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1 Uvod

1.1 Velikost genomu

Velikost genomu je u rostlin kli€ovym a §iroce vyuzivanym znakem biologické rozmanitosti,
ktery je pouzivan pro vyjadieni mnozstvi DNA obsazené v bunécném jadie (Hanson et al.
2001). V literatufe Casto neni pojem , velikost genomu® stabilizovan a je pouzivan v raznych
vyznamech. Bud’ se pouziva pro obsah DNA v kompletni chromozomové sadé v somatickych
bunkach, nebo pro obsah DNA v jedné, tedy haploidni sadé chromozomu. Proto Greilhuber et
al. (2005) navrhuje jednotnou terminologii, kde miizeme rozlisit dva zakladni pojmy pro popis
velikosti genomu. Prvnim je ,holoploidni velikost genomu“ zkracené téz , C-value* (C-
hodnota), ktery charakterizuje obsah DNA v celé chromozomové sadé charakteristické pro
dany organismus, a to bez ohledu na ploidni stupeil. Druhym je ,monoploidni velikost
genomu®, zkracené téz ,,Cx-value®“, kde , x“ znaci ploidii, ktery udava somaticky obsah DNA,
jez je vydélen stupném ploidie. Pro vyjadieni velikosti genomu se v literature také velmi Casto
pouziva pojem 1C hodnota, ktera charakterizuje mnozstvi DNA v haploidni sadé chromozomu
(v gametach) a je v podstaté shodna s terminem holoploidni velikost genomu. Byva zpravidla
udavana v pikogramech ¢i v poctu pard bazi, kde 1 pg = 978 Mbp (Dolezel et el. 2003). Pro
diploidni a autopolyploidni druhy 1ze somaticky obsah DNA vydéleny stupném ploidie pouzit
pro piesny odhad velikosti genomu, ale pro taxony, které obsahuji genomy ruzné velikosti,
napiiklad pro diploidy vzniklé hybridizaci ¢i pro allopolyploidy, poskytuje tento vzorec pouze
prumérny odhad velikosti genomu. U polyploidnich druha jsou takto odhadované velikosti
genomu vzdy mensi, nez je hodnota 1C. 2C hodnota poté vyjadiuje mnozstvi DNA
v somatickych buiikach. Obecné je za velikost genomu povazovana praveé hodnota 1C (Bennett
etal. 2000, Soltis etal. 2003, Greilhuber et al. 2005, Pospisilova 2012), ale pojeti tohoto terminu

je v literatute stale znacné variabilni.

Rostliny vynikaji svou obrovskou rozmanitosti ve velikosti genomu, jehoz hodnota ma az
2400nasobny rozsah od nejmensiho po nejvétsi genom. Mezi cévnatymi rostlinami byl
nejmensi genom zjistén u druhu Genlisea tuberosa z Celedi Lentibulariaceae (1C = 61 Mbp;
Fleischmann et al. 2014), naopak nejvétsi genom byl po dlouhou dobu pfifazovan geofytnimu
druhu Fritillaria assyriaca z Celedi Liliaceae (1C = 124 597,2 Mbp; Bennett & Smith 1976).
Pozdéji vsak byly zjistény 1 vétsi genomy u jinych geofytnich rostlin z Celedi Melanthiaceae, a

to konkrétn€ u Trillium hagae (1C = 129 536,1 Mbp; Zonneveld 2010) a Paris japonica (1C=



148 880,9 Mbp; Pellicer et al. 2010). Obecné maji vétsi genomy hlavné jednod€lozné rostliny
a velké genomy jednoznac¢né prevladaji u geofyt, naopak malé genomy jsou typické napiiklad
pro mechorosty (Grime & Mowforth 1982, Vesely et al. 2012, Pellicer et al. 2018). Pro
konkrétni druh byva velikost genomu zpravidla charakteristicka a konstantni, ale Casto se mize
vyrazné li§it mezi druhy, a to 1 v rdmci jednoho rodu. Pfi studiu rostlin ma velikost genomu
mnoha uplatnéni. Muze naptiklad slouzit pro ureni hybridnich ¢i polyploidnich taxont a jejich
rodic¢a. V nékterych piipadech muze slouzit také jako rozliSovaci znak mezi taxony, k jejichz
rozliSeni by nestacily morfologické znaky. Lze fici, Ze se jedna o velmi dulezity taxonomicky
znak definujici biologicky druh (Bennett et al. 2000, Heslop-Harrison & Schwarzacher 2011,
Pospisilova 2012, Schwarzova 2012, Vesely et al. 2012, Pellicer et al. 2018).

Mnozstvi DNA v bunééném jadie muaze u rostlin ovlivnit nékteré jejich vlastnosti. Muze
naptiklad omezit maximalni vysku rostliny, rychlost rastu, genera¢ni dobu ¢i pfitomnost druhu
v ur¢itém typu niky (Vesely et al. 2012, Pellicer et al. 2018). Extrémni variabilita ve velikosti
genomu je u rostlin zpisobena predevSim repetitivnimi useky nekddujici DNA, ktera je
zpravidla generovana transponovatelnymi prvky (transpozony) ¢i retroelementy (Soltis et al
2015). Druhym mechanismem, ktery vyznamné ovliviiuje a vede ke znacné variabilité ve
velikosti genomu mezi rostlinami je polyploidie, ktera zvétSuje genom rostlin zmnozenim poctu
chromozomovych sad v jadie buné€k a zplisobuje také akumulaci retroelemetti (Wendel et al.
2002). Velké genomy jsou velké tedy hlavné proto, Ze jsou nasyceny témito nekodujicimi useky
DNA a tim padem maji rostlinné druhy, které je nesou, zna¢né naklady spojené s akumulaci a
replikaci této DNA. Buné¢ny cyklus u téchto druha trva delsi dobu a proto dochazi (za stejnych
ekologickych podminek) u rostlin s velkymi genomy i k pomalejSimu ristu nez u téch, které
maji genomy mens$i. Pravdépodobné 1 replikace DNA je energeticky mnohem naro¢néjsi u
velkych genomi. Na zakladé pozorovani se také ukazuje, ze rostliny s mensimi genomy maji
mnohem §irsi ekologické niky. Zastupci s velkymi genomy se udrzuji spiSe na stanovistich, kde
nepusobi silné kompetiéni tlaky a kde se nenachazi stresové podminky. Usp&$nymi kompetitory
byvaji hlavné na stanovistich s dostatkem zivin, hlavné dusiku a fosforu. V mistech, kde je
téchto zivin nedostatek muze dochazet k jejich negativni selekci. Z toho vyplyva, ze velké
genomy mohou byt obecné brany za evolu¢né nevyhodné (Wendel et al. 2002, Knight et al.
2005, Vesely et al. 2012, Pellicer et al. 2018).



1.2 Polyploidie

Polyploidie je stav, kdy se v jadie somatickych buné€k nachéazi vice nez dvé kompletni sady
chromozomu. K tomuto stavu dochazi procesem polyploidizace, tedy duplikaci, triplikaci ¢i
vys$Sim stupném zmnoZzeni poctu chromozomovych sad. Podle toho, kolik chromozomovych
sad se v jadie bun€k nachazi, oznaCujeme dany polyploidni organismus jako triploidni, pokud
ma tfi sady, tetraploidni se ¢tyfmi sadami, pentaploidni s péti atp. Mizeme rozlisit dva zakladni
typy polyploidt. Prvni typem jsou autopolyploidi, coz jsou polyploidni druhy, které vznikaji
bud’ somatickou polyploidizaci, splynutim neredukovanych gamet v jednotlivych populacich
nebo kfizenim mezi riznymi ekotypy ¢i varietami v ramci jednoho druhu. Druhym typem jsou
allopolyploidi, jejichz puvod je nasledkem interspecifické hybridizace. Dfive se predpokladalo,
ze se v prirode vice setkame s allopolyploidnimi druhy, avSak pozdé&jsi studie zabyvajici se
polyploidii, které ve své praci shrnuji napiiklad Soltis et el. (2007) ukazuji, ze vyskyt
autopolyploidi byl dosti podhodnoceny a odhady frekvence jejich vyskytu v pfirodnich
populacich se dosti zvySily. Autopolyploidie méa dle soucasnych studii vyznamnou roli ve

speciaci rostlin (Ramsey & Schemske 1998, Comai 2005, Soltis et el. 2007, Barker et al. 2015).

Polyploidie je povazovana za velmi vyznamny mechanismus adaptace a speciace
krytosemennych rostlin (Ramsey & Schemske 1998, Leitch & Bennett 2004, Adams & Wendel
2005, Soltis et al. 2015). Leitch & Leitch (2012) udavaji, ze priblizné 15 % vSech speciacnich
udalosti u krytosemennych rostlin vzniklo procesem polyploidie. Je odhadovano, ze asi 35-70
% krytosemennych rostlin je polyploidnich (Ramsey & Schemske 1998, Soltis et al. 2015).
Genomicka data ukazuji, ze v pribéhu evoluce dochazelo k procesim polyploidizace
mnohokrat opakované. Masterson (1994) odhaduje, ze ptiblizné u 70 % krytosemennych rostlin
doslo v prubéhu historie k polyploidizacni udalosti, avS§ak Wood et al. (2009) ve své praci
udava, ze polyploidni pivod maji mozna vSechny soucasné rostlinné druhy. Jeho myslenku také
podporuje Jiao et al. (2011), ktefi v jejich studii uvadeji, ze vétsina linii krytosemennych rostlin
vykazuje alespon jednu ¢i vice historickych udalosti polyploidizace. Zastavaji nazor, ze béhem
evoluce doslo ke dvéma udalostem duplikace celého genomu, pii¢emz k prvni doslo u
spolecného piedka vSech semennych rostlin a ke druhé u spole¢ného predka vSech
krytosemennych rostlin. Bylo napftiklad prokazano, ze i1 nékteré druhy, které jsou povazovany
za diploidni jsou ve skuteCnosti paleopolyploidni, coZz znamena, ze u nich doslo v pribéhu
historie k polyploidizacnim procesum a nasledné k procesu diploidizace (viz nize). Mezi tyto

druhy patfi 1 modelovy druh s malym genomem Arabidopsis thaliana, jehoz cely genom byl



osekvenovan a vykazuje diukazy o nejméné tiech historickych duplikacich celého genomu

(Leitch & Bennett 2004, Adams & Wendel 2005, Leitch & Leitch 2012, Soltis et al. 2015).

U krytosemennych rostlin tedy neni vyskyt polyploidie nic vzacného, stejné tak je tomu i u
skupiny plavuni (Lycopodiophyta) a kapradin (Monilophyta). Naopak ve skupiné
nahosemennych rostlin je tento jev, velmi vzacny. Muzeme zde najit ale i nékolik vyjimek, a to
predevsim v fadu Gretales, kde se v rodu Ephedra vyskytuje az 44 % druht s vyssi ploidni
urovni. Dale n€kolik polyploidnich druhti miazeme nalézt naptiklad v Celedi Cupressaceae a
jeden triploidni druh se nachazi i mezi cykasy. Z jakého divodu tento proces u nahosemennych
nehraje pfili§ velkou roli neni doposud zcela jasné. Jedno z moznych vysvétleni, které ve své
praci popisuji Leitch & Leitch (2012), se pfisuzuje tvorbé neredukovanych gamet. Prave ta
podmiriuje Casty vznik polyploidnich taxont a je pravdépodobn€ i primarni pfic¢inou jejich
vzniku (Ramsey & Schemske 1998). Mlize dochazet ke splyvani redukované a neredukované
gamety, coz vede k naslednému vzniku triploidnich ¢i tetraploidnich jedinct, skrz které je poté
mozny vznik 1 vysSich ploidnich urovni. Obecné takto vznikli triploidni jedinci byvaji sterilni
a jejich role spociva vétsinou v tom, ze slouzi jako ,,meziprodukty” ¢i ,mosty” pii tvorbé
jedinct s vyssi ploidii. Naopak tetraploidni jedinci, jimz daly vznik dvé neredukované gamety
jsou potencialné stabilni (Comai 2005). Nejc¢astéjsi picinou tvorby neredukovanych gamet jsou
chyby, které nastanou v pribéhu meidzy. Vysledkem je gameta obsahujici pocet chromozomu
jako bézné somatické buriky, oznaCovana jako ,,2n gameta“ (Ramsey & Schemske 1998). Vznik
neredukovanych gamet se mezi krytosemennymi rostlinami pohybuje v primeéru kolem 0,56 %
u nehybridnich taxond, ale u hybridnich je to mnohem vice a to kolem 27 %. AvSak u
nahosemennych je produkce téchto gamet velice vzacna. Leitch a Leicht (2012) zmifuji pouze
jedinou studii (Pichot & El Maataoui 2000), ktera potvrzuje vznik neredukovanych gamet u
nahosemennych, a to u druhu Cupressus dupreziana z Celedi Cupressaceae (Ramsey &

Schemske 1998, Leitch & Leicht 2012).

V rostlinnych populacich je ¢asto produkce 2n gamet geneticky zakotvena ¢i muaze byt velmi
ovlivnéna 1 environmentalnimi faktory vné&jSiho prostiedi, kde nejvétsi efekt ma predevsim
teplota, respektive jeji kolisani a dale také naptiklad stres zpasobeny nedostatkem vody ¢i zivin
nebo choroba (Ramsey & Schemske 1998, Fawcett & Van de Peer 2010, Soltis et al. 2015). Ke
vzniku polyploidnich gamet mohou vést také chyby vzniklé v pribéhu meidzy, procesem
endoreduplikace, tedy replikace DNA bez nasledného jaderného ¢i bunééného déleni. Pokud
dojde v somatickych burikach zarodecné linie k chybné expresi gentl, které se podili na regulaci

endoreduplikace, dojde ke znasobeni poctu chromozomu v téchto burikach (endopolyploidii),
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nasledné k vytvoreni polyploidniho sporofytu, ¢imz se takto vznikla polyploidie dostane do
dalSich generaci (Ramsey & Schemske 1998, Leitch & Leitch 2012). Novy polyploidni jedinec
muze vzniknout i kdyz k endoreduplikaci dojde v somatickych burnkach, které tvofi rostlinna
pletiva, jez se nasledné podili na vegetativni reprodukci rostlin. Pfikladem takto vzniklého
polyploidniho druhu muaze byt Primula kewensis, ktery vznikl z fertilniho tetraploidniho
vyhonu na jinak sterilni hybridni diploidni rostliné (Newton & Pellew 1929, Ramsey &
Schemske 1998, Leitch & Leitch 2012). Se somatickou polyploidii se lze bézné u
krytosemennych rostlin setkat (Ramsey & Schemske 1998, Leitch & Leitch 2012).

