

2006).

Ve srovnani s jejich ptibuznymi sexudlnimi liniemi se apomiktické linie vyskytuji ¢astéji
ve vysSich nadmotskych vyskach, zemépisnych Sitkach, v sus$im nebo naruseném prostiedi,
na ostrovech (Bierzychudek 1985, Horandl 2006) a Castéji v oblastech v minulosti
zalednénych (Kearney 2005). Tento fenomén byl popsan u rostlin i zivo¢ichti (napf. Asker
& Jerling 1992, Kearney 2005, Horandl 2006).

V severnéji polozenych oblastech severni polokoule je vy$§i pomér apomiktickych nebo
polyploidnich druhti k celkovému poctu druhl nez v jiznéjSich oblastech, absolutni pocet
druhti je zde ovSem niz§i. Dlivodem je to, Ze pocet sexudlnich druhi smérem k severu klesa

rychleji nez pocet apomiktickych druht (Asker & Jerling 1992).

Né&které apomiktické polyploidni linie jsou Siroce rozsifené, zatimco jejich piibuzné
sexualni diploidni druhy maji velmi omezeny aredl, coz plati napt. u nékterych sexudlnich
druhit z okruhu Ranunculus auricomus (Hoérandl & Paun 2007) nebo u okruhu Hieracium
alpinum agg. (Mraz et al. 2009). Blizce ptibuzné sexualni a apomiktické druhy se také mohou
rozSifeni (Asker & Jerling 1992), napt. u rodi Paspalum (Urbani et al. 2002), Taraxacum,
Chondrilla L. (van Dijk 2003) a Ranunculus (Hérandl & Paun 2007).

Apomikty se Casto vyskytuji v oblastech ovlivnénych zalednénim v pozdnim pleistocénu

(Kearney 2005), které pokryvalo az 20 % plochy Zemé&. Béhem pleistocénu doslo k osmi
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velkym zalednénim oddé€lenym kratSimi obdobimi interglacialu. Béhem postupujiciho
kde se dostavaly do kontaktu se sexualnimi druhy. Hybridizaci nasledné¢ vznikaly nové
apomiktické linie, které byly schopné se adaptovat na podminky v odlednénych oblastech
diky vyhodam apomixe a polyploidie (Carman 1997). Apomikty se béhem interglacialu Sifily
2005). Vznik apomiktickych linii béhem zalednéni potvrdilo vice studii (napf. Dobes et al.
2004, Paun et al. 2006).

Geografickou partenogenezi a siroké rozsifeni apomikt vysvétluji rizné hypotézy. Podle
hypotézy ,,general-purpose genotypes* (GPG) jsou apomiktické druhy generalisté se Sirokou
ekologickou amplitudou, diky ¢emuz mohou existovat i v extrémnich podminkach a jsou
méng citlivé ke zméné podminek nez jejich ptibuzné sexudlni druhy (Lynch 1984). Hypotéza
GPG byla testovana u rostlin i zivo¢ichli, vétSina studii ji vSak nepodporuje nebo jsou

vysledky nejednoznacné (napt. Kenny 1996, Michaels & Bazzaz 1989).

Dalsi hypotézou je ,,frozen niche variation, podle niz apomiktické linie vznikaji kiizenim
sexualnich druhii. Tyto linie jsou tedy geneticky rozdilné, maji uzsi ekologickou niku a kazda
Z linii osidluje ¢ast ptivodni niky rodicovskych druhti — jsou to tedy specialisté. Apomiktické
linie dohromady tak vyuzivaji dostupné zdroje mnohem efektivnéji nez sexualni druhy
(Vrijenhoek 1984).

Dalsi vysvétleni geografické partenogeneze souvisi s imigraci, kterd je v severnéjSich
adaptovanych pro danou oblast, produkuji potomstvo, které je adaptované na podminky dané
oblasti stejné dobfe jako matefsky jedinec. Kvuli ¢asté imigraci v severnéji polozenych
oblastech v3ak dochazi Casto ke kiizeni adaptovanych sexudlnich jedinct s imigranty, ktefi
nejsou pro podminky dané oblasti adaptovani. Jejich potomstvo tedy nemusi byt vhodné

adaptované a muze byt vytlaceno apomikty (Peck et al. 1998).

Apomikty jsou (az na vyjimky) polyploidy hybridniho pivodu a Siroké rozsiteni apomiktii
a s tim souvisejici geografickd partenogeneze mohou byt zptisobeny vyhodami polyploidie.
Geny mohou ziskavat nové funkce, protoze jsou u polyploidii pfitomny ve vice kopiich,
a potomci vznikaji kombinaci genetické informace nékolika jedinci, z téchto dvou duvoda
jsou polyploidni jedinci vice fyziologicky a ekologicky flexibilni nez jejich diploidni rodice

(Bierzychudek 1985). Samotna polyploidie vSak nemusi vysvétlovat Siroké rozSifeni
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apomikttl; napf. u Boechera holboellii (Hornem.) A.Lowe & D.Lowe jsou diploidni

populace vice rozsifené nez populace polyploidni (Dobes et al. 2004).

3.5. Prutokova cytometrie

Pratokova cytometrie (FCM, flow cytometry) je moderni, rychla a pfesna metoda
vyuzivana kurCeni ploidie aobsahu DNA v jadfe, pocitani krevnich bun¢k, detekci
mikroorganismi, tfidéni ¢astic a vyzkumu bunécného cyklu a genové exprese (Suda 2005).
Vyuziva se napi. v genetice, imunologii, biochemii, fyziologii rostlin, molekularni biologii

a environmentalnich védach (Robinson & Grégori 2007).

Pritokovy cytometr méii nékteré optické vlastnosti vzorku, nejcastéji intenzitu
fluorescence (Suda 2005). Fluorescence je jev, kdy po ozéareni dané latky svétlem urcité
vinové délky tato latka vyzari svétlo vétsi vinové délky a nizsi energie (Dolezel et al. 2007b).
K analyzovanému vzorku se pfida fluorescencni barvivo (fluorochrom), které se véze na
DNA. Pii ozafeni svétlem urCité vinové délky dochazi k excitaci elektront, jez se vSak
nasledn¢ vraceji do pivodni energetické hladiny, pti¢emz se uvoliuje energie ve formé tepla

a svétla (fluorescence) (Suda 2005).

Mezi fluorochromy patii barviva neselektivné se vazici do struktury DNA, umoziujici
stanovit jeji celkové mnozstvi (propidium jodid a ethidium bromid), barviva specificky se
fenylindol), dale DIPI [4',6-bis(2 -imidazolinyl-4’,5"-H)-2-fenylindol], Hoechst a barviva
vazici se do mist bohatych na G-C béaze (mitramycin, chromomycin a olivomycin), jez se
pouzivaji méné kvili nizké kvalité analyzy (Suda 2005). Pomér A-T/G-C vsak zpravidla neni
u rostlin konstantni a pro odhad velikosti genomu neni tedy vhodné pouzivat barviva

specificky se vazici na urcité baze (Dolezel et al. 1998).

K analyzovanému vzorku se ptidava standard — biologicky material, ktery se srovnava
s méfenym vzorkem a pouziva se i1 pii kalibraci ptistroje (Greilhuber et al. 2007). Standard
musi byt biologicky podobny vzorku (pro rostlinny vzorek nelze pouzit zivoc€isny standard)
a cytologicky homogenni, peaky vzorku a standardu se nesmi ptekryvat, standard by nemél
obsahovat inhibitory fluorescence a mél by mit stalou velikost genomu (Greilhuber et al.
2007). Jednim z nejpouzivangjSich standardt je Pisum sativum; jeho vyhodou je stabilita

genomu, snadnéd dostupnost a velmi nizky obsah inhibitorii (Greilhuber et al. 2007). Dale se
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pouzivaji Allium cepa L., Vicia faba L., Zea mays L., Glycine max (L.) Merr., Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh. aj. (Dolezel et al. 1998).

Pratokovy cytometr ma tiéi hlavni casti: pratokovou, optickou a elektronickou a je
propojeny s poc¢itaem (Robinson & Grégori 2007). V prutokové casti je dulezita pratokova
komurka, v niz je vzorek vstiiknut do stfedu proudu a pomoci unaseci kapaliny se jednotlivé
Castice sefadi a pohybuji se jedna za druhou (Robinson & Grégori 2007). Zdrojem excita¢niho
zateni v optické Casti je laser, pouzivany v kombinaci s fluorochromy propidium jodidem
a ethidium bromidem, nebo rtutova vybojka, pouzivana s DAPI a Hoechst (Dolezel et al.
2007a).

Excitacni filtry slouzi k vybéru urcité excitacni vinové délky. Jednotlivé ¢astice postupné
prochdzeji paprskem excitacniho zatreni. Emitované fotony se pomoci filtrti tfidi podle své
vlnové délky a jsou detekovany fotodetektory. Data jsou ptevedena do digitalni podoby

a zobrazi se v pocitaci v podobé& histogramu nebo cytogramu (Robinson & Grégori 2007).

Histogram zobrazuje rozlozeni fluorescence izolovanych c¢astic. V histogramu se mohou
objevit dalsi peaky diky mixoploidii somatickych bunék (Matzk et al. 2000). Pfesnost méfeni
popisuje variacni koeficient (CV, coefficient of variation), ktery je definovén jako pomér
CV. Pfic¢inou variability fluorescence Castic tvoficich jednotlivé peaky je rtizna barvitelnost,

chyba pfistroje a nestejné podminky (Suda 2005).

Vyhodou FCM je jednoduchost ptipravy vzorku a velké rychlost analyzy (Ize analyzovat
az 100 000 castic/s, Robinson & Grégori 2007) a je potfeba velmi maly vzorek, coz je velka
prednost v pripad¢é ohrozenych druhti a jedinct ve fazi raného ontogenetického vyvoje (Suda
2005, Suda et al. 2007). Pomoci FCM Ize analyzovat vzorky cerstvych pletiv riiznych
rostlinnych ¢asti, napt. listd, stonkill, kofent, korunnich a kaliS$nich listkidi; nejvhodnéjsi jsou
vétSinou mladé listy, které obsahuji malo sekundarnich metaboliti (Suda 2005). DalSimi
vyhodami jsou moznost métfeni nedélicich se bunék a detekce endopolyploidie a smésnych

vzorkd (Suda 2005, Suda et al. 2007).

Nevyhodou FCM je vétSinou nutnost pouzivat Cerstvy material a dale omezena schopnost
odlisit aneuploidii. U nékterych skupin rostlin (Geraniaceae, Rosaceae, nékteré jehli¢nany
a kaprad’orosty) se vyskytuji sekundarni metabolity (napf. taniny), které zabrafuji vazbé
fluorochromu na DNA. Problémem je icena samotného prutokového cytometru, ktera

omezuje vetsi rozsifeni této metody (Suda 2005).
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Metoda FCM se zpocatku pro analyzu u rostlin nepouzivala kvili vysoké cené pfistroje
a nutnosti analyzovat vzorek v podobé suspenze castic. Bunky rostlin vSak maji pevnou
bunécnou sténu a zpravidla tvofi pletiva, volné buiiky jsou malo ¢asté. Jednotlivé bunky lze
izolovat hydrolyzou pletiv pektindzami. Tento zptisob dobie funguje u mladych pletiv, nelze
jej vSak pouzit u vSech druhii rostlin. Problémem jsou sekundarni metabolity, které mohou
zpusobovat autofluorescenci. Dal§im zplisobem je izolace protoplastl, jez je vSak casové
naronad arovnéz pouzitelna jen unckterych druhli. Dnes nejpouzivanéjsi metodou je
homogenizace vzorku (nasekani najemno pomoci ziletky) v pufru a prefiltrovani, ¢imz

ziskame suspenzi jader (Dolezel et al. 2007b).