Co se tyCe vztahu mezi velikosti genomu a ploidnim stupném, dalo by se ocekavat, ze C
hodnota, tedy mnozstvi DNA v nereplikovaném jadie buriky, bude u polyploidnich druht o
nasobek ploidniho stupné vyss§i nez u jejich diploidnich predkd a ze velikost monoploidni
genomu, tedy 1Cx, bude stejna na viech urovnich ploidie. Casto je viak pozorovano, e je C-
hodnota u polyploidt nizsi nez tento nasobek. Tedy C-hodnota se nezvysuje v piesném poméru
se stupném ploidie a velikost genomu ma tendenci s rostouci ploidii spise klesat. Vzniku
polyploidu tedy nasleduje ztrata DNA neboli zmenseni genomu, a ukazuje se, ze je to pomérné
roz§ifeny jev zna¢ného biologického vyznamu. Tento fenomén se oznacCuje jako ,,genome
downsizig™. Nekteré studie ukazaly, ze po polyploidizaci dochéazi k eliminaci nekodujicich
sekvenci DNA, které predstavuji velkou ¢ast genomu organismu, ¢i mize dochazet ke ztratam
chromozomovych segmentil (Leitch & Bennett 2004, Pellicer et al. 2018). Velkou zajimavosti
je zjisténi, ze velikost genomu (1C hodnota) hraje také dilezitou roli v tom, v jakém rozsahu
dojde ke snizeni mnozstvi DNA u polyploidnich druhi. Zjistilo se totiz, Ze taxony na diploidni
urovni s vétsi velikosti genomu vykazovaly pii polyploidizaci vétsi redukci genomu nez taxony,
které mély v diploidnim stavu genomy mensi (Leitch & Bennett 2004). Leitch & Bennett (2004)
uvadéji, Ze toto snizovani velikosti genomu s rostouci ploidii miize byt naptiklad zpiisobeno
jednoduse selekci pro niz§i C-hodnotu, kdy mohou byt zvyhodnéni jedinci se snizenym
mnozstvim DNA. Zaroven zdiraziiuji, ze tato selekce zavisi samoziejme i na mnoha dalSich
faktorech, jako je zivotni strategie druhu ¢i jeho ekologické naroky. Men$i genom je pro rostliny
vyhodnéjsi i z toho diivodu, Ze vétsi genomy jsou spojeny s vyS$im piijmem Zivin jako je hlavné
dusik a fosfor, které potiebuji rostliny pro tvorbu nukleovych kyselin. Casto jsou pravé tyto
prvky v mnoha prostiedich limitujici (Leitch & Bennett 2004, Dodsworth et al. 2016, Pellicer
et al. 2018). Jev snizovani genomu se obvykle vyskytuje hlavné u krytosemennych rostlin.

Oproti tomu u skupiny kaprad’orosti (Monilophyta) existuje linearni vztah mezi poctem



chromozomu a velikosti genomu, ktery naznacuje, ze polyploidie neni spojena s podstatnym

zmenSovanim a ztratou casti genomu (Leitch & Leitch 2012).

Ztraty repetitivnich, nekodujicich sekvenci DNA v disledku polyploidizace mohou vést az
k navratu zpét do puvodniho diploidniho stavu. Tento proces se nazyva diploidizace a
mechanismy, které diploidizaci zpusobuji, jsou u krytosemennych rostlin Casto druhové
specifické. Je vSak nutno poznamenat, ze tyto diploidizacni procesy nevedou k navratu
polyploidnich druhi zpét do ptivodniho diploidniho stavu, ale ziistala u nich zachovana rozsahla
reorganizace celého genomu, kterd zahrnuje opakované ztraty repetitivni DNA, pifeskupeni
chromozomu ¢i ztraty nékterych gent. Prave tyto zmény Cini diploidizovaného polyploida
jedineCnym a druh tak muze ziskat napiiklad nové moznosti adaptace k prostiedi ¢i mize dojit
kur€itym morfologickym, biochemickym ¢i fyziologickym zménam. Inovace spojené
s duplikaci genomu a s procesem diploidizace mimo jiné vyznamné pfispély k evoluénimu
uspéchu krytosemennych rostlin (Comai 2005, Jiao et al. 2011, Soltis et al. 2015, Dodsworth et
al. 2016).

Znacny uspéch polyploidnich jedinct je Casto pficitan jejich zvySené genetické rozmanitosti ve
srovnani s jejich diploidnimi pfedky. Tato geneticka rozmanitost se muze projevovat novymi
charakteristikami na biochemické, morfologické, fyziologické ¢i ekologické urovni, a diky ni
mohou polyploidi vstupovat 1 novych nik v porovnani s diploidy. To dava polyploidnim
taxonim znacné evolucni vyhody, oproti jejich diploidnim predkim (Ramsey & Schemske
1998, Balao et al. 2011, Soltis et al 2015). Nej¢asteji zmifiovanou fenotypovou zmeénou je
takzvany , gigas efekt”. Jedna se o zvétSeni bunek v dusledku znasobeni genetického materialu
v bunééném jadre, coz ma za nasledek i1 zvétSeni velikosti celé rostliny v porovnani s diploidy
(Balao et al. 2011). V duasledku tohoto efektu dochazi tedy i ke zvétSeni pruduchi ci
vaskularnich bunék a s témito morfologickymi zménami jsou uzce spojeny 1 zmeény
fyziologické, kdy prave napftiklad vétsi priduchy vedou k rychlejsi vyméné plynu, ¢i k vyssi
fotosyntetické aktivité, tim padem i ke zménam v rastové rychlosti, coz u polyploidu zptisobuje
posun v ekologické toleranci a ve zvladani stresovych podminek v porovnani s jejich predky

(Balao et al. 2011, Soltis et al. 2016, Vesely et al. 2020).

Polyploidni druhy maji oproti diploidim i nékteré selektivni vyhody, které se u nich objevily
v dusledku zmnozeni kopii genti. Mizeme se u nich setkat napfiklad s vét§Sim mnozstvim
mutaci, které zde najdou uplatnéni hlavné diky znasobenému poc¢tu chromozomu a kopii gend,
na kterych se mohou vyskytovat. Pravé nadbytek gent ale chrani polyploidni druhy pied
nasledky skodlivych mutaci. Kdyz se mutace objevi na nékterém genu, je pravdépodobné, ze
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nedojde ke ztraté jeho funkce, protoze se v organismu nachazi vice jeho kopii, které ji mohou
zajistovat. Na misté mutace pak muze nastat proces subfunkcionalizace ¢i neofunkcionalizace
genu, coZ znamena, ze mutovany gen muze ziskat Gplné novou funkci, aniz by ta predchozi
v organismu zcela zanikla. Tyto mechanismy jsou Gzce spojené s duplikaci genomu a zejména
u krytosemennych rostlin jsou relativné béznym jevem (Comai 2005, Fawcett & Van de Peer
2010, Dodsworth et al. 2016). Polyploidizace je také spojovana s riznymi reprodukénimi
strategiemi, jako je napfiklad nepohlavni rozmnozovani, celoro¢ni zivotni cyklus, a 1 vyssi
tolerance k samoopyleni. Je pravdépodobné, ze polyploidizace naruSuje systémy
nekompatibility s vlastnim pylem a vyvoj autogamie ptimo podporuje. Zjistilo se, ze polyploidi
maji Casto vyssi podil samoopyleni, nez je tomu u jejich diploidnich ptibuznych. Polyploidni
druhy maji také obecné lépe fixovanou heterozygotnost, tudiz se jejich genetickd diverzita
v dasledku inbreedingu zplisobeného autogamii tolik nesnizi, jako je tomu u diploidnich druh,
jinymi slovy nepodléhaji tolik inbredni depresi (Comai 2005, Barringer 2007, Fawcett & Van
de Peer 2010, Dodsworth et al. 2016).

Tyto reprodukéni strategie (zejména autogamie a nepohlavni rozmnozovani) mohou
polyploidiim poskytovat jisté konkurencni vyhody v porovnani s diploidy. Napfiklad mohou u
polyploidu zpasobovat vétsi toleranci k fragmentaci jejich stanovist a k naruseni populaci. Ve
srovnani s jejich diploidnimi ptfedky mohou polyploidni druhy nékdy zaujimat také nové i Sirsi
ekologické niky, Casto mohou obsazovat drsnéjsi a nestabilni prostfedi. S tim souvisi 1 vétsi
rozsiteni polyploidnich druht ve vysSich nadmoiskych vyskach a ve vysSich zemépisnych
Sitkach, jako napfiklad jejich hojny vyskyt v arktickych oblastech, oproti jejich diploidnim
predkim. Veskeré tyto adaptace polyploidi mohou vést az k jejich uspéchu jako invazivnich

druhti (Fawcett & Van de Peer 2010, Dodsworth et al. 2016, Rice et al. 2019).

1.3 Pylova viabilita

Termin pylova viabilita je obecné pouzivan ve smyslu zivotnosti/zivotaschopnosti pylu.
Terminologie vSak neni jednotna a v literatufe se pro tento termin nachazi velké mnozstvi
definic. Mnoho autord pouziva tento termin v riznych vyznamech, at uz se jedna o schopnost
pylu kli¢it na blizn€ ¢i v in vitro podminkach, schopnost véazat urcita barviva nebo schopnost
uspesné oplodit vajicko, ze kterého nasledné vzniknou semena. Vyznam tohoto terminu je
obecné velmi Siroky a muaze se vztahovat ke kterékoli fazi zivotniho cyklu pylového zrna, a
proto je vhodné&jsi nahradit ho jinymi terminy, které 1épe vystihuji konkrétni testovana kritéria

u pylovych zrn, jako je kli¢ivost, barvitelnost ¢i schopnost oplozeni a tvorba semen. Prave tyto



pojmy mnohem lépe odrazeji skuteCnou studovanou vlastnost pylového zrna a jsou uzeji
vymezené nezli obecny pojem viabilita. Pylové zrmo muze mit napiiklad schopnost klicit, avsak
k samotnému kli¢eni nemusi vibec dojit z divodu nevhodnych podminek. Stejné tak muze
vyklicit, ale uz nemusi dojit k oplozeni vajicka kvili urcité formé nekompatibility pylového
zrna a konkrétni blizny. Napftiklad ani nedostate¢na tvorba semen po oplozeni nemusi znamenat
nizkou pylovou viabilitu, ale semena se nemusela vytvofit z divodu nevhodnych podminek
(Dafni & Firmage 2000). Jelikoz pyl reprezentuje kritickou fazi zivotniho cyklu u rostlin,
studium jeho zivotaschopnosti je vyznamné proto, ze ma zasadni vyznam pro efektivni

reprodukei rostlin (Shivanna et al. 1991).

Zivotaschopnost pylu mtZe byt testovana riznymi zpasoby, aviak nékteré, jako napiiklad
pozorovani kliceni pylu a ristu pylové lacky in vitro ¢i sledovani mnozstvi semen vzniklych po
opylovani, mohou byt obvykle velmi pracné, Casové naro¢né a obtizné proveditelné a
reprodukovatelné. Vyhody a nevyhody raznych metod k posouzeni pylové viability souhrnné
porovnavaji ve své praci Dafni & Firmage (2000). Nejrychlejsi metodou je testovani
barvitelnosti, coz je bézn€ pouzivana metoda pro hodnoceni pylové viability. Sledovani
barvitelnosti se pouziva jako nahrada slozitého testovani skutec¢né zivotaschopnosti pylu.
Dulezité je nezaménovat pojem barvitelnost a Zivotaschopnost pylu, kdy barvitelnost pylu
slouzi pouze pro stanoveni odhadu pylové viability a je tomu tak 1 v této praci, kdy se obarvena

pylova zrna s obsahem cytoplazmy povazuji za viabilni, tedy zivotaschopna.

Chemicka barviva reaguji s pylovymi enzymy a detekuji pfitomnost neporusSeného bunécného
obsahu — cytoplazmy (Shivanna et al. 1991, Khatun & Flowers 1995, Peterson et al. 2010).
Existuje vice moznosti barveni pylovych zrn, napfiklad acetokarminem ¢i barvivem cotton
blue. Nevyhodou téchto barviv je, Ze viibec nezbarvi abortovana pylova zrna. Proto v této praci
byla pouzita metoda modifikovaného Alexandrova barveni (Peterson et al. 2010), pfi které
dojde ke spolehlivému rozliSeni abortovanych a neabortovanych pylovych zrn. Cytoplazma
uvnitt pylové buriky se zbarvi do Cervena a bunéfna sténa do zeleno-modra. Pravé toto
diferencialni barveni umozni vizualn€ snadno rozliSit pylova zrna, ve kterych se nachazi
cytoplazma, o nichz se prepoklada, ze jsou potencialné zivotaschopna neboli viabilni, od
prazdnych ¢i zdeformovanych pylovych zrn. Dalsi vyhodou této metody je, ze vzorky mohou
byt fixovany po dlouho dobu ve fixazi, nez dojde k vlastnimu barveni a na rozdil od
Alexandrova barveni (Alexander 1969) nevykazuje mozna zdravotni rizika (Peterson et al.

2010).



Tato metoda se Casto vyuziva ve studiich zamétenych na mikroevolucni procesy polyploidizace
a hybridizace, kdy pravé nizka barvitelnost pylu mize byt jejich dikazem (Briggs & Walters
2001, Rich 2009). V nékolika studiich byla nalezena korelace mezi pylovou viabilitou a DNA-
ploidnim stupném. Snizena pylova viabilita se obvykle nachazi u polyploidnich taxond,
predevsim pak u té€ch, které maji liché ploidni stupné, ¢i u taxonu u kterych se vyskytuje
aneuploidie. Tato snizend schopnost tvofit viabilni pylova zrna je spojovana s problémy
vyskytujicimi se v prubéhu mikrogametogeneze ¢i abnormalitami vyskytujicimi se
behem meidzy (KolarCik et al. 2015). Nizka viabilita pylu je také dosti ¢asta u hybridnich
taxond. Pravé sniZeni Ci ztrata zivotaschopnosti pylu je velmi vyznamnou postzygotickou
reproduk¢ni bariérou, ktera snizuje plodnost téchto taxond, a tak brani zpétnému kiizeni s jejich

rodi¢ovskymi druhy (Bures et al. 2010).

1.4 Rod Ornithogalum

Rod Ornithogalum (snédek) predstavuje jednodélozné geofytni vytrvalé byliny z Celedi
Hyacinthaceae, ptipadné je fazen do podceledi Scilloidea Celedi Asparagaceae (dle systému
APG; Stevens 2001). Pocet druhti zastoupenych v tomto rodu neni pfesné€ znam, predevs§im
z divodu nedostateCné objasnéné taxonomie a samotného vymezeni rodu. Definice roda
v pod¢eledi Ornithogaloideae Cinila taxonomim problémy jiz od dob Linného (Martinez-
Azorin et al. 2011). Nektefi autofi vymezuji v pod&eledi Ornithogaloideae pouze jediny rod, a
to Ornithogalum, do kterého zatazuji az 250-300 druhti (Manning et al. 2004). Jini rozlisuji ve
stejné podceledi mnoho dalSich rodi (Speta 1998, Pfosser & Speta 1999, Martinez-Azorin et
al. 2011). Speta (1998) ve své studii rozlisil tfinact mensich rodd, které jsou snadnéji
morfologicky rozliSitelné, ale jak se pozdé&ji ukazalo, nékteré znich nebyly vymezeny
monofyleticky (Pfosser & Speta 1999, Martinez-Azorin et al. 2011). Manning et al. (2009) ve
své praci navrhuji rozdéleni podceledi to tii tribti. Prvnim je Dipcadieae, do kterého zarazu;ji
rody Pseudogaltonia a Dipcadi, druhy tribus Al/buceae, kam se fadi rod Albuca a tietim tribem
je Ornithogaleae, kam zatfadili velmi Siroce pojaty rod Ornithogalum se zhruba 160 druhy.
Ovsem rody Albuca a Ornithogalum jsou kvuli své velké variabilité dale Clenény na dalsi
podrody, pfipadné sekce. Naopak Martinez-Azorin et al. (2011) na zakladé fylogenetickych
analyz rozliSuji vramci podceledi Ornithogaloideae devatenact monofyletickych rodd,
konkrétné se jedna o rody Albuca, Avonsera, Battandiera, Cathissa, Coilonox, Dipcadi,

Eliokarmos, Elsiea, Ethesia, Galtonia, Honorius, Loncomelos, Melomphis, Neopatersonia,



Nicipe, Ornithogalum, Pseudogaltonia, Stellarioides a Trimelopter. Do rodu Ornithogalum s.

str. zafazuji okolo 50 druht.