Metoda analyzy zralych suchych semen (FCSS, flow cytometry seed screen), kterou jako
prvni pouzil Matzk et al. (2000), se v soucasnosti rychle rozviji a vyuziva se k ur¢eni zptisobu
rozmnozovani z poméru ploidie embrya aendospermu u jednotlivych druht, populaci
ajedinct ake zjisténi odchylek od normalniho sexualniho rozmnozovani (Matzk 2007).
V histogramu lze pozorovat peaky pro embryo, endosperm apouzity standard. Embryo
obsahuje mnohem vice jader nez endosperm, peak embrya je tedy mnohem vyssi nez peak
endospermu. Vyhodou je, Ze tuto metodu lze pouZit 1 U starych, jiz nekli¢ivych semen, nelze ji
vSak vyuzit, pokud ma embryo a endosperm stejnou ploidii, pokud je ploidie embrya
a endospermu stejna pii sexudlnim a asexudlnim rozmnoZovani ataké nelze jeji pomoci

rozlisit aposporii a diplosporii (Matzk 2007).
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4. Material a metody
4.1. Rostlinny material

Pro analyzu byla pouZita semena R.ser. Glandulosi nasbirana na lokalitich v Ceské
republice, Mad’arsku, Némecku, Polsku, Rakousku, Rumunsku a Slovinsku, v regionech,
které dosud nebyly analyzovéany a Vv téch, kde se podle taxonomickych udaji dala ocekavat
pfitomnost sexualnich i apomiktickych linii (Tab. 1). Materidl sbirali Bohumil Travnicek,
Michal Sochor, Martin Danéék, Vojtéch Zila, Gergely Kiraly, Véra Forejtova, Pavol Elias
a Michael Hohla v prubéhu let 2012-2018. Semena byla sbirdna zvlast' z kazdého jedince,
v nékterych piipadech byli sbirani tfi jedinci na lokalitu. Ke kazdému jedinci byl pofizen
herbarovy doklad, ktery je ulozen v herbafi Katedry botaniky Univerzity Palackého

J 4

Vv Olomouci nebo soukromych herbarich sbérateli.

Tab. 1. — Seznam analyzovanych vzorka R. ser. Glandulosi; Gla — R. ser. Glandulosi (neklasifikované biotypy),
cf. her — R. cf. hercynicus, luc — R. lucentifolius, el — R. elegans, cf. obor — R. cf. oboranus, ,ps“ —
R. ., pseudosiemianicensis* ined., cf. ,ps“ — R. cf. ,,pseudosiemianicensis“, cf. guen — R. cf. guentheri, lus —
R. lusaticus, liv — R. lividus, VF — V. Forejtova, GK — G. Kiraly, MS — M. Sochor, MH — M. Hohla, MD -
M. Dangak, PE — P. Eli4$, BT — B. Travni¢ek, VZ — V. Zila.

Sbérovy kod Taxon Zem. §itka  Zem. Lokalita Sbératel
délka
Bilek 1 Gla 49°42'14"  15°43'39"  Ceska republika, Ceskomoravska vrchovina, VF
N E Bilek u Chotéboie, 500 m ZJZ od zel. st.,

u lesni cesty

Bily Kamen 3 Gla 49°26'06"  15°31'18"  Ceska republika, Ceskomoravska vrchovina, VF

N E Bily Kamen, 1,1 km V od stfedu obce, u lesni
cesty

Csehbanya 1 Gla 47°10'07"  17°41'07"  Madarsko, Csehbanya, 400 m JZ od obce, GK
N E lesni okraj

Farkasgyept 1 Gla 47°11'19"  17°38'37"  Madarsko, Kisléd, 1,6 km J od Farkasgyepti, GK
N E mlady les u silnice ¢. 83

Gla-Kop-L/12 Gla 49°38'34"  17°21'40"  Ceska republika, Stiedni Morava, MS
N E Sv. Kope¢ek u Olomouce, 2,2km SV od

baziliky na Sv. Kopecku
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Gla-Kop-M/12

Gloggnitz 1

Graz 1

Janovice 2

L102760100

L102760179

L102760285

L102760315

L102760414

L102760421

L102760445

Gla

Gla

Gla

Gla

Gla

Gla

Gla

Gla

Gla

Gla

Gla

49°38'32"
N

47°41'16"

N

47°05'34"

N

49°28'31"
N

48°21120"
N

48°2'39"N

47°55'15"
N

48°43'46"
N

48°29'31"
N

48°29'31"
N

48°57'49"
N

17°21'34"
E

15°55'36"

E

15°1524"

E

15°49'11"
E

13°42"28"
E

12°55'3"E

13°32'8"E

13°53'17"
E

13°26'32"
E

13°26'32"
E

12°4'32"E

Ceska republika, Stredni Morava,
Sv. Kopecek u Olomouce, 2km SV od
baziliky na Sv. Kopecku

Rakousko, Dolni Rakousko, Gloggnitz,
350 m JV od Schmalzgrube, jehli¢naty les

Rakousko, Styrsko, St. Oswald bei
Plankenwarth, 1,8 km SZ od stfedu obce,

mytina a lesni okraj

Ceska republika, Ceskomoravska vrchovina,
Polna-Janovice, 2,7 km VIV od stiedu obce,
okraj lesa

Rakousko, Horni Rakousy, St. Willibald,
1,6 km VJV od stiedu obce, Salletwald, V od
Kalchdobl

Rakousko, Horni  Rakousy, Franking,
500 m SV od Hartberg, Waldrand an der
Nordostseite

Rakousko, Horni  Rakousy, Attersee,

500 m V od Neuhofen

Rakousko, Horni Rakousy, Klaffer am
Hochficht, Bohmerwald, 600 mJod
Holzschlag

Némecko, Bavorsko, Neuhaus am Inn,

700 m SSV od Vornbach

Némecko, Bavorsko, Neuhaus am Inn,

700 m SSV od Vornbach

Némecko, Bavorsko, Pentling, 500 m SZ od

stiedu obce Hohengebraching
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GK

GK

VF

MH

MH

MH

MH

MH

MH
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L102760469

MD-Gla1/18

MD-Gla2/18

PE 4/3

PE 2/1

R81/14

R93/15 a R95/15

R141/14

R154/18

R159/18

R184/13

R184/14

R216/18

Gla

Gla

Gla

Gla

Gla

Gla

cf. her

Gla

luc

Gla

el

Gla

Gla

48°57'49"
N

47°4722"
N

47°38'35"
N

49°24'41"

N

48°3223"
N

47°25'05"

N

50°48'32"
N

47°37'36"
N

50°16'04"
N

50°16'04"
N

49°02'40"
N

47°25'42"
N

49°53'38"
N

12°4'32"E

13°29'43"

E

13°54'50"
E

18°56"29"

E

18°49'31"
E

23°24'53"

E

14°54'49"
E

12°14'16"
E

17°40'08"
E

17°40'08"
E

08°06'52"
E

09°46'49"
E

18°04'33"
E

Némecko, Bavorsko, Pentling, 500 m SZ od

stfedu obce Hohengebraching

Rakousko, Burgbachau, 400mSV od
Burggrabenklamm

Rakousko, u jezera Toplitzsee, 400 m SV od

obce Gossl

Slovensko, Zapadni Beskydy, Os$¢adnica,
2 km Z od Vel'ké Raci, okraj lesa u turistické
stezky

Slovensko, Stiavnické vrchy, Hlinik nad
Hronom, 2 km V od obce, les usilnice do

Sklenych Teplic

Rumunsko, lesy mezi obcemi Fericea
a Curtuisu Mare, 2,5 km JZ od Curtuisu Mare

Ceska republika, S Cechy, Bily Kostel nad
Nisou, 1,7 km JZ od stiedu obce, Dubina

Rakousko, 1 km V od obce Ebbs u mésta
Kufstein

Ceska republika, Slezsko, 1,4 km Jod obce

Hlinka, u lesni cesty

Ceska republika, Slezsko, Hlinka, u lesni

cesty

Z Némecko, Freckenfeld, u lesni cesty 2,4 km

J od obce u mésta Karlsruhe

Rakousko, 100 m S od osady Rickatswende

U mésta Dornbirn

Ceska republika, Slezsko, Haj ve Slezsku,
u lesni cesty 300 m JZ od Padafova
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MD

MD

PE

PE

BT

BT, VZ,

MS

BT

BT

BT

BT

BT
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R219/18 cf.obor  49°53'38"  18°04'33"  Ceska republika, Slezsko, H4j ve Slezsku, BT

N E u lesni cesty 300 m JZ od Padafova

R236/14 Gla 47°04'57"  09°54'24"  Rakousko, mésto Schruns, SZ okraj BT
N E

R245/18 wps 50°2823"  16°2826"  Polsko, Slezsko, Raszkow, 1,6 kmJZ od BT
N E obce, u lesni cesty

R250/18 cf.,,ps“ 50°22'49"  16°31'40"  Polsko, Slezsko, Polanica-Zdréj, JV od obce, BT
N E U lesni cesty

R286/18 Gla 50°14'41"  17°23'30"  Ceska republika, Slezsko, Zlaté Hory, mytina BT
N E 2 km J od stiedu obce

R288/14 cf. guen  51°00'02"  14°24'05"  Ceska republika, S Cechy, Sluknovsko, BT, MS
N E V. Senov, Z okraj Partyzanského vrchu

R296/14 lus 51°06'18"  14°4521"  Némecko, Rosenbach, 200 mVod BT, MS
N E Georgenberg

R311/13 liv 50°11'10"  12°1720"  Némecko, Assko, Birendorf, kioviny BT
N E u ¢esko-ném. hranice 650 m J od obce

Soéchau 1 Gla 47°0320"  16°00'41"  Rakousko, Styrsko, Maierhofen, 0,5 km J od GK
N E obce, Hochgrabenweg, lesni okraj

Szalafo 1 Gla 46°5227"  16°18'16"  Madarsko, Szalafd, 2,7 km Z od Fels6szer, GK
N E mytina

Zemplén 1 Gla 48°25'51"  21°27'34"  Madarsko, Nagyhuta, 2,5 km Z od obce, GK
N E Komlési-volgy, lesni okraj

Ziri 1 Gla 46°04'45" 14°05'52"  Slovinsko, Fuzine, 0,6 km JJV od stiedu GK
N E osady, bukovy les

4.2. Priprava a analyza vzorku

Bylo analyzovéno 10 Zivych zralych semen z kazdého vzorku, pfipadné niz8i pocet
z divodu vysokého podilu abortovanych semen v nasbiraném vzorku. Kazdé semeno bylo

roziiznuto Ziletkou, embryo a endosperm vyjmuty a endokarp odstranén. Druh Pisum sativum
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‘Ctirad” (2C = 8,76 pg; Greilhuber et al., 2007) byl pouzit jako interni standard. Vnitiek
semene a standard byly v Petriho misce dohromady najemno nasekany ziletkou v 1 ml LBO1
pufru s PVP (polyvinylpyrrolidon) a merkaptoethanolem {Dolezel et al. 1989; 15 mM Tris
[tris-(hydroxymethyl)-aminomethan], 2 mM EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova),
0,5 mM tetrahydrochlorid sperminu, 80 mM KCI, 20 mM NaCl, 0,1% Triton X-100
(oktylfenol ethoxylat), 30 g L™ PVP40 a 550 puL L 2-merkaptoethanol, pH = 8,0}. Vznikla
suspenze jader byla nasledné prefiltrovana pies nylonovy filtr o velikosti pori 42 um do
kyvety a poté bylo pfidano 0,2 ml LBO1 pufru a 50 pl barviva DAPI. Vzorek byl promichan
améfen pomoci pritokového cytometru CyFlow ML (Partec, Miinster, Némecko)
vybaveného LED zdrojem excitaéniho UV zafeni (365 nm, 10 mW). Rychlost pritoku byla

nastavena kolem 10 jader/s, analyzovano bylo 3 000 jader.