Rod je v uzsim pojeti rozsifen zejména v oblasti Stfedozemi, kde v jeho zapadni Casti zasahuje
az po Portugalsko a Maroko, na vychod nejdale do Iranu, Turkmenistanu a Afghanistanu
(Hrouda 1980, 2010; Manning et al. 2009, Martinez-Azorin et al. 2011). Jedna se o velmi
polymorfni a taxonomicky slozity rod, ktery se vyznacuje riznorodymi pocty chromozomad.
Castym jevem je v tomto rodu polyploidie a vyskytuje se v ném i hybridizace. Mimo polyploidii
se muzeme setkat i s nékolika dal§imi cytologickymi problémy, které vyrazn¢ komplikuji
charakterizovani morfologicky blizkych skupin taxont na zakladé jejich cytologie. Témito
problémy jsou zejména aneuploidie, dysploidie, polysomie a vyskyt B-chromozomu (Hrouda
1980, Raamsdonk 1986, Guervin et al. 1994). Hlavnim divodem vyskytu této cytologické
variability jsou zmény, které nastavaji v pribéhu meidzy. U taxond s takto riznorodym poctem
chromozomu byva poté problémem sexualni reprodukce, a tak se pro udrzeni svych populaci

reproduku;ji vegetativné pomoci pacibulek (Hrouda 1980, Herrmann 2002).

Podle soucasného pojeti v Kvétend CR (Hrouda 2010) rozlifujeme na uzemi stiedni Evropy v
rodu tfi podrody, a to Beryllis (se zakl. chromozomovym ¢&islem x = 8), Myogalum (x = 7) a
Ornithogalum (x = 9). VSechny tfi podrody maji centrum diverzity ve Stfedozemi. Ve stiedni
Evropé se zpodrodu Beryllis, jez je nékterymi autory oznaCovan téz jako podrod nebo
samostatny rod Loncomelos (Hrouda 1980, 2010; Martinez-Azorin et al. 2011), mizeme setkat
se dvéma zastupci, a to Ornithogalum pyrenaicum subsp. sphaerocarpum a O. brevistylum.
Podrod Myogalum, n€kdy téz oznacovany jako podrod/rod Honorius (Hrouda 1980, Martinez-
Azorin et al. 2011), zastupuji ve stfedni Evropé taktéz dva druhy, a to O. boucheanum a O.
nutans. Posledni podrod Ornithogalum je zastoupeny ve stiedni Evropé druhy O. pannonicum

(O. comosum s. lat.), O. refractum a polyploidnim komplexem Ornithogalum umbellatum agg.

1.4.1  Ornithogalum umbellatum agg.

Tento polyploidni komplex zahrnuje nékolik morfologicky blizkych taxont, které se od sebe
lisi poétem chromozomu. Jak uvadi Hrouda (1980) v této skupiné se vyskytuje mnoho
cytologickych problémt jako je anortoploidie, dysploidie, polysomie a také vyskyt B-
chromozomu. Zakladnim chromozomovym ¢islem tohoto agregatu je x =9 a tvoii polyploidni
fadu vrozmezi od 2n = 18 az po 2n = 108 s moznym vyskytem dysploidnich pocta

chromozoma, napf. 2n = 14, 16, 20 (Raamsdonk 1986). V minulosti bylo v této skupiné
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vymezeno néekolik riznych taxont, a to Casto pouze na zaklad€ nepatrnych morfologickych
rozdild s malym biologickym vyznamem, tudiz takto rozliSené druhy nabyvaly pochybné
taxonomické hodnoty. S tim se pojila i nespravna interpretace naplné jednotlivych taxonut, coz
poté vedlo k dnesnimu nomenklatorickému chaosu a k vytvareni velmi zmatené taxonomie, se
kterou se dnes v agregatu mizeme setkat (Martinez-Azorin et al. 2009). Hlavnim problémem
je, ze se v tomto polyploidnim komplexu vyskytuje nékolik cytotypt, které byly dfive
ztotozniovany se dvéma ¢i tfemi riznymi morfotypy. To zpusobilo, Ze se stejné cytotypy
oznacuji v riznych literarnich pramenech riznymi jmény a Casto je poté prave udaj o ploidni
urovni hlavnim rozliSovacim parametrem mezi jednotlivymi taxony, na ktery se da spolehnout,
z divodu rozdilného pojmenovani druht v riznych literarnich pramenech. Napiiklad pro
diploidni rostliny se pouziva v Rakousku i v Ceské republice oznaeni O. kochii, v Némecku
se pro stejnou ploidii pouziva jak jméno O. kochii, tak O. angustifolium (Hrouda 2002, 2019;
Fischer et al. 2008, Stolley 2010, Jager 2017, Kunzova et al. 2020). Triploidni rostliny se
v Rakousku a Némecku oznacuji jako O. umbellatum s. str. a oznaCeni O. divergens a O.
vulgare se pouziva, dle nékterych autorti, pro rostliny, které mohou byt pentaploidni i
hexaploidni (Herrmann 2002, Martinez-Azorin et al. 2009, Jager 2017, Kunzova et al. 2020). I
vramci Ceské republiky se miZeme setkat s odlisnym oznaGenim pro stejné cytotypy.
Nejproblemati¢tési jsou triploidni, pentaploidni a hexaploidni rostliny, které maji nestejna
oznaceni v riznych literarnich pramenech. Pro triploidni rostliny se pouziva O. umbellatum s.
str. (Hrouda 2002) nebo O. angustifolium (Hrouda 2010, 2019), pentaploidni a hexaploidni
rostliny se oznacuji bud’ jako O. divergens (Hrouda 2002) ¢i jako O. umbellatum s. str. (Hrouda

2010, 2019), ptficemz se oba taxony mohou vykytovat v obou ploidnich urovnich.

V této praci se budeme piidrzovat pojmenovani jednotlivych cytotypi na zakladé posledni
platné typifikace (Martinez-Azorin et al. 2009). Pro diploidni rostliny tedy bude pouzivano
jméno O. kochii (2n = 18), pro triploidni O. umbellatum (2n = 27), pro pentaploidni a
hexaploidni O. divergens (2n = 45, 54). Martinez-Azorin (et al. 2009) také diskutuje typifikaci
rostlinného materialu naleziciho ke jménu O. divergens a dalsich blizce pfibuznych taxond.
Udava, ze jsou obecné ve skupin€é O. umbellatum agg. mezi polyploidnimi druhy uznavany
podle vétSiny autort pouze dva morfotypy, kdy jeden znich predstavuje O. umbellatum a
ptitazuje se k triploidnim rostlindm a druhym morfotypem je O. divergens, ktery se vaze
k pentaploidnim a hexaploidnim zastupcim. Pfi¢emz O. angustifolium je béznym synonymem
pro O. umbellatum, tedy pro triploidni taxon (Herrmann 2002, Martinez-Azorin et al. 2009).

Otazkou zastava vhodné jméno pro tetraploidni taxon (2n = 36) tohoto agregatu. Pro tetraploidy
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se Casto pouziva jméno O. vulgare. Speta (2000) spojil tetraploidni a pentaploidni rostliny
z Rakouska pravé pod toto jméno. Podobné Garbari et al. (2007) spojuji tri-, tetra- a
pentaploidni rostliny pod jméno O. umbellatum. Oba tyto pfistupy jsou zalozeny na udajné
podobnosti morfologie cibuli a tvorby olisténych pacibulek a také spolecného vyskytu
v populacich. Ve stfedni Evropé vSak smiSené populace téchto cytotypu dosud pozorovany
nebyly a tetraploidni jedinci byli nalezeni pouze na jiznim Slovensku a v Mad’arsku (M.
Hrones, tust. sdéleni). Morfologie téchto rostlin odpovida spise diploidnimu druhu O. kochii
(Stolfova 2017). Z tohoto diivodu budou v této praci tetraploidi povazovani za druhy,
tetraploidni cytotyp taxonu O. kochii. K podobnému zavéru dospél L. Hrouda ve své habilitacni
praci (Hrouda 1980), kde ovSem pouziva pro tyto dva cytotypy nazev O. ruthenicum a
jednotlivé cytotypy povazuje za subspecie, tedy poddruhy. Pro diploidni taxony pouziva
oznaceni O. ruthenicum subsp. ruthenicum, pro tetraploidni O. ruthenicum subsp. serotinum.
Tyto dv€ ploidni urovné neni mozné spolehlivé makromorfologicky rozlisit a je
pravdépodobné, Ze tetraploidni cytotyp ma autopolyploidni ptivod (Hrouda 1980, cf. Stolfova
2017).

U triploidnich, pentaploidnich a hexaploidnich taxonu je dosti béZnym jevem vegetativni
rozmnozovani pomoci cibulek, které zajistuji dlouhodobé prezivani konkrétnich populaci.
Hrouda (1980) uvadi, Ze u tetraploidnich druhti neni tento typ rozmnozovani tak bézny, jako
napriklad pravé u hexaploidu a zduraziuje, Ze je jeho vyskyt pfimo umérny tvorbé semen, kdy
se jich u hexaploidi tvoii méné nez u tetraploidd. Tvorba semen v takto vysoké ploidii je

pravdépodobné podminéna poruchami pfi meidze (Hrouda 1980).

1.4.2 Hybridni taxony

Jak jiz bylo zminéno, v tomto rodu se mizeme setkat vzacné i s hybridizaci. Z oblasti stfedni
Evropy je znam vyskyt tfech hybridnich taxont na tfech ploidnich trovnich — triploidni,
tetraploidni a pentaploidni. Triploidni hybridni taxon, oznaCovany jako O. xwildtii, se
vyskytuje na uzemi Ceské republiky, Rakouska a Slovenska a vznikl s nejvétsi
pravdépodobnosti kiizenim mezi diploidnim O. kochii a tetraploidnim O. boucheanum.
Na tzemi Ceské republiky ho jako prvni objevil v okoli Bzenecka Albin Wildt roku 1884,
pficemz ho pozdéji, v roce 1912 popsal prof. Josef Podpéra (Podpéra 1913, Hrouda 2010,
2019). Dalsim hybridnim taxonem je DNA-tetraploidni O. xdegenianum, vyskytujici se na
uzemi Slovenska a Mad’arska. Poprvé ho popsal z izemi Mad’arska Dr. Sandor Polgar roku

1928 a pojmenoval ho podle vyznamného madarského botanika Arpada von Degen (Polgar
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1928). Rodicovska kombinace vSak neni zcela jista a existuje nékolik moznych scénaiti. Muze
se jednat o kifizence vzniklého spojenim neredukované gamety diploidniho O. kochii a
redukované gamety tetraploidniho O. boucheanum nebo mohl vzniknout ze dvou tetraploidnich
rodi¢ovskych rostlin (O. kochii < O. boucheanum), jak uvadi Pichalova (2017), ktera se ve své
praci hybridizaci v ramci rodu Ornithogalum blize vénuje. Z 1zemi Némecka je uvadén takeé
vyskyt hybridniho taxonu O. xvigeneri, ktery je kiizencem mezi O. nutans a O. boucheanum.
Jedna se o pentaploidni cytotyp s 2n = 35 (Hrouda 1980, Stolley 2010, Jager 2017, Langbehn
2018). Hrouda (1980) vsak uvadi, ze yjméno O. xvigeneri je neplatné publikovano, proto jej
nelze pro tento hybridni taxon uzit. Navrhuje tento taxon oznaCovat jako O. xaffinis (resp.

Honorius xaffinis).

1.4.3 Velikost genomu a pylova viabilita — soucasny stav poznani

Rod Ornithogalum je cytologicky velmi rozmanity. Pozornost byla dosud vénovana predevsim
studiu poétu chromozomu a porovnavani karyotypa (napt. van Raamsdonk 1986, Dalgi¢c &
Ozhatay 1997). Naopak velikost genomu zatim studovana piili§ nebyla. Kromé studie
tureckych autora (Karaguzel et al. 2020) dosud nebyla vydana zadna piehledova studie velikosti
genomu u rodu Ornithogalum. Tato prace vSak jiz na prvni pohled trpi fadou metodologickych
problému a zabyva se predevsim taxony, které se ve stfedni Evropé nevyskytuji. Jednotlivé
informace o velikosti genomu snédkli 1ze nalézt rozeseté v nékolika Siroce zamétrenych
ekologickych nebo evolucnich piehledovych studiich (Zonneveld et al. 2005, Vesely et al.
2012, Bou Dagher-Kharrat et al. 2013, Smarda et al. 2019, Zonneveld 2019). Obdobna situace
se tyka taktéz studia pylové viability u tohoto rodu, kdy byla na tuto problematiku zaméfena
jedina studie (van Raamsdonk 1985). Dalsi informace jsou uvedeny v nepublikované
habilita¢ni praci L. Hroudy (Hrouda 1980). Tato prace proto pfedstavuje prvni uceleny piehled

velikosti genomu a pylové viability u sttedoevropskych zastupct rodu Ornithogalum.
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2 Cile prace

Tato prace se zabyva vztahem mezi DNA ploidni urovni, velikosti genomu a pylové viability u

sttedoevropskych zastupct rodu Ornithogalum.
Hlavnim cilem prace je:

a) zjisténi, zda maji jednotlivé studované taxony uniformni velikost genomu a pylovou
viabilitu

b) objasnéni, zda existuje vztah mezi pylovou viabilitou, velikosti genomu a DNA ploidni
urovni daného taxonu

c) zjisténi, zda maji hybridni taxony snizenou pylovou viabilitu nez jejich potencialni

rodice
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3 Material a metody

3.1 Rostlinny material

Rostlinny material pouzity na studium dané problematiky byl sebran na tzemi stfedni Evropy
konkrétné na uzemi statd Ceské republiky, Slovenska, Polska, Rakouska, Némecka a
Madarska. Z kazdé populace bylo odebrano alespori pét jedincti, pokud to bylo mozné. Sebrany
rostlinny material byl pfifazen ke konkrétnimu taxonu, nasledné mu byl udélen unikatni
tiimistny kod a rostliny byly zasazeny ve sklenicich katedry Botaniky PfF UP v Olomouci.
V néekolika ptipadech (zejména u O. brevistylum a O. pyrenaicum subsp. sphaerocarpum) byly

vzorky odebrany z volné rostoucich rostlin a tito jedinci nebyli presazovani.
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. divergens 5x A
. divergens 6x e
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Obrazek 1 Mapa lokalit studovanych populaci. Taxony jsou barevn¢ rozliSeny, trojuhelniky znac¢i populace, které byly analyzovany
na velikost genomu i na pylovou viabilitu; kolecka znaci populace, které byly analyzovany pouze na velikost genomu.
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3.2 Stanoveni velikosti genomu a DNA-ploidni Grovné