Byly zaznamenany pozice peaku embrya, endospermu a standardu a jejich variacni
koeficient (CV, coefficient of variation). Pfti CV>5bylo vyuZzito ofezu dat (gatovani).
Priméry CV pro embryo byl 4,77, pro endosperm 4,08 a pro standard 3,63. Ploidie embrya
byla vypocitana jako pozice peaku embrya/pozice peaku standardu/0,045, coz je koeficient
vypocitany na zakladé predchozich méfeni vzorkli o znamé ploidii, odpovidajici relativni
fluorescenci jedné chromozoémové sady (M. Sochor, osobni sdéleni). Ploidie endospermu byla

vypocitana podle vzorce: pozice peaku endospermu X ploidie embrya/pozice peaku embrya.

Podle poméru ploidie embrya aendospermu byl uréen zptusob vzniku semene -
redukovana oplozend vaje¢na builka (sexualni rozmnoZovani), neredukovand neoplozena
vajecna buinka (normalni apomixe) a 2 odchylky — redukovana neoplozena vaje¢na buiika
a neredukovana oplozend vajecné buitka. Oc¢ekavané ploidie byly nasledujici (za predpokladu
ucasti redukované mikrospory): pfi sexualnim rozmnozovani ploidie embrya 4x (n+ n)
a ploidie endospermu 6x (2n+ n), pfi apomixi ploidie embrya 4x (2n+ 0) aploidie
endospermu 10x (4n + n), v ptipadé redukované neoplozené vajeéné buiiky ploidie embrya
2x (n + 0) aploidie endospermu 6x (2n+ n) av ptipadé neredukované oplozené vajecné
bunky ploidie embrya 6x (2n + n) aploidie endospermu 10x (4n + n). Ocekavany pomér
ploidie embrya aendospermu pii sexualnim rozmnozovani byl 2:3, pfi apomixi 2:5, pfi

redukované neoplozené vaje¢né buiice 1:3, pii neredukované oplozené vajecné buiice 3:5.

Podle poméru normalnich apomiktickych semen byli jedinci zafazeni do tii kategorii.

Jedinci s nejvySe 10 % apomiktickych semen byli klasifikovani jako sexualni, jedinci s vice
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nez 10% améné nez 50 % apomiktickych semen jako fakultativné sexualni a jedinci

s nejméné 50 % apomiktickych semen byli klasifikovani jako fakultativné apomikticti.
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5. Vysledky

Metodou analyzy semen pritokovou cytometrii (FCSS) byla analyzovana semena zastupct
Rubus ser. Glandulosi. Vnitiek semen byl méfen spolu se standardem Pisum sativum.
Vyjimecné byla zjisténa semena bez endospermu, takova byla vyfazena z analyzy. Celkem

bylo analyzovano 368 semen ze 41 vzorku (jedinci).

Byly zaznamenany ctyii zplisoby vzniku semene: sexualni (redukovand oplozené vajecna
buiika; 83,15 % semen), normalni apomixe (neredukovana neoplozend vajecnd burika;
13,04 % semen), neredukovana oplozena vajeéna bunka (2,72 % semen) aredukovana

neoplozena vaje¢na buiika (1,09 % semen).

Semena vyvinutd z redukované vaje¢né bunky tvofila 84,24 %, z toho naprostd vétSina
(98,71 %) byla oplozena (normalni sex). Semena vyvinuta z neoplozené vajeéné buniky tvofila

14,13 %, z nichz 92,31 % bylo neredukovanych (normélni apomixe).

U semen vzniklych sexualné¢ (zred. opl. vaj. bunky) byla ploidie embrya obvykle
4x a ploidie endospermu 6x (96,41 % sexualnich semen). U jednoho semene byla ploidie
embrya 3x aendospermu 5x, osm semen mélo ploidii embrya 5x aendospermu 7X. Dvé
semena m¢la ploidii embrya 4x a endospermu 8x. Pfiklad histogramu pro sexualni semeno

ukazuje Obr. 3a.
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Obr. 3. — Ptiklad vysledku FCSS analyzy ve formé histogramu; a — sexualni semeno (embryo 4x, endosperm 6x),
b — apomiktické semeno (embryo 4x, endosperm 10x); emb — peak embrya, end — peak endospermu, st — peak

standardu Pisum sativum.
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Semena vznikla normalni apomixi (z nered. neopl. vaj. bunky) méla ploidii embrya
4x a ploidie endospermu byla vétSinou v rozmezi 10x—12x (95,83 % apomiktickych semen).
Vyjimkou byla tfi semena s ploidiemi: embryo 4x, endosperm 15x; embryo 5x, endosperm
12x; embryo 4x, endosperm 16X. Ptiklad histogramu pro apomiktické semeno zobrazuje
Obr. 3b.

Ctyti semena vznikla z red. neopl. vaj. buiiky (haploidni partenogeneze). Ploidie embrya

byla u vsech téchto semen 2x a ploidie endospermu 6x.

Deset semen vzniklo z nered. opl. vaj. buriky. Ploidie embrya u téchto semen vzrostla.
Ploidie embrya byla vétSinou 6x a ploidie endospermu 9x, 10x ¢i 12x (90 % nered. opl.

semen), z toho nejcastéji 10x. Jedno semeno mélo ploidii embrya 5x a endospermu 15x.

Podil zptsobl vyvoje semen se u jednotlivych jedinct vyrazné lisil (Tab. 2). Vyhradné
sexudlni semena tvoftilo 58,54 % jedinct. Naopak zadné sexualni semeno se neobjevilo u tii
jedinct; tyto vzorky vsak byly relativné malé (jedno az tii semena). U 68,29 % jedinct nebylo
zaznamenano zadné normalné apomiktické semeno. Dva vzorky s malym poctem semen
(jedno, resp. tfi semena) mély 100% podil apomiktickych semen. Podil red. neopl. semen byl
nejvyse 33,33 % a podil nered. opl. semen byl vétsinou do 10 %. Vyjimkou byl vzorek se

30 % a maly vzorek (dvé semena) se 100 % nered. opl. semen.

Tab. 2. — Cetnost zpiisobu vyvoje semen u jednotlivych vzorkd Rubus ser. Glandulosi; Gla — R. ser. Glandulosi
(neklasifikované biotypy), cf. her — R. cf. hercynicus, luc — R. lucentifolius, el — R. elegans Hayata, cf. obor —
R. cf. oboranus, ,,ps*“ — R.,, pseudosiemianicensis* ined., cf. ,ps* — R. cf. , pseudosiemianicensis*, cf. guen —
R. cf. guentheri, lus — R. lusaticus, liv — R. lividus, red. opl. — redukovana oplozena vaje¢na buiitka (sexualni
rozmnozovani), nered. neopl. — neredukovana neoplozend vajec¢na bunika (normalni apomixe), red. neopl. —

redukovana neoplozena vaje¢na burka, nered. opl. — neredukovana oplozena vaje¢na burika.

Vyvoj semen (%)

Sbérovy kod Taxon Podet semen red. opl. nered. neopl. red. neopl. nered. opl.
Bilek 1 Gla 10 100,0 0,0 0,0 0,0
Bily Kamen 3 Gla 10 90,0 0,0 0,0 10,0
Csehbanya 1 Gla 10 90,0 10,0 0,0 0,0
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R141/14 Gla 10 100,0 0,0 0,0 0,0

R154/18 luc 10 10,0 70,0 10,0 10,0
R159/18 Gla 10 20,0 70,0 0,0 10,0
R184/13 el 2 0,0 0,0 0,0 100,0
R184/14 Gla 10 100,0 0,0 0,0 0,0
R216/18 Gla 10 100,0 0,0 0,0 0,0
R219/18 cf. obor 10 100,0 0,0 0,0 0,0
R236/14 Gla 10 20,0 80,0 0,0 0,0
R245/18 DS 10 90,0 10,0 0,0 0,0
R250/18 cf. ,ps* 10 20,0 70,0 10,0 0,0
R286/18 Gla 10 100,0 0,0 0,0 0,0
R288/14 cf. guen 3 0,0 100,0 0,0 0,0
R296/14 lus 4 50,0 50,0 0,0 0,0
R311/13 liv 1 0,0 100,0 0,0 0,0
Séchau 1 Gla 10 100,0 0,0 0,0 0,0
Szalafo 1 Gla 10 20,0 50,0 0,0 30,0
Zemplén 1 Gla 10 100,0 0,0 0,0 0,0
Ziri 1 Gla 10 100,0 0,0 0,0 0,0

Jedinci byli klasifikovani podle podilu normalnich apomiktickych semen. Vétsina jedinct
(73,17 %) byla klasifikovana jako sexualni, 21,95 % jedinctu jako fakultativné apomikti¢ti
a zbyli dva jedinci (4,88 %) jako fakultativné sexualni.
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Podil apomiktického rozmnozovani se geograficky lisil (Obr. 4). Fakultativné apomikticti
jedinci byli zaznamenani zejména po obou stranach hranice Ceské republiky s Némeckem
a Polskem (a v diivéjsi studii, Sarhanové et al. 2012, také v jiznich Cechach). Na zapadé
Némecka, Rakouska ataké Madarska bylo zaznamenano po jednom fakultativné
apomiktickém jedinci. Dva fakultativné sexualni jedinci pochazeli ze severnich Cech

a z Némecka (Bavorska). Ostatni jedinci ze zbyvajicich regiont byli sexudlni.

v v v v v 13V v 1V v v 18y 19y v v v 3

51S

505

495
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A

Obr. 4. — Mapa lokalit vzorkt Rubus ser. Glandulosi, klasifikovanych podle podilu apomiktickych semen;
vlastni data (te¢ky) a data z prace Sarhanova et al. (2012) (trojuhelniky); sexualni (fialove), fakultativné sexualni

(Cerveng), fakultativné apomikticky vzorek (modie).
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6. Diskuse

Skutecnost, Ze jsou ostruziniky zna¢n¢ variabilni ve zplisobu rozmnozovani, byla jiz diive
prokazana napf. pomoci cytoembryologickych metod (napt. Pratt & Einset 1955) nebo
experimentalnim kiiZenim (napf. Haskell 1960). Sarhanova et al. (2012) jako prvni méfili

semena ostruzinikt metodou FCSS.

Metodou FCSS jsem analyzovala semena R. ser. Glandulosi z riznych regiond. Potvrdila
se prevaha sexudlniho rozmnozovani nad apomixi (83,15 % vSech semen a 73,17 % jedinct
bylo sexualnich). Ser. Glandulosi je jedinou sérii podrodu Rubus s pievazujicim sexualnim
rozmnozovanim (Sarhanova et al. 2012). Vyssi podil sexuality nez ostatni série maji také
jinak ptrevazné apomiktické ser. Discolores (P. J. Miill.) Focke a ser. Radula (Focke) Focke
(Sarhanova et al. 2017).

6.1. Variabilita v ploidii embrya a endospermu u jednotlivych zpisobu reprodukce

Sexualni semena maji obvykle pomér matefského a otcovského genomu v endospermu 2:1,
jiny pomér vede u nékterych druhu rostlin k aborci semene (Koltunow & Grossniklaus 2003).
Sexudalni semena nejCastéji vznikla oplozenim zarodecného vaku redukovanou diploidni
mikrosporou (= pylovym zrnem); vzniklé semeno mélo 4x embryo a 6x endosperm. Protoze
se ser. Glandulosi casto kiizi se zastupci jinych sérii, napt. zkiizenim se ser. Discolores
vznikli v minulosti n&ktefi zastupci ser. Radula (Sarhanova et al. 2017), dochazi nékdy
k oplozeni mikrosporou jiného druhu o jiné ploidii; napf. pti oplozeni redukovanou haploidni
mikrosporou (pravdépodobné z diploidniho R. idaeus) vzniklo semeno s ploidii embrya
3x a endospermu 5x a pii oplozeni neredukovanou triploidni mikrosporou vzniklo semeno
s 5x embryem a 7x endospermem. Sarhanova et al. (2012) nezjistili u ser. Glandulosi zadna
sexualni semena s jinymi ploidiemi embrya a endospermu (vSechna semena méla 4x embryo

a 6x endosperm).