Ke stanoveni velikosti genomu byla pouzita metoda prutokové cytometrie. Méfeni probihalo
na prutokovém cytometru Partec PAS (Partec GmbH, Munster, Némecko) na katedie Botaniky
PiF UP. Piistroj je vybaven zelenym laserem Cobolt Samba (Cobolt AB, Stockholm, Svédsko)
s vlnovou délkou 532 nm. Pro pfipravu vzorkt byly pouzivany zdravé kofinky, které se
odebiraly z rostlin kultivovanych ve skleniku nebo semeniky odebrané u rostlin v pfirodé.
Vzorek byl nasledné zpracovan dle standardniho protokolu (Dolezel et al. 2007). Odebrané
kofinky byly vlozeny do malé epruvety fadné oznaclené prisluSnym koédem a naplnéné
destilovanou vodou, aby nedoslo kjejich vysuSeni do doby méfeni. Nasledné byla Cast
zdravého kofinku bez kofenové Spicky pifenesena spoleCné s odpovidajicim mnozstvim
pletiva interniho standardu na Petriho misku. Spole¢né byl tento rostlinny material nasekan za
pomoci ostré ziletky v 1000 pl pufru LBO1 (pH 7,8) s ptidavkem PVP-40 (20 mg/ml; Dolezel
& Bartos 2005). Takto vznikla suspenze byla poté prefiltrovana pies 42 um nylonovy filtr do
epruvety, kam bylo zaroven pifidano dalSich 500 ul pufru LBO1, 50 ul RNAsy A, typ IIA (o
konecné koncentraci 50 ug/ml) a nakonec byl vzorek obarven 50 ul fluorochromu propidium
jodid (PI; o konecné koncentraci 50 ug/ml), ktery se vaze mezi jednotlivé DNA baze. Takto
vznikly vzorek byl kratce promichan na laboratorni tfepacce a nasledné analyzovan na
prutokovém cytometru. Pro kazdou rostlinu byly provedeny vzdy alespori tfi méfeni a byla
zaznamenavana intenzita fluorescence pro 5000 jader. V pfipadé, Ze se od sebe jednotliva
meéteni pro dany vzorek odliSovala o vice jak 3 %, bylo provedeno dal§i méteni. Jako interni
standardy byly pouzity druhy se znamou velikosti genomu: Vicia faba L. ‘Inovec’ (2C = 26,90
pg) a Secale cereale L. ‘Dankovské’ (2C = 16,19 pg). DNA-ploidni urovenl byla nasledné
odvozena znaméfené velikosti genomu, u Casti vzorkd byla ploidie kalibrovana poctem
chromozomu z predchoziho vyzkumu (M. Hrones, osobni sdéleni) a u ¢asti vzorka byly pouzity
udaje z literatury. Monoploidni velikost genomu byla pocitana vydélenim absolutni velikosti
genomu zjiS§ténym ploidnim stupném. Pro jednotlivé taxony byla vypoctena procentudlni

variabilita mezi nejvétsi a nejmensi namérenou hodnotou velikosti genomu.

3.3 Stanoveni pylové viability a absolutniho poctu pylovych zrn

Pylova wviabilita byla zjiStovana za pomoci zjednoduSené metody barvitelnosti pylu
modifikovanym Alexandrovym barvivem podle protokolu Peterson et al. (2010). Prasniky byly
odebirany pred jejich dehiscenci z mirné otevienych kvétnich poupat kultivovanych rostlin

(pfipadné rostlin v terénu) a ihned byly fixovany v Carnoyové roztoku slozeného z etanolu,
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chloroformu a kyseliny octové v poméru 6:3:1. Takto fixované praSniky byly nasledné
skladovany v lednici do doby barveni (n€kolik dni az cca pul roku). Z kazdého jedince byly
sebrany tii prasniky, idealn€ z riznych kvéti. Pfed samotnym procesem barveni byly prasniky
vyjmuty z fixaze, dikladné osuSeny papirovym ubrouskem a nasledné polozeny na podlozni
mikroskopické sklicko, kde byl na prasniky aplikovan barvici roztok (Peterson et al. 2010).
Nasledné byl povrch prasniki opatrn€ narusen za pomoci ostré pinzety, aby se z n€j uvolnila
pylova zrna do barviciho roztoku a zbytek prasniku byl z podlozniho sklicka odstranén. Takto
pfipraveny vzorek byl zakryty krycim sklickem a kratce zahtaty nad plamenem. Pfipraveny
preparat byl ponechan 10minutovému pusobeni a poté byl pozorovan pod mikroskopem Zeiss
Axio Scope.Al s kamerou Axiocam 105 color pod zvétSenim 50%. Fotografie jednotlivych
zornych poli byly potizeny v programu ZEN 3.0 (vSe Carl Zeiss AG, Jena, Némecko). Pylova
zrna obarvena jasné ruzovou barvou, obsahuji cytoplazmu a byla tudiz povazovana za
potencialné viabilni, neviabilni pylova zrna byla zbarvena Sedé. Za pomoci kamery na
mikroskopu bylo nafoceno v kazdém preparatu zcela nahodné Sest zornych poli, na kterych poté
byly spocitany pocty viabilnich (rizovych) a neviabilnich (Sedych) pylovych zm. Pro kazdy
prasnik bylo z takto ziskanych poctii spocitano procento potencialni viability. Pro konecné
stanoveni pylové viability (barvitelnosti) daného jedince byla spocitana primérna viabilita
vSech tii odebranych prasnikt. Pro kazdého jedince byl také stanoven absolutni pocet pylovych
zrn ze tfi prasnikt, kdy zkazdého byla spocitana vSechna pylova zrma na zcela nahodné
umisténych Sesti zornych poli pod mikroskopem. Takto stanoveny absolutni pocet pylovych
zrn pro kazdy taxon byl pouzit pro hruby odhad schopnosti tvofit pylova zrna. Pro jednotlivé
taxony byla vypoctena procentualni variabilita mezi nejvétsi a nejmensi zjiSténou hodnotou
pylové viability a mezi nejvyssim a nejniz§im poctem pylovych zr. Celkem bylo na pylovou

viabilitu analyzovano 84 jedincu.

3.4 Statistické zpracovani dat

Zpracovani dat probehlo v programu MS Excel a NCSS 9 (Hintze 2013). Pro stanoveni rozdila
ve velikosti genomu ¢i v pylové viabilité mezi jednotlivymi taxony byly vyuzity testy s
hladinou vyznamnosti oo = 0,05 (T-test, ANOVA, Tukey-Krameriv test mnohonasobného
porovnani, Dunniiv test s Bonferroniho korekci). V programu NCSS 9 (Hintze 2013) byly

taktéz zpracovany korelace mezi jednotlivymi studovanymi parametry.

Mapa rozsifeni studovanych lokalit byla zpracovana v programu QGIS (QGIS Development

Team 2020).
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4 Vysledky

4.1 Velikost genomu a DNA ploidni Groveri

Velikost genomu a nasledné odvozena ploidni Groveri byla stanovena pro 146 jedinci z 66
populaci, konkrétng 37 populaci z Ceské republiky, 10 ze Slovenska, 3 z Polska, 3 z Némecka,
4 z Rakouska a 9 zMad’arska. V ramci studovaného souboru populaci bylo rozliSeno celkem
¢trnact taxont a Sest ploidnich urovni — diploidni, triploidni, tetraploidni, pentaploidni,

hexaploidni a heptaploidni.

Variaéni koeficient (CV) pii méfeni velikosti genomu nabyval u interniho standardu hodnot
mezi 1,36 a 6,6 (pramér = 3,95 + 0,86; median = 4,08) a u méfeného vzorku mezi 1,06 a 6,32
(primér = 4,05 + 0,88; median = 4,24). Variabilita mezi nejniz§i a nejvys§i nameéfenou
hodnotou velikosti genomu v ramci tif méfeni jednoho vzorku se pohybovala od 0,05 % do 2,60

% (prameér = 1,02 + 0,61 %; median = 0,97 %).

Pramérna velikost genomu v ramci studovaného souboru taxoni byla 33,15 pg, kdy nejnizsi
hodnota byla zjisténa u diploidniho O. kochii z populace z Mad'arska (2C = 16,14 pg) a nejvyssi
hodnota u heptaploidniho O. divergens z Ceské republiky (2C = 54,4 pg), coz piedstavuje
trojnasobny rozdil (obr. 3, tab. 1). Primérna monoploidni velikost genomu byla 9,14 pg,
pficemz nejnizsi hodnota byla zji§téna u O. refractum z Madarska (1Cx = 6,93 pg), nejvyssi
hodnota u O. pyrenaicum subsp. sphaerocarpum z Ceské republiky (1Cx = 14,91 pg), jedna se
tedy o vice nez dvojnasobny rozdil monoploidni velikosti genomu v ramci studovaného
souboru taxona (obr. 3, tab. 1). Bylo prokazano, ze u studovaného souboru taxona dochazi ke

zna¢nému snizovani monoploidni velikosti genomu s rostoucim ploidnim stupném (obr. 4).
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Obrazek 2 Priklady vystupu z prutokového cytometru. Hvézdi¢kou je oznacen peak standardu Vicia faba L.
(ab.c.e.f) aSecale cereale L. (d); a) Ornithogalum kochii (2x), b) Ornithogalum pannonicum, ¢) Ornithogalum
brevistylum, d) Ornithogalum umbellatum, €) Ornithogalum refractum, f) Ornithogalum divergens (7x)
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Tabulka 1 Velikost genomu u sttedoevropskych zastupcu rodu Ornithogalum, N-pocet jedincu, p—aritmeticky pramér, SD—smérodatna odchylka

Podrod Taxon Ploidie N Absolutni velikost genomu 2C ~ Monoploidni velikost genomu  Variabilita
[pgl 1Cx [pg] [70]
Min Max p=+SD Min Max p=SD
Beryllis O. pyrenaicum 2x 7 28,86 2982 2946+0,33 14,43 14,91 14,73 £ 0,16 3,27
subsp.
sphaerocarpum
O. brevistylum 2x 5 17.07 17,54 17.26+0,16 8.53 8,77 8.63+0,08 2,75
Myogalum O. boucheanum 4x 14 36,74 41,98 38.86+1,18 9,18 1049  9.71+£029 13,48
O. nutans 4x 3 40,83 41,02  40,93+0,08 10,21 10,26 10,23 +£0,02 0,48
Ornithogalum O. pannonicum 2x 5 19.43 20,15 19.91 £0,26 9,71 10,07  9.96+0.13 3,61
O. refractum 5x 1 34,66 6,93
O. kochii 2x 30 16,14 18,08 16,89+0.41 8,07 9,04 845+0,21 11,49
O. umbellatum 3x 10 23,83 28,69 2599+1,60 7,94 9,56 8.66+0,53 18,70
O. kochii 4x 10 3293 36,47 33,92+1,11 8.23 9,12 848+0,28 1045
O. divergens 5x 28 37,13 46,00 40.87+226 743 9,20 8.17+0,45 21,70
O. divergens 6x 5 46,62 48,67 47.82+0,78 777 8,11 7,97+0,13 4,29
O. divergens 7x 6 5243 54,40 53,69+0.84 749 7,77 7,67+0,12 3,68
Hybridni taxony ~ O. Xdegenianum 4x 8 3449 36,22  35,60+0,59 8,62 9,09 891+0,16 4787
O. xwildtii 3x 14 26,86 3124 2824 +100 8.95 10,41 941+033 1554
Celkem 147
Prumér 33,15 9,14
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4.1.1 Podrod Beryllis

V podrodu Beryllis byla zjisténa signifikantné mensi velikost genomu (T-test, t =-70,5299, DF
= 10, p<0,001; obr. 5, tab. 1) u druhu O. brevistylum (2C = 17,26 pg), nez u druhu O.
pyrenaicum subsp. sphaerocarpum (2C = 29,46 pg) a to az téméf dvakrat. Z naméfenych
vysledka velikosti genomu by mohla byt odhadnuta ploidni uroven pro O. brevistylum jako
diploidni a pro taxon O. pyrenaicum subsp. sphaerocarpum jako tetraploidni. Ovsem na zakladé
udaju z literatury z predchozich vyzkuma se jedna zcela jisté o dva diploidni taxony, které se
lisi jak poCtem chromozomu, tak velikosti genomu. Variabilita mezi nejvétsi a nejmensi
nametenou velikosti genomu u taxonu O. pyrenaicum subsp. sphaerocarpum byla 3,27 %, u O.

brevistylum 2,75 % (tab. 1).
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Obrazek 5 Absolutni velikost genomu (2C) u taxonii O. brevistylum a O. pyrenaicum
subsp. sphaerocarpum z podrodu Beryllis (t€lo box-plotu zndzoriiuje 25-75 %
rozpéti variability, ¢dra uvniti box-plotu median, vousy zbytek variability a teCky
odlehl¢ hodnoty).
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4.1.2 Podrod Myogalum

Jedna ploidni aroven, DNA-tetraploidni, byla odvozena na zaklad€ velikost genomu u druha

O. boucheanum a O. nutans z podrodu Myogalum.

Signifikantné vétsi velikost genomu (T-test, t =-2,8600, DF = 15, p=0,012; obr. 6, tab. 1) byla
zjisténa u druhu O. nutans (2C = 40,93 pg), oproti O. boucheanum (2C = 38,92 pg). U druhu
O. nutans byla velikost genomu méfena pouze ze tii jedinci zjedné populace, naméfené
vysledky tedy nejsou plné relevantni a tento nizky pocet mize ovlivnit i variabilitu ve zji§téné
velikosti genomu, kdy byla vyS§si variabilita zjisténa u taxonu O. boucheanum (13,48 %), nezu

O. nutans (0,48 %; tab. 1).
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Obrazek 6 Absolutni velikost genomu (2C) u taxonu O.boucheanum a O.

nutans z podrodu Myogalum (t€lo box-plotu zndzortuje 25-75 % rozpéti

variability, ¢ara uvnitf box-plotu median, vousy zbytek variability a teCky
odlehl¢ hodnoty).
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4.1.3 Podrod Ornithogalum

V podrodu Ornithogalum bylo zjisténo na zakladé velikosti genomu celkem Sest ploidnich

urovni od diploidni po heptaploidni.

Diploidni a pentaploidni uroven je charakteristicka pro dva ruzné taxony fadici se do podrodu
Ornithogalum. Diploidni Groven u byla zji§téna u O. pannonicum a O. kochii, pentaploidni u
O. refractum a O. divergens. Diploidni taxon O. pannonicum se svou velikosti genomu (2C =
19,91 pg) signifikantné 1i§i od druhého diploidniho taxonu O. kochii (2C = 16,89 pg) z podrodu
Ornithogalum (T-test, t =-15,5757, DF =33, p <0,001; obr. 7, tab.1). Velikost genomu byla u
taxonu O. refractum zjisténa pouze pro jednoho jedince (2C = 34,66 pg), tudiz nelze hodnotit,
zda je mezi velikostmi genomu obou pentaploidnich taxonl signifikantni rozdil. V priméru
byla naméfena vétsi velikost genomu u O. divergens (2C = 40,87 pg), pro statistické porovnani
by bylo vsak nezbytné mit k dispozici vice nameétenych udaju pro taxon O. refractum (obr. 7,

tab. 1).

V polyploidnim komplexu O. umbellatum agg. bylo zji§téno celkem Sest ploidnich Grovni.
Velikost genomu taxonu O. kochii odpovida diploidnimu a tetraploidnimu cytotypu. Velikost
genomu O. umbellatum odpovida triploidnimu stupni. U druhu O. divergens byly zjistény na

zakladé velikosti genomu tfi ploidni urovné, pentaploidni, hexaploidni a heptaploidni (tab. 1).

Vysledky mnohonasobného porovnani absolutni velkosti genomu vtomto polyploidnim
komplexu (Dunnav test; tab. 2, obr. 7) dokazuji, ze se diploidni taxon O. kochii signifikantné
1i§i svou velikosti genomu od jeho tetraploidniho cytotypu a také, spolecné s O. umbellatum od
vsech tfi ploidnich stupnl taxonu O. divergens. Tetraploidni O. kochii se 1isi, vedle svého

diploidniho cytotypu, signifikantné i od heptaploidniho O. divergens.

Na zaklad¢ vysledki Dunnova testu mnohonasobného porovnani s hladinou vyznamnosti o =
0,05 se monoploidni velikost genomu diploidniho taxonu O. kochii signifikantné 1i§i od vSech
tii ploidii taxonu O. divergens. Triploidni O. umbellatum a tetraploidni cytotyp O. kochii se se
svou monoploidni velikosti genomu signifikantné odliSuji od heptaploidniho O. divergens (obr.
8, tab. 3). U triploidi a tetraploidi dochazi v porovnani s diploidy k mirnému zvétSeni
monoploidni velikosti genomu, naopak u pentaploidniho, hexaploidniho a heptaploidniho
cytotypu se monoploidni velikost genomu v porovnani s diploidy zmensuje s rostouci ploidii

(obr. 8, tab. 4).
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Tabulka 2 Vysledky Dunnova testu mnohonasobného porovnani absolutni velikosti genomu taxont O. umbellatum agg.
* = signifikantni rozdil (p < 0,05; z > 2,9352).

Taxon O. kochii  O. umbellatum O. kochii  O. divergens  O. divergens  O. divergens
2n  2x 3x 4x 5x 6x 7x
0. kochii 2x  0,0000 2,1200 3,1801% 7,2178%* 5,2485%* 6,1451*
O. umbellatum 3x  2,1200 0,0000 0,8655 3,0470%* 3,2154* 3,8227*
0. kochii 4x  3,1801* 0,8655 0,0000 1,9963 2,5087 3,0731*
O. divergens 5x 7,2178* 3,0470%* 1,9963 0,0000 1,3155 1,.8929
O. divergens 6x  5,2485% 3,2154* 2,5087 1.3155 0,0000 0,3516
0. divergens 7x  6,1451* 3,8227* 3,0731% 1,8929 0,3516 0,0000

Tabulka 3 Vysledky Dunnova testu mnohonasobného porovnani monoploidni velikosti genomu taxont O. umbellatum agg.

* = signifikantni rozdil (p < 0,05; z > 2,9352).

Taxon O. kochii  O. umbellatum  O. kochii  O. divergens  O. divergens  O. divergens
2x 3x 4x 5x 6x 7x
0. kochii 2x  0,0000 0,3181 0,0477 2,9693* 3,0416* 4,0629%
O. umbellatum 3x 0,3181 0,0000 0,2987 2,4332 2,8945 3,7435%*
0. kochii 4x  0,0477 0,2987 0,0000 2,0706 2,6506 3,4849*
O. divergens 5x 2,9693* 2,4332 2,0706 0,0000 1,4191 2,3046
O. divergens 6x  3,0416* 2,8945 2,6506 1.4191 0,0000 0,5743
0. divergens 7x_ 4,0629* 3,7435* 3,4849* 2,3046 0,5743 0,0000
55
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Obrazek 7 Absolutni velikost genomu (2C) u taxomu z podrodu Ornithogalum (t€lo box-

plotu znazoriuje 25-75 % rozpéti variability, ¢ara uvniti box-plotu median, vousy

zbytek variability a tecky odlehlé hodnoty).
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Obrazek 8 Monoploidni velikost genomu (1Cx) u taxonu

z polyploidniho komplexu Ornithogalum umbellatum agg. (t¢lo box-
plotu znazoriiuje 25-75 % rozpéti variability, ¢ara uvnitt box-plotu
median, vousy zbytek variability a teCky odlehlé hodnoty).

Tabulka 4 Monoploidni velikost genomu cytotypu O. umbellatum agg., N—pocet jedinct

Taxon Ploidie N Prim¢rna Procento
monoploidni  zvySeni/sniZeni
velikost genomu
genomu Cx vzhledem
[pg] k diploidni urovni
O. kochii 2x 30 8.45
O. umbellatum 3x 10 8,66 +2.49
O. kochii 4x 10 8,48 +0,36
O. divergens 5x 28 8,17 -3,31
O. divergens 6x 5 7,97 -5,68
0. divergens 7x 6 7,67 -9,23

4.1.4 Hybridni taxony

U obou hybridnich taxont byly zjistény rtzné ploidni urovné a také signifikantné odlisné
velikosti genomu. U taxonu O. xwildltii byla zji§téna DNA-triploidni ploidni uroven, u taxonu
O. xdegenianum DN A-tetraploidni. Signifikantn€ mensi absolutni velikost genomu byla

zjisténa u O. xwildtii (T-test, t = -18,2315, DF = 20, p<0,001; obr. 9a, tab. 1), naopak
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Vw7

monoploidni velikost genomu byla u tohoto taxonu signifikantn€ vyssi nez u O. xdegenianum

T-test, t = 3,8063, DF = 20, p = 0,001; obr. 9b, tab. 1).

Velikost genomu u hybridnich taxont je znazornéna na obr. 9¢ spole¢né s velikostmi genomu
jejich potencialnich rodi¢t. Triploidni O. xwildtii 1ezi se svou velikosti genomu (2C = 28,24
pg) presné mezi diploidnim O. kochii (2C = 16,89 pg) a tetraploidnim O. boucheanum (2C =

38,86 pg). Tetraploidni hybridni taxon O. xdegenianum se nachézi se svou velikosti genomu
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Obrazek 9 Prehled velikosti genomu, a) absolutni velikost genomu (2C) hybridnich taxonii, b) monoploidni velikost genomu
(1Cx) hybridnich taxonu, ¢) absolutni velikost genomu (2C) hybridnich taxonu a jejich potencidlnich rodi¢t, d) monoploidni
velikost genomu (1Cx) hybridnich taxonu a jejich potencialnich rodicu (t¢lo box-plotu znazoriuje 25-75 % rozpéti variability,
¢ara uvnitt box-plotu medidn, vousy zbytek variability a tecky odlehlé hodnoty).
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(2C = 35,60 pg) mezi dvéma tetraploidnimi taxony O. boucheanum (2C = 38,86 pg) a O. kochii
(2C = 33,92 pg). Stejny vztah miizeme pozorovat i na obr. 9d, kde je znazornéna monoploidni

velikost genomu pro prislusné taxony.

4.2 Pylova viabilita

Pylova viabilita byla stanovena celkem u 84 jedinct z 37 populaci.

V ramci souboru studovanych jedinc se pylova viabilita pohybovala od 0 % do 100 %
viabilnich pylovych zrn, v priméru 73 % (obr. 10, tab. 7). Nejnizsi hodnoty pylové viability
byly zaznamenany u hybridniho taxonu O. xwildtii, naopak az 100% pylova viabilita byla
zjisténa u diploidniho O. brevistylum a tetraploidniho O. nutans (tab. 7).
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Obrazek 10 Pylova viabilita (barvitelnost) u studovaného souboru jedincu stiedoevropskych
zastupcu rodu Ornithogalum (t€lo box-plotu znazoriuje 25-75 % rozpéti variability, ¢ara uvnitt
box-plotu medidn, vousy zbytek variability a teCky odlehlé hodnoty).
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42.1 Podrod Beryllis

Oba diploidni druhy z podrodu Beryllis vykazovaly vysokou pylovou viabilitu, O. pyrenaicum
subsp. sphaerocarpum (99 %) a O. brevistylum (96 + 3 %). U taxonu O. pyrenaicum subsp.
sphaerocarpum byla vSak stanovena viabilita pylu pouze u jednoho jedince, tudiz nelze tento
vysledek povazovat za pln¢ relevantni. Variabilita v pylové viabilité mezi jednotlivymi vzorky

u taxonu O. brevistylum byla 10,40 % (obr. 11, tab. 7).
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Obrazek 11 Pylova viabilita u taxoni O. brevistylum a O.
pyrenaicum subsp. sphaerocarpum z podrodu Beryllis (t€lo box-
plotu znazoriuje 25-75 % rozpéti variability, ¢ara uvnitt box-
plotu median, vousy zbytek variability).

4.2.2 Podrod Myogalum

Z podrodu Myogalum bylo prokazano primérné nizsi procento pylové viability u tetraploidniho
taxonu O. boucheanum (89 + 16 %) nez u DNA-tetraploidniho O. nutans (100 = 0 %, obr.14a),
avSak tento rozdil nebyl potvrzen jako statisticky vyznamny (T-test, t =-1,4272, DF =9, p =

0,187). Druh O. boucheanum vykazoval ve viabilité pylu vétsi variabilitu (49,72 %; obr. 12,
tab. 7).
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Obrazek 12 Pylova viabilita u taxonu O. boucheanum a O. nutans
z podrodu Myogalum (t€lo box-plotu zndzoriuje 25-75 % rozpéti
variability, ¢ara uvniti box-plotu median, vousy zbytek variability).

4.2.3 Podrod Ornithogalum

Velmi vysokych procent viability pylu (> 95%) z podrodu Ornithogalum dosahovali néktefi
jedinci diploidniho taxonu O. pannonicum, obou cytotypu taxonu O. kochii a pentaploidniho
taxonu O. divergens. Ov§em v priméru byla nejvétsi viabilita pylu prokézana u diploidniho
taxonu O. pannonicum (92 %) a nasledné u pentaploidniho O. divergens (86 %). Nejnizsi
pylovou viabilitu z tohoto podrodu vykazovali jedinci hexaploidniho a heptaploidniho cytotypu
O. divergens (28 % a 34 %, obr. 14d). V pruméru se vyrazné nejnizsi pylova viabilita nachazela
u hexaploidniho taxonu O. divergens (35 %). U taxonu O. refractum byl hodnocen pouze jeden
jedinec, jehoz pylova viabilita byla 51 %. Pro relevantni zhodnoceni pylové viability tohoto
taxonu by bylo nutné studovat vice jedinct. Nejvétsi mira variability v procentu pylové viability
se nachazela u heptaploidniho O. divergens (72,22 %) a diploidniho O. kochii (54,14 %; obr.
13, 14b, tab. 7).

V ramci O. umbellatum agg. byl prokazan signifikantni rozdil v pylové viabilité pouze mezi
pentaploidnim a hexaploidnim taxonem O. divergens (Dunnuv test, tab. 5). Tyto vysledky vSak
mohou byt ovlivnény rozdilnym poctem testovanych jedinci pro kazdou kategorii. Méné
robustni Tukey-Kramertv test (DF =47, critical value = 4,2065) vSak poukazuje na vyznamny

rozdil mezi obéma cytotypy O. kochii a pentaploidniho O. divergens shexaploidnim a
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heptaploidnim O. divergens a mezi triploidnim O. umbellatum a hexaploidnim O. divergens,

jak by bylo patrné pfi pohledu na boxploty (obr. 13).

Tabulka 5 Vysledky Dunnova testu mnohonasobného porovnani pylové viability taxonu O. umbellatum agg.
* = signifikantni rozdil (p < 0,05; z > 2,9352).

Taxon O. kochii  O. umbellatum O. kochii  O. divergens  O. divergens  O. divergens
2n  2x 3x 4x 5x 6x 7x
0. kochii 2x  0,0000 0,5190 0,4790 1,6453 2,2750 1,7253
O. umbellatum 3x  0,5190 0,0000 0,8464 1,6375 1,5304 0,9849
0. kochii 4x 04790 0,8464 0,0000 0,9005 2,4921 1,9837
O. divergens 5x 1,6453 1,6375 0,9005 0,0000 3,3454* 2,9188
O. divergens 6x 22750 1,5304 2,4921 3,3454* 0,0000 0,6185
0. divergens 7x 17253 0,9849 1,9837 2,9188 0,6185 0,0000

100

=
——
80 | l
3 T
%
(=]
: 1
2
I
8 60+
3>
2 ——
z L
) -
E
©
>
40 -
L
L]
P
S ™ 5 S A
(¢) & - mS N
Tl'o e?sb\ é\\\ ’ e}\@/ o@/ e& c§\\CJ ‘@c‘;"
o ® © & © O & &
N o g g g 2 .
o § § & N ©
o o o o
taxon

Obrazek 13 Pylova viabilita (barvitelnost) u taxonu z podrodu Ornithogalum (t€lo box-
plotu znazoriuje 25-75 % rozpéti variability, ¢ara uvnitt box-plotu medidn, vousy zbytek
variability a tecky odlehlé hodnoty).
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Obrazek 14 Pylova zrna vybranych taxonu rodu Ornithogalum obarvena modifikovanym Alexandrovym barvivem; zvétSeni 50 x;
viabilni pylova zrna jsou vybarvena rizovou barvou, abortovana pylova zrna jsou Seda; a) O. nutans (4x), b) O. kochii (2x), ¢) O.
umbellatum (3x), d) O. divergens (6x), €) O. xwildtii (3x), f) O. xdegenianum (4x)
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4.2.4 Hybridni taxony

Vyrazny rozdil ve viabilité pylu se nachazi mezi hybridnimi taxony. Taxon O. xwildtii vykazuje
velmi nizké procento pylové viability (16 %, obr. 14e). VySsi procento pylové viability bylo
prokazano u tetraploidniho hybridniho taxonu O. xdegenianum (74 %; obr. 14f, 15a, tab. 7). U
tohoto taxonu vsak byli hodnoceni pouze dva jedinci a pro relevantni zhodnoceni jeho pylové
viability by bylo tfeba studium vice jedincti. Pfi porovnani pylové viability hybridniho taxonu
O. xwildltii a jeho potencialnich rodicovskych druhii byl nalezen signifikantni rozdil (ANOVA,
n=24,F=41,45, p<0,001), kdy pylova viabilita u triploidniho O. xwildtii byla vyznamné nizsi,
nez u obou jeho potencialnich rodicovskych druhti (Tukey-Kramerav test, DF = 21, critical

value = 3,5719; obr. 15b, tab. 7). Naopak u tetraploidniho O. xdegenianum nebyla oproti jeho
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Obrazek 15 Pylova viabilita (barvitelnost) a) hybridni taxony triploidni O. xwildltii a tetraploidni O. xdegenianum,
b) O. xwildtii a jeho potencidlni rodi¢e diploidni O. kochii a tetraploidni O. boucheanum, c) O. xdegenianum a
jeho potencialni rodi¢e diploidni a tetraploidni cytotyp O. kochii a O. boucheanum (t€lo box-plotu znazoriuje 25—
75 % rozpéti variability, ¢ara uvnitf box-plotu median, vousy zbytek variability).
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potencialnim rodicovskym druhiim prokazana nizsi pylova viabilita (ANOVA, DF= 28, F =
1,00, p =0,410; obr. 15c¢, tab. 7).

4.2.5 Srovnani pylové viability na jednotlivych ploidnich urovnich

Pfi porovnani procenta pylové viability mezi diploidnimi taxony rodu Ornithogalum byla
prokazana signifikantné nizsi viabilita pylu u taxonu O. kochii (77 %) z podrodu Ornithogalum
oproti O. pannonicum (92 %) ze stejného podrodu a O. brevistylum (96 %) z podrodu Beryllis
(Tukey-Kramertv test, DF = 19, critical value = 3,6000; obr. 16a, tab. 7).