Ploidie endospermu apomiktickych semen byla velmi variabilni, protoze u apomiktii mize
mit endosperm velmi rozdilny pomér matefského a otcovského genomu (Sarhanova et al.
2012). Nejcastgjsi byl 10x endosperm, ktery vznikd pii ucasti redukované diploidni
mikrospory. Endosperm jinych ploidii mize vznikat napt. po opyleni neredukovanym pylem,
pylem jiného druhu sjinou ploidii ¢i aneuploidnim pylem. Ne&kolik semen mélo
11x endosperm, ktery vznikd oplozenim jadra zdrode¢ného vaku triploidni mikrosporou;

12x endosperm miize vznikat oplozenim bud’ pomoci jedné neredukované tetraploidni
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mikrospory nebo dvéma redukovanymi mikrosporami. Miize také dochézet ke splynuti vice
jader zarode¢ného vaku, jak zjistili Pratt & Einset (1955), ¢imz vznika endosperm s vysokou
ploidii. K tomu doslo u semene s ploidii embrya 4x a endospermu 15x, ktery vznikl splynutim
12x jadra zarodeéného vaku s3x mikrosporou, ataké usemene s ploidii embrya
4x a endospermu 16x, coZ byla zaroven nejvyssi zjisténa ploidie endospermu. Sarhanova et al.
(2012) rovnéz zaznamenali vysokou variabilitu ploidie endospermu u apomiktickych semen;
nejéastéjsi byly ploidie 10x a 12x a vyskytla se i dvé semena s ploidii 14x a 16x. Nejvyssi
zjisténa ploidie endospermu u ser. Glandulosi tedy byla 16x, celkové v podrodu Rubus vSak

zjistili nejvyssi ploidii endospermu 20x.

Podle vlastnich vysledkt i vysledkd z prace Sarhanova et al. (2012) bylo také zjisténo
nékolik semen, jejichz embrya vznikla zredukované neoplozené vajecné bunky
nebo neredukované oplozené vaje¢né bunky. V prvnim piipadé vzdy vzniklo 2x (dihaploidni)
embryo a 6x endosperm, ktery vznikl oplozenim zarode¢ného vaku redukovanou diploidni
mikrosporou. V druhém piipadé doslo k oplozeni vaje¢né bunky i jadra zarodecného vaku

redukovanou diploidni mikrosporou a ploidie embrya byla vzdy 6x a ploidie endospermu 10x.

6.2. Geograficka partenogeneze na studovaném uzemi

Sarhanova et al. (2012) srovnavali podil sexualniho a apomiktického rozmnoZovani
U jedinctl ze zapadnich Karpat ajizni Gasti Ceského masivu (jiznich Cech) a zjistili u ser.
Glandulosi geografickou partenogenezi. Geografickd partenogeneze byla znama jiz diive
v ramci podrodu Rubus (Asker & Jerling 1992). Sarhanova et al. (2012) zjistili, Ze vétSina
semen u vétsiny matefskych rostlin zjiznich Cech byla apomikticka, naproti tomu
v Karpatech bylo pouze jediné semeno apomiktické a zbyld semena byla sexudlni. VSichni
jedinci z Karpat byli tedy klasifikovani jako sexuélni, zatimco v jiznich Cechach byli zjisténi

sexualni, fakultativné sexualni i fakultativné apomikticti jedinci (Obr. 4).

Prace Sarhanova et al. (2012) byla pilotni, srovnavala pouze dva regiony v Ceské republice
a pocet analyzovanych semen v jednotlivych vzorcich byl vétSinou pomémé maly (3-7).
Cilem této bakaléaifské prace bylo na jejich praci navazat a zaméfit se na vétsi (dosud
neanalyzovanou) ¢ast aredlu zejména v ramci sttedni Evropy. Geografickou partenogenezi
bylo mozné piredem piedpokladat diky vyskytu stabilizovanych apomiktickych mikrospecii
v n¢kterych regionech a na druhou stranu existenci mnozstvi neklasifikovatelnych biotypt,

U nichz se dalo oéekavat sexualni rozmnozovani.
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Podle vysledku této bakalaiské prace vétSina fakultativnich apomikti pochazela z lokalit
podél severnich hranic Ceské republiky s Némeckem a Polskem. Tyto vzorky vétsinou patiily
ke stabilizovanym mikrospeciim, unichz bylo mozné ptedpokladat apomixi. Fakultativné
apomiktiti jedinci se dale vyskytli v zdpadnim Némecku a zapadnim Rakousku. Jeden
fakultativné apomikticky jedinec se pickvapivé vyskytl také v Madarsku, coz bylo
pravdépodobné zplsobeno hybridizaci sjinym taxonem. Vzorky pochézejici ze
severozapadniho Rakouska a Bavorska byly navzdory predpokladu sexuélni (kromé jednoho
fakultativné sexualniho vzorku z Bavorska). Nékteré (predevsSim fakultativné apomiktické)
vzorky byly bohuzel velmi malé (1-5 semen). Pievaha fakultativné apomiktickych jedincti
podél hranic Ceské republiky s Némeckem a Polskem av jiznich Cechach a prevaha
sexualnich jedinci v ostatnich regionech potvrzuji, Ze se user. Glandulosi uplatiuje

geografickd partenogeneze.

6.3. Hypotézy vysvétlujici geografickou partenogenezi

Geograficka partenogeneze je obvykle vysvétlovana riznymi hypotézami. Apomikty jsou
schopné se rozmnozovat prostiednictvim jednoho jedince (Stebbins 1950), proto mohou
rychleji kolonizovat nové prostiedi ve srovnani se sexudlnimi liniemi. Apomiktické linie se
vyskytuji Castéji v prostiedi, kde je méné biotickych interakci a sexualni linie naopak tam, kde
jsou biotické interakce vyraznéj$i (Levin 1975). V severnéji poloZenych oblastech mize
dochazet ke kiiZeni sexualnich linii s neadaptovanymi imigranty za vzniku hiife adaptovaného
potomstva, které je snadnéji vytlaceno apomikty (Peck et al. 1998). Podle dalSich hypotéz
maji apomiktické linie Sirokou ekologickou amplitudu diky existenci generalistd (Lynch

1984) nebo specialistii (Vrijenhoek 1984).