Z obou studovanych triploidnich taxon ma signifikantné nizsi pylovou viabilitu hybridni taxon
O. xwildtii (16%) oproti O. umbellatum (72 %; T-test, t=4,5150, DF =8, p =0,002; obr. l4c,e;
16b; tab. 7). Signifikantni odliSnost v procentu pylové viability byla u tetraploidnich zastupca

rodu Ornithogalum prokazana mezi taxony O. kochii a O. nutans (Dunnuv test, obr. 16¢, tab.6)
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Tabulka 6 Vysledky Dunnova testu mnohonasobného porovnani pylové viability tetraploidnich taxont rodu Ornithogalum
* = signifikantni rozdil (p < 0,05; z > 2,6383).

Taxon O. boucheanum  O. nutans  O. kochii  O. xdegenianum
2n 4x 4x 4x 4x
0. boucheanum 4x  0,0000 2,0094 1,0287 0,8297
O. nutans 4x  2,0094 0,0000 3,1088* 2,2641
0. kochii 4x  1,0287 3,1088* 0,0000 0,1543
0. xdegenianum _ 4x  0,8297 2,2641 0,1543 0,0000

Tabulka 7 Pylova viabilita ve vztahu ke konkrétnim taxonim, N—pocet jedincu, p-aritmeticky pramér, SD—smérodatna
odchylka

Podrod Taxon Ploidic N Pylova viabilita [%]  Variabilita
Min Max p+SD [%]
Beryllis O. pyrenaicum 2x 1 99
subsp.
sphaerocarpum
O. brevistylum 2x 5 90 100 96+3 10,40
Myogalum O. boucheanum 4x 6 55 99 89+ 16 49,72
O. nutans 4x 5 99 100 1000 1
Ornithogalum  O. pannonicum 2x 5 75 99 92+10 26,20
O. refractum 5x 1 51
O. kochii 2x 12 56 98 78+ 11 54,14
O. umbellatum 3x 4 56 89 72+ 15 4599
O. kochii 4x 8 65 99 8113 42,17
O. divergens 5x 22 54 99 86+ 12 5246
O. divergens 6x 3 28 42 35¢6 40
O. divergens 7x 4 34 73 5416 72,22
Hybridni 0. xdegenianum 4x 2 72 78 75+3 8
taxony
O. xwildtii 3x 6 0 46 15+19 303,30
Celkem 84
Pramér 73

4.2.6 Absolutni pocty pylovych zm

V ramci studovaného souboru jedinct byl primérny pocet 1459 pylovych zrn ze tfech prasnika,
kdy v kazdém bylo pod mikroskopem spocitano zcela nahodné Sest zornych poli. Nejnizsi pocty
byly zjiStény u triploidniho hybridniho taxonu O. x wildltii (4 pylova zrna) a u heptaploidniho
O. divergens (29 pylovych zm; obr. 17, tab. 8). Taxon O. x wildltii taktéz vykazoval v poctu
pylovych zr nejvétsi variabilitu (243,23 %) mezi nejmensim a nejvét§im poctem zrn v jednom
zorném poli. Velka variabilita byla téz zjiS§téna u diploidniho O. kochii (211,03 %). Nejméné
variabilni v poctu pylovych zr byl hybridni taxon O. xdegenianum (20,38 %), tento vysledek

vsak lze predpokladat vzhledem k tomu, ze byl pocet pylovych zrn zji§fovan pouze u dvou
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jedinch. Déle byla nizsi variabilita zjisténa u diploidniho O. brevistylum (53,44 %) a

tetraploidniho O. nutans (69,26 %; obr. 17, tab. 8)
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Obrazek 17 Pocet pylovych zm v Sesti zornych polich ve tfech prasnicich (télo box-
plotu znazoriuje 25-75 % rozpéti variability, ¢ara uvnitt box-plotu medidn, vousy
zbytek variability a teCky odlehlé hodnoty).
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Obrazek 18 Korelace velikosti genomu a pylové viability u studovaného souboru jedincu rodu Ornithogalum, a) absolutni

velikost genomu vs. pylova viabilita (Pearsonuv korela¢ni koeficient, r = -0,0816, p = 0,496), b) monoploidni velikost
genomu vs. pylova viabilita (Pearsonuv korelacni koeficient, r = 10,1214, p=0,310)
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Tabulka 8 Absolutni pocet pylovych zrn stanoveny z Sesti mikroskopickych zornych poli pro tfi prasniky v rdmci jedince
Pocet jedincu (N), Primér (u), Standardni odchylka (SD).

Podrod Taxon Ploidie N Absolutni pocet pylovych  Variabilita
zrn (6 zomych poli / 3 [%]
prasniky / jedinec)
Min Max uzxSD
Beryllis O. pyrenaicum 2x 1 1467
subsp.
sphaerocarpum
O. brevistylum 2x 5 1306 2158 1594 +£309 53,44
Myogalum O. boucheanum 4x 6 290 1356 7374355 144,67
O. nutans 4x 5 1457 3181 2489 +591 69,26
Ornithogalum  O. pannonicum 2x 5 1136 2443 1807 +£549 7231
O. refractum 5x 1 1651
O. kochii 2x 12 396 4197 1801 +1087 211,03
O. umbellatum 3x 4 1505 4311 2601 +1130 107.87
O. kochii 4x 8 617 3712 1724+879  179.58
O. divergens 5x 22 771 4149 1981 +£719 170,50
O. divergens 6x 3 1117 2578 1992 +£630 73,36
O. divergens 7x 4 29 81 54 +£21 95.85
Hybridni 0. xdegenianum 4x 2 454 557  506+52 20,38
taxony
O. xwildtii 3x 6 4 546 223 +£220 243,23
Celkem 84
Primér 1459

4.2.7 Vztah pylové viability, velikosti genomu a ploidni Grovné

U studovaného souboru jedinci dochazi k mirnému poklesu viability pylu s rostouci absolutni
velikosti genomu, av§ak tento pokles neni potvrzen jako statisticky vyznamny (obr. 18a). S tim
souvisi 1 vysledek mirné negativni korelace, kdy viabilita mirn€ klesa s rostoucim ploidnim
stupném, ale opét ne signifikantné (obr. 19a). Naopak s rostouci monoploidni velikosti genomu
dochazi k mirn€ pozitivni korelaci v narustu pylové viability, ale 1 presto, ze je zde korelace
siln€j$i nez v prechozim pfipadé, nelze ji povazovat za statisticky vyznamnou (obr. 18b).
S rostouci ploidii mizeme také pozorovat mirny pokles poctu pylovych zrn, ktery byl spocitan
vzdy ze Sesti zornych poli pod mikroskopem ve tfech prasnicich na jedince (obr. 19b), avSak
opét se nejedna o signifikantni vysledek. Jako statisticky vyznamny vysledek nebylo porvrzeno
ani snizovani poctu pylovych zrn s rostouci velikosti genomu, ikdyz se v tomto vztahu objevuje
mirné negativni korelace (obr. 19a, b). Je tedy patrné, ze viabilita pylu ani mnozstvi pylovych

zrn vyznamné nezavisi na rostouci velikosti genomu ani na rostouci ploidni urovni.

S rostouci variabilitou v poctu pylovych zrn u daného taxonu mirné€ klesa celkova hodnota

pylové viability, ale tento rozdil nebyl potrvzen jako statisticky vyznamny (obr. 20a). Bylo vsak
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prokéazano, ze ¢im vice je dany taxon variabilni v hodnotach pylové viability, tim ma pylovou
viabilitu mensi (obr. 20b) a soucasné ¢im vice je taxon variabilni v hodnotach pylové viability,

tim vétsi variabilita se u néj také vyskytuje v poctu pylovych zr (obr. 20c).

V piipad€ analyzy taxont pouze z podrodu Ornithogalum byla zjisténa negativni korelace mezi
velikosti genomu a pylovou viabilitou, kdy s rostouci velikosti genomu viabilita klesala (obr.
21a). Tento vztah nebyl potvrzen jako statisticky signifikantni, avSak jako statisticky vyznamna
byla vyhodnocena pozitivni korelace, kdy s rostouci monoplodni velikosti genomu dochazi u
taxont z tohoto podrodu k ristu pylové viability (obr. 21b). Rovnéz dochazi k vyznamnému

poklesu pylové viability s rostoucim ploidnim stupném u tohoto podrodu (obr. 21c¢). Stejné
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Obrazek 19 Korelace u studovaného souboru jedinct rodu Ornithogalum a) ploidie vs. pylova viabilita (Pearsonuv
korela¢ni koeficient, r = -0,1249, p = 0,258), b) ploidie vs. absolutni pocet pylovych zrm (Pearsontv korela¢ni
koeficient, r = -0,0840, p = 0,447), ¢) absolutni velikost genomu vs. pocet pylovych zrn (Pearsoniiv korelacni
koeficient, r = -0,1124, p = 0,351), d) monoploidni velikost genomu vs. pocet pylovych zrn (Pearsoniv korela¢ni
koeficient, r =-0,1123, p = 0,351).
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vztahy byly testovany taktézjen pro polyploidni komplex Ornithogallum umebllatum agg., tedy
bez taxona O. refractum a O. pannonicum. Jedina signifikantni zavislost byla potvrzena ve
vztahu mezi monoploidni velikosti genomu a pylovou viabilitou, kdy, stejn€ jako u celého
podrodu, dochazi s rostouci monoploidni velikosti genomu k rastu pylové viability (obr. 22b).
U skupiny O. umbellatum agg. nebyla, narozdil od celého podrodu Ornithogalum, statisticky

potvrzena zavislost mezi ploidnim stupném a viabilitou pylu (obr. 22c¢).
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Obrazek 20 Korelace u studovaného souboru jedinct rodu Ornithogalum a) variabilita v absolutnim poc¢tu pylovych zm vs. pylova
viabilita taxonu (Pearsonuv korela¢ni koeficient, r = -0,3544, p = 0,2584), b) variabilita ve viabilité pylu vs. pylova viabilita

(Pearsontv korelacni koeficient, r = -0,7720, p = 0,003), c) variabilita ve viabilit¢ pylu vs. variabilita v absolutnim poc¢tu pylovych zrn
(Pearsonuv korelacni koeficient, r=0,6873, p=0,014).
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Obrazek 21 Korelace velikosti genomu, ploidie a pylové viability u taxoni z podrodu Ornithogalum a) absolutni velikost genomu
vs. pylova viabilita (Pearsonuv korelacni koeficient, r = -0,2485, p = 0,0756), b) monoploidni velikost genomu vs. pylova viabilita

(Pearsonuv korelacni koeficient, r = 0,4045, p = 0,003), ¢) ploidni stupeii vs. pylova viabilita (Pearsonuv korela¢ni koeficient, r =
-0,2987, p = 0,022).
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Obrazek 22 Korelace velikosti genomu, ploidie a pylové viability u taxont z polyploidniho komplexu Ornithogalum umbellatum
agg. a) absolutni velikost genomu vs. pylova viabilita (Pearsonuv korela¢ni koeficient, r=-0,1885, p = 0,210), b) monoploidni
velikost genomu vs. pylova viabilita (Pearsoniv korelacni koeficient, r = 0,3148, p = 0,033), ¢) ploidni stupeii vs. pylova viabilita
(Pearsonuv korelacni koeficient, r =-0,2245, p = 0,106).
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5 Diskuse

5.1 Velikost genomu, DNA ploidni troven, pylova viabilita a jejich variabilita
v taxonomickych skupinach

V ramci cévnatych rostliny se setkame s az 2400n4sobnym rozdilem ve velikosti genomu, kdy
se nejmensi genomy nachazi u Celedi Lentibulariaceae (Fleischmann et al. 2014) a nejvétsi u
Celedi Melanthiaceae (Pellicer et al. 2010). Leitch et al. (1998) ve své studii kategorizuji druhy
na zakladé velikosti genomu do ¢tyt skupin: s velmi malym genomem (2C < 1,4 pg), s malym
genomem (2C < 3,5 pg), s velkym genomem (2C > 14 pg) a s velmi velkym genomem (2C >
35 pg). Velké a velmi velké genomy jsou obecné typické hlavné pro jednodélozné, konkrétné
pro geofytni rostliny (Grime & Mowforth 1982, Vesely et al. 2012, Pellicer et al. 2018), mezi
které patfi i studované taxony v této praci, u kterych byla zjisténa primérna velikost genomu
33,15 pg. Vsechny studované druhy patii do skupin s velkym a velmi velkym genomem,

pficemz mirné prevazuji taxony s velmi velkym genomem.

Rod Ornithogalum ptedstavuje pomérné naro¢nou skupinu z hlediska analyzy méfeni velikosti
genomu pomoci prutokové cytometrie, a to predevS$im kvuli pfitomnosti sekundarnich
metabolitt, které znacné€ komplikuji proces méteni. U méfenych vzorkd se pohybovala hodnota
CV mezi 1,06 a 6,32, kdy se hrani¢ni hodnoty CV pro méfeni podobaji hodnotam 1 v dalSich
studiich (napt. Bardy et al. 2010, Kolarcik et al. 2015, Kobrlova & Hrones$ 2019).

Soubory jedinct v ramci studovanych taxonu v této praci jsou dosti nevyrovnané, kdy byly
nékteré taxony zastoupeny vyrazné niz$im poctem jedinct nez ostatni. Hlavnim divodem byly
predevsim zakazy a omezeni v dusledku pandemie koronaviru, které znemoznily béhem dvou
sezon po sobé vycestovat do zahrani¢i pro sbér rostlinného materialu. Tyto rozdily mohly tak

ovlivnit nékteré zde uvadéné vysledky.

Podrod Beryllis

Na zakladé naméftené velikosti genomu u druht O. pyrenaicum subsp. sphaerocarpum (2C =
29,46 pg) a O. brevistylum (2C=17,26 pg) bylo prokazano, ze az témet dvakrat mensi velikost
genomu se vyskytuje u taxonu O. brevistylum nez u druhého taxonu. Ke stejnym vysledkim
dospéli ve svych studiich také Zonneveld et al. (2005) a Zonneveld (2019), kdy u O. brevistylum
(v jejich praci oznaCovaném jako O. pyramidale) udavaji velikost genomu 17,3 pg a u O.

pyrenaicum subsp. sphaerocarpum uvadéji 31,1 pg (Zonneveld et al. 2005) a 30,2 pg
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(Zonneveld 2019). Mensi, avSak stale srovnatelnou velikost genomu u druhu O. brevistylum 2C
= 15,25 pg zjistili ve své praci Smarda et al. (2019). Oba taxony bychom mohli oznagit za
taxony s velkym genomem (Leitch et al. 1998). Pokud bychom ale méli odhadnout ploidni
stupen u téchto dvou druhti pouze na zakladé zjisténé velikosti genomu, dosli bychom k zavéru,
ze taxony vykazuji rozdilné ploidni urovné a sice, diploidni (O. brevistylum) a tetraploidni (O.
pyrenaicum subsp. sphaerocarpum). V ptipadé, ze bychom ploidii obou druhii odhadovali
pouze podle poctu chromozomu, dosli bychom pravdépodobné k zavéru, ze O. pyrenaicum
subsp. sphaerocarpum je diploid s 2n = 18 (Hrouda 1980) a O. brevistylum je triploid s 2n = 24
(Hrouda 1980, Tornadore & Orza 1987). 1 pfes tento zjevny nesoulad mezi poctem
chromozomd, velikosti genomu a ploidii, uvadi Hrouda (1980) na zakladé studia meiotického
chovani chromozom? a karyotypu somatickych chromozomt, ze jsou oba druhy diploidni a pfi
mitdzach a meidzach dochazi k dokonalému parovani chromozomu. Dale také udava, ze se u
taxonu O. pyrenaicum subsp. sphaerocarpum, i piesto, ze ma mensi pocet chromozomd,
vyskytuji vétsi pylova zrna nez u O. brevistylum. Je tedy logické, ze se u tohoto taxonu budou
také nachazet vétsi chromozomy, nez u O. brevistylum. Oba tito diploidni zastupci podrodu
Beryllis vykazuji vysokou pylovou viabilitu (> 90 %) a bezproblémovou tvorbu pylovych zrn.
To vSe proto neptfimo potvrzuje, Ze jsou oba druhy diploidni. Hrouda (1980) tak ve své praci
dochazi k z&véru, ze oba taxony nalezi k cytologicky odliSnym skupindm podrodu Beryllis s
rozdilnym zakladnim chromozomovym cislem. Karyologické a cytologické procesy u obou

druht by bylo vhodné dale studovat za pomoci modernéjsich metod, napf. in situ hybridizace.

Podrod Myogalum

V podrodu Myogalum byla zjisténa u druht O. boucheanum a O. nutans na zakladé velikosti
genomu shodna ploidni uroven, a to DNA-tetraploidni. Tento vysledek, je pomémé
prekvapivym zjisténim, jelikoz se tradi¢né uvadi (napt. Lauber 1947, Holzer 1952, Ludwig &
Lenski 1969 cf. Hrouda 1980; Hrouda 1980, 2010), ze druhy O. boucheanum a O. nutans tvoti
polyploidni fadu se zakladnim po¢tem chromozomu x = 7, pficemz O. boucheanum predstavuje
tetraploidni a O. nutans hexaploidni taxon. U taxonu O. boucheanum se v mnoha studiich
objevuji shodné pocty chromozomi 2n = 28, které tetraploidni Grovni opravdu odpovidaji
(Lungeanu 1972, Hrouda 1980, 2007, Majovsky et al. 1987, Markova & Goranova 1996, Speta
2000), ale u O. nutans je situace ponékud komplikovangji. Casto uvadénym podtem
chromozomt u O. nutans je 2n = 42 (Lauber 1947, Holzer 1952, Ludwig & Lenski 1969 cf.
Hrouda 1980, Skalinska et al. 1976; Hrouda 1980; Speta 2000), coz pifi zakladnim
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chromozomovém ¢isle x=7 odpovida jiz zminéné hexaploidni urovni. Nutno dodat, ze se ovSem
u tohoto druhu objevuji v literatufe velmi riznorodé poCty chromozomu (napf. Dalgic &
Ozhatay, 1997: 2n = 14; Johnson & Brandham, 1997: 2n = 18; Dalgic et al., 2009: 2n = 35;
Merigetal., 2011: 2n= 14,15, 35, 40, 41; Zonneveld, 2019: 2n = 14-42), které Casto odpovidaji
riznym ploidnim stupinam. Kdyby taxony opravdu byly z jedné polyploidni fady se zakladnim
chromozomovym ¢islem x = 7 a O. nutans byl hexaploidni taxon, bylo by pravdépodobné, ze
by u néj byla potvrzena mnohem vétsi velikost genomu nez u O. boucheanum, konkrétné kolem
hodnoty 58 pg (vychazime-li z hodnot monoploidni velikosti genomu tetraploidniho O.
boucheanum namétenych v této praci 1Cx = 9,71 pg). I presto, ze u O. nutans byla opravdu
zjisténa signifikantné vétsi velikost genomu, pohybovala se jen kolem 40 pg, které stale
odpovidaji DNA-tetraploidni urovni. Obdobnou velikost genomu uvadéji ve svych studiich 1
Zonneveld et al. (2005) a Zonneveld (2019), a to 43,9 pg. Karaguzel et al. (2020) ve své praci
naméfili u tohoto taxonu 45,7 pg. Tyto velikosti genomu jasné potvrzuji, ze se nejedna o
hexaploidni taxon, nybrz poukazuji na nizsi ploidni trovefi, pravdépodobné tetraploidni. Heitz
(1926) v své praci tetraploidni pocet chromozomil 2n = 28 pro tento taxon udava (cf. Hrouda
1980), avsak tuto informaci Hrouda (1980) vyvraci a tvrdi, ze dany poCet chromozomu se
vztahuje jist€ k O. boucheanum. Karaguzel et al. (2020), ktefi ve své studii pracovali
s rostlinnym materialem pochazejicim z uzemi Turecka, povazuji O. nutans také za tetraploidni
taxon. Kdybychom pifedpokladali, ze oba taxony O. boucheanum a O. nutans maji stejné
zakladni chromozomové Cislo a stejnou ploidni urover, pravdépodobné by musel taxon O.
nutans podle své velikosti genomu disponovat vétSimi chromozomy, nez O. boucheanum.
Hrouda (1980) vsak ve své praci udava fakt, ze se u O. boucheanum vyskytuji nejdelsi
chromozomy ze vSech evropskych druhi, coz tuto myslenku nepodporuje. Dalsi moznosti ale
také muaze byt to, ze je O. nutans opravdu hexaploidnim taxonem, ale naopak se u néj mohou
vyskytovat velmi malé chromozomy, které by zdivodnily mensi velikost genomu, nez ktera by
se predpokladala pro hexaploidni ploidni troverni. Objasnéni velikosti genomu a ploidni Grovné
u taxonu O. nutans potrebuje vSak bezpochybné jesté dalsi komplexnési studium. U O.
boucheanum byla zji§téna pomérné velka variabilita ve velikosti genomu s rozmezim od 36 do
41 pg, na tento fakt upozoriiuje ve své praci také Pichalova (2017), kterd tuto variabilitu
vysvétluje moznosti vyskytu aneuploidnich jedinci v ramci tohoto taxonu, jejichz mozny
vyskyt zmifiuje 1 Hrouda (1980). Variabilita ve velikosti genomu muze byt také zpisobena

rozdily v obsahu repetitivnich tisekti nekddujici DNA (Bennetzen et al. 2005, Soltis et al 2015).
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U taxonu O. nutans byla potvrzena velmi vysoka pylova viabilita (100%), nejvyssi z celého
studovaného souboru taxond. Naopak O. boucheanum vykazoval viabilitu nizsi, v priméru 89
% a zaroven u néj byla zjisténa az 50% variabilita v hodnotach pylové viability. To napovida
tomu, Ze se u tohoto taxonu vyskytuji urcité meiotické poruchy, které jsou zptuisobené hlavné
velmi riznorodym karyotypem a tim padem Spatnym parovanim chromozomu (Hrouda 1980).
U O. boucheanum muzeme také sledovat az 145% variabilitu ve zjisténém poctu pylovych zrn,

kdy by praveé meiotické poruchy mohly tyto vykyvy vysvétlovat.

Podrod Ornithogalum

Velmi cytologicky rozmanity je podrod Ornithogalum, ve kterém bylo v této praci zjisténo hned
Sest ploidnich urovni od diploidni po heptaploidni. Studovani zastupci této skupiny maji stejné
zakladni chromozomové Cislo x = 9. Mizeme se zde setkat se dvéma diploidnimi druhy O.
pannonicum a O. kochii, jejichz ploidni troveti byla potvrzena i mnoha dalSimi autory (napft.
Tornadore & Garbari 1979, Hrouda 1980, van Raamsdonk 1986, Garbari et al. 2003). Tyto
diploidni taxony se od sebe vyznamné lisi svou velikosti genomu ale i1 viabilitou pylu. Vétsi
genom se vyskytuje u O. pannonicum, u kterého byla potvrzena i vysoka pylova viabilita (>90
%), signifikantn€ vyssi nez u O. kochii, ktery mél viabilitu dosti snizenou, v prumeéru 78 %.
Kazdy z téchto dvou druht vsak fadime do jiné skupiny v ramci podrodu Ornithogalum (O.
kochii je soucasti polyploidniho komplexu O. umbellatum agg.), tudiz se jedna i o dosti odlisné
taxony z hlediska morfologickych znakt i ekologického a geografického vyskytu (Hrouda
1980).

Mezi pentaploidni zastupce tohoto podrodu fadime taktéz dva taxony a to O. refractum a O.
divergens. V literatufe se muzeme setkat s riznorodymi informacemi, které se tykaji ploidie u
taxonu O. refractum. Naptiklad van Raamsdonk (1986) u tohoto druhu ve své praci uvadi
hexaploidni Groven s poCtem chromozomt 2n = 54, a cituje i dalsi autory, ktefi dospéli ke
stejnému vysledku. Dalsi autory, ktefi uvadi stejny poCet chromozomu cituji napt. Peruzzi &
Passalacqua (2002). Casto se jedna o polty chromozomd u rostlin zuzemi Bulharska,
Rumunska a Moldavska. Tentyz pocet chromozomu uvadi i Garbari et al. (2003) z Gizemi Italie.
Ovsem jina ploidni uroveri, pentaploidni, s po¢tem chromozomu 2n = 45 byla prokazana u téhoz
taxonu pochazejiciho z okoli Budapesti, coz je ,locus classicus® tohoto druhu (Speta 2010).
V mé praci byl studovan pouze jeden jedinec taxonu O. refractum, ktery pochazi zhruba ze
stejného uzemi (Gyor), a proto je na zakladé mista sbéru a naméfené velikosti genomu tedy

povazovan za pentaploida. Pro pfesné stanoveni ploidniho stupné je vSak nezbytné v dalSim
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studiu spocitat presny chromozomovy pocet daného jedince. Druhy pentaploidni taxon O.
divergens, fadime do polyploidniho komplexu O. wumbellatum agg. Velikost genomu ani
pylovou viabilitu zjisténou u téchto dvou druhGi nelze piili§ srovnavat z davodu
nerovnomérného poctu vzorkl studovanych v této praci. Nicméné vétsi velikost genomu byla
zjisténa praveé u druhu O. divergens, ktery taktéz vykazoval i vyssi viabilitu pylu, v pruméru 86
%. OvSem v ramci studovaného souboru jedinci pro tento taxon se u nékterych znich
vyskytovaly hodnoty viability pylu kolem 50 %, coz je hodnota, ktera byla zjisténa 1 u
studovaného jedince O. refiactum. Pro porovnani viability t€chto dvou pentaploidnich druha

by bylo jisté za potiebi mit k dispozici vice vzorku taxonu O. refractum.

Do polyploidni fady O. wumbellatum agg. patii také, vedle vySe zminénych taxonu (tj.
diploidniho O. kochii a pentaploidniho O. divergens), dal§i taxony, a to triploidni O.
umbellatum, tetraploidni cytotyp O. kochii a dalsi dvé ploidni trovné O. divergens, hexaploidni
a heptaploidni. Zjisténi heptaploidniho taxonu v tomto podrodu je novym poznatkem, ktery byl
poprvé v literatufe zminén v praci autori Kunzova et al. (2020), kde bylo pro tento taxon
pracovano se stejnym rostlinnym materidlem, jako v mé studii. Nové zjiS§téna ploidni Groven
byla v ramci této prace piirazena k taxonu O. divergens, u kterého Hrouda (1980) ve své praci
vyskyt 1 vys$si ploidie nez penta— a hexaploidni pfipousti, avSak uroven ploidie blize
nekonkretizuje. U této nové zjisténé ploidie je zajisté potieba dalsi studium, predevsim zjistit
presny pocet chromozomu. O to se pokouseli Kunzova et al. (2020) a dospéli k pribliznému
poctu chromozomi 2n ~ 60, coz heptaploidni uroven potvrzuje, stejné tak jako zjisténa velikost

genomu Vv této praci.

V této polyploidni fadé mizeme sledovat zajimavou zavislost a to, Ze dochazi ke zmen§ovani
monoploidni velkosti genomu s rostoucim ploidnim stupném. Tim bylo dokazano, ze se v tomto
komplexu muzeme setkat sbézné se vyskytujicim fenoménem mezi krytosemennymi
rostlinami, pti kterém dochéazi po procesu polyploidizace ke ztratdam nekodujicich sekvenci
DNA (Leitch & Bennett 2004, Pellicer et al. 2018). Jedna o tzv. ,,genome downsizig", jehoz
vyskyt pozorovalo u polyploidnich druht riznych rodi (Celedi) i nékolik dalSich autora (napf.
Eilam et al. 2010: Triticeae, Hoffer & Meister, 2010: Malus; Zonneveld, 2010: Hepatica, Lopez
etal., 2011: Turnera; Moller, 2018: Streptocarpus; Bancheva & Greilhuber, 2006: Centaurea).
Zmen3ovani velikosti monoploidniho genomu je patrné u pentaploidniho, hexaploidniho a
heptaploidniho taxonu v porovnani s diploidy této skupiny. Tomuto jevu vénuji ve své praci
pozornost také napiiklad Galdeano et al. (2016) u rodu Paspalum, kde potvrdili v ramci raznych

cytotypu téhoz taxonu tfi moznosti zmény monoploidni velikosti genomu. U nékterych taxont
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uvadi zvétSovani, u jinych naopak zmen§ovani monoploidni velikosti genomu s rostouci ploidii
u polyploidnich cytotypt v porovnani s diploidy daného druhu, avSak u vétSiny zkoumanych
polyploidnich cytotypi neprokazali signifikantni zvétSeni ani zmenseni monoploidni velikosti
genomu vzhledem k diploidnim cytotypum téhoz taxonu. Tyto vysledky, jak autofi uvadeji, se
pfili§ neshoduji s obecnou tendenci zmenSovani genomu u polyploidnich cytotypu, kterou
pozorovali Leitch & Bennett (2004). Pravé opacna tendence, tedy zvétSovani genomu s rostouct
ploidii, byla v ramci jejich studie (Galdeano et al. 2016) vyrazné prokazana u triploidniho
taxonu Paspalum simplex. Stejna tendence byla pozorovana i v této praci u triploidnich
zastupct skupiny O. umbellatum agg., kteti vykazovali nartst velikosti genomu v porovnani
s diploidy z této skupiny o 2,5 %. Ve studii Leitch & Bennett (2004) byly vSechny liché ploidie
vyfazeny z analyz z divodu nereprezentativniho vzorku. Tento vyznamny vztah, zmensSovani
monoploidni velikosti genomu s rostoucim ploidnim stupném, byl potvrzen zaroven v celém

studovaném souboru populaci rodu Ornithogalum v této praci.

U obou cytotypua taxonu O. kochii 1ze pozorovat stejnou monoploidni velikost genomu. Tento
fakt muze poukazovat na autopolyploidni vznik tetraploidniho cytotypu v prub€hu evoluce
z diploidniho O. kochii, coz ve své praci predpoklada 1 Hrouda (1980). Galdeano et al. 2016 se
ve své studii rodu Paspalum mimo jiné také zabyvali velikosti genomu autotetraploidni rostliny
uméle vytvorené z diploidni rostliny za pomoci pisobeni kolchicinu a zjistili u téchto dvou
jedincu stejnou monoploidni velikost genomu, coz podporuje tvrzeni, ze polyploidni cytotypy
vramci jedné polyploidni fady wurcitého taxonu mohly vzniknout pravé cestou

autopolyploidizace.