Pozorovana geograficka partenogeneze u ser. Glandulosi mize byt vysvétlena nékolika
dal$imi hypotézami. Sarhanova et al. (2012) uvadgji, ze v jiznich Cechach, kde zjistili vyskyt
apomiktickych jedinct, rostou také zastupci prevazné apomiktické ser. Radula. Podle jejich
hypotézy mohlo dojit k introgresi apomixe ze ser. Radula do ser. Glandulosi. Ostruziniky ser.
Radula rostou hojné mimo jiné i v zapadnim Némecku a podhiii Alp (jihovychodni Némecko
a severozapadni Rakousko) (Kurtto et al. 2010). Podle vysledkti této bakalaiské prace vSak
byli jedinci ze severozapadniho Rakouska sexudlni a v Némecku bylo analyzovano pomérné

malo vzorku.

Apomixe (pfedevS§im autonomni apomixe) je vyhodna napf. na okraji arealu, protoze

apomikticka populace muze byt zaloZena diky jednomu jedinci (Stebbins 1950). Apomikty
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mohou byt proto na okraji arealu UspéSnéjSi nez jejich piibuzné sexudlni linie diky
rychlej§imu Sifeni. Pfi pseudogamii je ke vzniku endospermu nutné oplozeni jadra
zarodeéného vaku. U podrodu Rubus je viak mozné samooplozeni (Sarhanova et al. 2017),

ackoliv po oplozeni mikrosporou z jin¢ho jedince se tvoii vice semen (Kollmann et al. 2000).

Pfi sexualnim rozmnozovani u malych izolovanych populaci na okraji aredlu miize
dochazet vlivem genetického driftu a inbreedingu ke snizovani heterozygotnosti. V téchto
regionech je tedy vyhodnéjs$i apomixe, ktera udrzuje vysokou heterozygotnost v populaci
(Sarhanova et al. 2017). Jizni Cechy se (na rozdil od druhého zkoumaného regionu — Karpat)
nachazeji spiSe pifi okraji arealu R. ser. Glandulosi (resp. arealu taxonu R. hirtus agg., ktery
zahrnuje rizné neklasifikovatelné biotypy; Obr. 5), protoze tento taxon se nevyskytuje
v n¢kterych oblastech na jihu aZ jithovychodé Némecka (Kurtto et al. 2010). Vzorky z jiznich
Cech byly pfevazné apomiktické (Sarhanova et al. 2012) a byly vice heterozygotni nez vzorky

z Karpat (Sarhanova et al. 2017), coz podporuje uvedenou hypotézu.

X M:

Obr. 5. — Mapa rozsifeni taxonu Rubus hirtus agg. v Evropé (podle Kurtto et al. 2010, piekresleno).
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Taxon R. ser. Glandulosi je zvlastni tim, Ze se zde geograficka partenogeneze vyskytuje
Vjedné turovni ploidie (4x). U ostatnich skupin rostlin, které vykazuji geografickou
partenogenezi, jsou sexualni linie diploidni a apomikty polyploidni, napt. Crepis occidentalis
Nutt. (Asker & Jerling 1992), Hieracium alpinum agg. (Hartmann et al. 2017), Taraxacum
officinale agg. (van Dijk 2003). Geograficka partenogeneze mize byt u téchto taxonu

zpiisobena spisSe rozdilnou ploidii (van Dijk 2003).

Vysledky této bakalaiské prace pomahaji objasnit geografické rozsSifeni sexualniho
a apomiktického zpusobu reprodukce u ser. Glandulosi. Pii¢iny geografické partenogeneze
utéto skupiny vsak zatim nejsou zcela jasné apro testovani uvedenych hypotéz bude
nezbytné ziskat vice dat; napt. pro testovani hypotézy o introgresi apomixe by bylo vhodné se
v budoucnu vice zaméfit na vzorky z regionu s ¢astym vyskytem ser. Radula, jako je napf.

zépadni a jihovychodni Némecko, kde bylo dosud analyzovéno jen n¢kolik vzorkd.
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(. Zavér

Bakalarska prace shrnuje (formou literarniho ptehledu) dosavadni znalosti problematiky
apomixe a s tim souvisejici geografické partenogeneze u skupiny Rubus ser. Glandulosi. Dale
popisuje rizné typy reprodukce u krytosemennych rostlin a metodu pritokové cytometrie,

ktera se vyuziva pii ureni zptsobu reprodukce.

Soucasti prace byl i vlastni vyzkum, a to urceni zptisobu reprodukce vzorkl semen (vcetné
tii vlastnich vzorki) R. ser. Glandulosi pochazejicich z riznych regionii. Pomoci pritokové
cytometrie bylo zméfeno 368 semen ze 41 vzorklu (jedinct)). Byly zjistény Ctyfi zplsoby
vzniku semen: sexualni (83,15 % semen), apomikticky (13,04 % semen) a v mensi mite dveé
odchylky. Vétsina jedinct (73,17 %) byla klasifikovana jako sexualni (tj. podil sexualné
odvozenych embryi >90 %), 21,95% jedinctu jako apomiktické (>50 % apomikticky
odvozenych embryi), zbyli jedinci jako fakultativné sexudlni (intermediarni podil).
Fakultativné apomiktiéti jedinci pochazeli zejména z lokalit kolem hranice Ceské republiky
s Némeckem a Polskem, jedinci z jinych regiont byli vétSinou sexualni. Lze konstatovat, ze
vysledky odpovidaji geografické partenogenezi, kterou u ser. Glandulosi odhalila pfedchozi
studie (Sarhanova et al. 2012).
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