Existuje n€kolik studii, v rdmci kterych byla nalezena korelace mezi nizkou pylovou viabilitou
a meiotickymi abnormalitami u autopolyploidnich taxond. Piikladem muze byt studie rodu
Onosma (Kolarcik et al. 2015), kde vedle vysoké pylové viability u diploidnich taxoni tohoto
rodu (72-98 %) udavaji také snizenou viabilitu u autotetraploidd (71 %). Stejné tak Cohen et
al. (2013) sledovali u rodu Hylocereus vysokou viabilitu u diploidd (97 %) a o néco nizsi
viabilitu u autotetraploidi (86 %). Pokud povazujeme tetraploidni cytotyp O. kochii za
autotetraploidni taxon, zjisténé vysledky pylové viability v této praci se s vySe zminénymi
zavéry jinych autorti ohledn€ snizené viability u autoteploidnich druhii oproti diploidnim pfilis
neshoduji. I presto, ze rozdil v pylové viabilité nebyl statisticky vyznamny, v priméru nizsi
pylova viabilita byla pozorovana u diploidniho cytotypu O. kochii (78 %), oproti jeho
tetraploidnimu cytotypu, u kterého byla potvrzena v priméru viabilita 81 %. Van Raamsdonk

(1985) uvadi u tetraploidnich jedinci zkomplexu O. wumbellatum agg. (v jeho praci
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oznaCovanych jako O. wumbellatum) extrémné variabilni hodnoty pylové wviability, a to
v rozmezi od 0-100 %. Hrouda (1980) udava u tetraploidniho cytotypu barvitelnost 93 % a u
diploidniho cytotypu O. kochii 91 %. Diploidni O. kochii byl v hodnotach pylové viability
zjisténych v této praci dosti variabilni s rozmezim 57 % a 98 %. Dosti rozkolisané hodnoty
pylové viability v ramci diploidnich taxont komplexu Ornithogalum umbellatum agg uvadi ve
své studii také van Raamsdonk (1985), kdy naptiklad u O. monticolum uvadi hodnoty od 1-66
% fertility, naopak u dalSich Evropskych diploidnich taxont jako jsou O. excapum, O. comosum
¢i O. platyphyllum uvadi hodnoty nad 90 %. Vyjimku tvoti diploidni O. nivale a O. woronowii,
u kterych zjistil viabilitu pouze okolo 60 %. U dalSiho diploidniho taxonu, v jeho praci
oznacCovaného jako O. angustifolium s 2n = 18 z uzemi Polska (lze tedy predpokladat, ze se
jedna o taxon O. kochii), uvadi opét snizenou fertilitu, a to 45 %. Nékolik autord udava mozny
vyskyt aneuploidnich jedinct u tohoto taxonu (napi. Moret & Couderc, 1986: 2n = 16, 19;
Giordani & Garbari, 1989: 2n =19, 20, 21; Hrouda, 2010: 2n =19, 21). V dasledku preskupeni
chromozoma (translokaci) se miize zménit celkovy pocet chromozomu a tim padem dojde i ke
zménam v prub€hu meidzy, coz ma poté za nasledek tvorbu nevyvazenych gamet, které poté
davaji vznik pravé témto aneuploidnim jedincim (Rivero-Guerra 2008). Praveé to muaze byt
divod snizené viability pylu nékterych jedinct u tohoto taxonu. Pro potvrzeni této teorie by
bylo nutné spocitat presné poCty chromozomu u jedinct, u nichz byla zaroven zjisténa i pylova

viabilita.

Van Raamsdonk (1985) pro triploidni taxon O. umbellatum, pti po¢tu chromozomi 2n = 27
(v jeho praci oznacovanych jako O. angustifolium) udéava pylovou viabilitu 73 %. Také Hrouda
(1980) zjistil pomérné vysokou barvitelnost u triploidnich taxont O. umbellatum 85,5 %. To
odpovida i vysledkim v této praci, kdy byla pro tento triploidni taxon zjisténa 72% pylova
viabilita, avSak hodnoty byly dosti variabilni, kdy se pohybovaly od 56 % do 89 %. Tato
variabilita by mohla byt zpusobena nepravidelnym parovanim chromozomu v prabéhu
mikrosporogeneze a tim padem i snizenou viabilitou pylu (Solis Neffa & Fernandez 2000,
Rivero-Guerra 2008, Czarnecki et al. 2014, Kolarcik et al. 2015). Stejny problém v prabéhu
mikrosporogeze by mohl vysvétlovat variabilitu v hodnotach pylové viability 1 u dalSich
taxonu, jako u tetraploidniho O. kochii a u vSech tii ploidnich stupnit O. divergens. Dosti
variabilni hodnoty udava u pentaploidnich a hexaploidnich taxont z komplexu O. umbellatum
agg. také van Raamsdonk (1985), u pentaploidi v rozmezi od 8-95 % a u hexaploida 5-57 %.
Pomérné snizenou barvitelnost u pentaploidi udava Hrouda (1980) a to 52 % a u hexaploidu

odhadl 85% viabilitu. U pentaploidniho O. divergens byla v této praci zjisténa pylova viabilita
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86 %, tedy vyssi, nez udava Hrouda (1980). Jedna se o odhad z dosti reprezentativniho vzorku
22 jedinct, hodnoty byly v rozmezi od 54-99 %. Nejnizsi pylova viablita byla v§ak pozorovana
u hexaploidniho taxonu O. divergens, ktery vykazoval v primeéru pouze 35% viabilitu pylu, coz
je vice nez dvakrat nizsi hodnota, nez uvadi u stejného taxonu Hrouda (1980). Heptaploidni O.
divergens vykazoval v priméru mirné vyssi viabilitu (54%) nez hexaploidni taxon, avSak u
vSech jeho studovanych jedinci dochazelo v porovnani s ostatnimi taxony k extrémné nizké
tvorbé pylovych zrn. Nedostatecnou tvorbu pylu pozorovali u heptaploidniho taxonu Arundo
donax také Haddadchi et al. (2013). Tyto problémy s tvorbou pylu jsou spojeny s naru§enim
tvorby semen, a tak s naslednou sterilitou danych jedinct, ktefi jsou tak odkazani z velké ¢asti

na vegetativni rozmnozovani.

Hybridni taxony

Potencialni rodicovské druhy triploidniho hybridniho taxonu O. xwildtii jsou diploidni O.
kochii ze skupiny O. umbellatum agg. a tetraploidni taxon O. boucheanum z podrodu Myogalum
(Podpéra 1913, Hrouda 1980, 2010, 2019). Pfedpokladana velikost genomu u O. xwildtii by
tak méla byt na zakladé naméfenych hodnot velikosti genomu u jeho pravdépodobnych rodicu
27,88 pg. Zjistenad velikost genomu u tohoto hybridniho taxonu byla 28,24 pg, coz tuto
rodicovskou kombinaci potvrzuje. Hrouda (1980) ve své praci potvrzuje rovnéz tuto
rodicovskou kombinaci, a to na zakladé poctu chromozomi, kdy pocet chromozomi u O.
xwildtii (2n = 23) je polovinou mezi poctem chromozomu u diploidniho O. kochii (2n = 18) a

O. boucheanum (2n = 28).

U druhého, tetraploidniho hybridniho taxonu jsou dva mozné scénare jeho vzniku. Prvni
moznou rodi¢ovskou kombinaci je diploidni O. kochii z O. umbellatum agg. a O. boucheanum
z podrodu Myogalum, stejné€ jako v ptipadé hybridniho taxonu O. xwildltii s tim rozdilem, ze by
doslo ke splynuti neredukované gamety taxonu O. kochii sredukovanou gametou O.
boucheanum. Piedpokladana velikost genomu u takto vzniklého hybridniho druhu by nésledné
byla na zakladé naméfenych velikosti genomu rodi¢ti 36,32 pg. Druhou moznou rodi¢ovskou
kombinaci je hybridizace mezi tetraploidnim cytotypem O. kochii a tetraploidnim O.
boucheanum, kdy by predpokladana velikost genomu byla totozna (36,39 pg). Pichalova (2017)
ve své diplomové praci udava taktéz zjisStény vyskyt tetraploidniho cytotypu O. kochii na
lokalitach spolecné s hybridnim taxonem O. Xdegenianum, coz by mohlo nasvédCovat vetsi
pravdépodobnosti pravé této rodiCovské kombinace. Zjisténa velikost genomu namétfena u

hybridniho taxonu O. xdegenianum (35,60 pg) odpovida viceméné obéma vyse zminénym
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moznostem vzniku. Pro jisté stanoveni rodi¢ovské kombinace u O. xdegenianum by bylo vSak
nutné dalsi studium zahrnujici 1 molekularni metody. Oba hybridni taxony se mezi sebou lisi
jak velikosti genomu, ploidii, tak viabilitou pylu. Triploidni O. xwildltii, a¢ ma mensi absolutni
velikost genomu, vykazuje vét§i monoploidni velikost genomu nez tetraploidni O.
xdegenianum. Z literatury vSak neni znam ptesny pocet chromozom tetraploidniho hybridniho
taxonu, ale da se predpokladat, ze O. xwildtii bude disponovat vétSimi chromozomy nez O. x
degenianum. Triploidni O. xwildltii je charakteristicky velice nizkou pylovou viabilitou, oproti
druhému hybridnimu taxonu, ktery vykazoval pouze mirné snizenou viabilitu (75 %). Navic
byla u O. xwildtii potvrzena velmi nizka tvorba pylovych zrn, kdy dva studovani jedinci
netvorili pylova zrna viibec a zbyvajici Ctyfi jich tvorili velmi malé mnozstvi, z nichz vétsina
byla abortovanych. Malé mnozstvi pylu u O. xwildtii detekovala také pfi svém pozorovani

Pichalova (2017).

5.2 Vztah mezi viabilitou, velikosti genomu a ploidii

U studovaného souboru jedinci a taxonu byla nalezena korelace mezi viabilitou pylu a
monoploidni velikosti genomu. I pfesto, Ze nebyla statisticky vyznamna, miZeme pozorovat
mirny rast pylové viability s rostouci monoploidni velikosti genomu. Tim padem je patrny i
mirny pokles pylové viability s rostoucim ploidnim stupném, jelikoz mensi monoploidni genom
se vyskytuje u taxonua s vyssi ploidii. Avsak tyto zavislosti nebyly prokazany jako statisticky
vyznamné, tudiz nelze pro uvedeny soubor jedincu fici, ze viabilita zavisi na ploidii ¢i na
velikosti genomu. To ov§em neplati pro pfipad, kdy je analyzovan pouze podrod Ornithogalum,
ve kterém byla potvrzena vyznamna zévislost viability pylu na monoploidni velikosti genomu
1 na ploidnim stupni, kdy viabilita klesala s rostouci ploidii a se zmensujici se monoploidni
velikosti genomu. Na zakladé vysledka prechozich studii provadénych na rtznych druzich
rostlin se dalo obecné ocekavat, ze snizena viabilita pylu bude nalezena hlavné u polyploidnich
a hybridnich taxoni, a to zejména u lichych ploidii (napf. Rivero-Guerra 2008, Rich 2009,
Cohen et al. 2013, Czarnecki et al. 2014, Kolarcik et al. 2015). Pravé nizka barvitelnost znaci
pravdépodobné casteCnou ¢i uplnou samci sterilitu a poukazuje na abnormality, které se
vyskytuji pfi mikrosporogenezi, tedy pii meidze, kdy muize dochazet naptiklad
k nepravidelnému parovani chromozomui a k tvorbé multivalenti. A pravé tyto meiotické
abnormality jsou velmi Casté u polyploidnich taxont (Solis Neffa & Fernandez 2000, Rivero-
Guerra 2008, Czarnecki et al. 2014, Kolarcik et al. 2015). Naopak vysoka barvitelnost ukazuje

na bezchybny priibéh meidzy se spravnym homolognim parovanim rodicovskych chromozomi,
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a tudiz na spravny vyvoj pylu (Solis Neffa & Fernandez 2000, Kolarcik et al. 2015). VétSina
autort se shoduje, ze ploidie je velmi dilezitym znakem, ktery urcuje barvitelnost, potazmo
viabilitu pylu. Vysledky jejich studii provadénych na riznych druzich rostlin ukazuji relativne
podobny scénaf. Nejvyssi pylova viabilita se obvykle nachazi u diploidnich taxond, nasleduje
vyrazny pokles viability u triploidi a dale u tetraploidd je viabilita obvykle opét poméme
vysoka. Znacn€ snizena viabilita je pozorovana také u hybrida. Naptiklad u druhu Santolina
pectinata Rivero-Guerra (2008) uvadi az 92 % pylovou viabilitu u diploidii a snizenou viabilitu
na 51 % u tetraploidu. Piikladem mize byt i studie na rodu Sorbus (Rich 2009), kde byla téz
nalezena nejvyssi viabilita u diploidd, nasledné u tetraploidi a nejnizsi u triploida a hybridu.
Stejné tak z vysledka studie Czarnecki et al. (2014), ktefi se ve své praci zabyvali barvitelnosti
pylu u kultivard Lantana camara, je patné, Ze nejvyssi pylovou viabilitou se vyznacovaly
diploidni rostliny (v rozmezi 54-88 %), o néco nizsi barvitelnost byla prokazana u tetraploid
(45 %), pentaploidti (34 %) a hexaploidu (18 %), nejnizsi pylovou viabilitu nalezli u triploidnich
taxond (9 %). Podobné i u jednodé€lozného geofytniho rodu Gagea maji diploidni taxony
vysokou viabilitu, tetraploidi maji procento viabilniho pylu mirné nizsi a nejvétsi snizeni
viability pylu lze pozorovat u pentaploidii (Mésicek & Hrouda 1974). Pomeérné ostry kontrast
k vySe uvedenému tvoti vysledky této studie, které neukazuji vyraznéjsi pokles viability u
triploidnich (s vyjimkou hybridniho O. xwildtii) a pentaploidnich taxonti, a naopak pomérné
nizkou viabilitu u nékterych diploidi. K velmi podobnym vysledkim dospél také van
Raamsdonk (1985) ve své studii, ve které se zabyva mimo jiné i pylovou viabiliou (fertilitou)
komplexu Ornithogalum umbellatum agg. a nenalezl souvislost mezi pylovou viabilitou a
ploidni urovni rostlin. Popisuje pozoruhodny nalez plné viabilnich jedinct v ramci lichych
ploidii, konkrétné u triploidi a pentaploida a naopak neviabilnich (sterilnich) jedinct u sudych
ploidnich stupiiti, jako jsou diploidni a tetraploidni taxony. Zda se tedy, ze u rodu Ornithogalum
nehraje ploidie pii mikrosporogenezi vétsi roli, pfipadné se zacina projevovat az u vysokych

ploidnich trovnich (hexa- a heptaploidii). O pficinach, pro¢ tomu tak je, 1ze jen spekulovat.

Velmi zajimavé vztahy byly nalezeny mezi viabilitou pylu a poctem pylovych zrn, které byly
pocitany vzdy ze tfech prasnikt na jedince, kdy z kazdého byla spocitana v§echna pylova zrna
v Sesti zcela nahodné vyfocenych zornych polich. Ukazalo se totiz, ze ¢im nizsi byla u taxonu
zjisténa pylova viabilita, tim variabilnéjsi byl dany taxon v absolutnim poctu pylovych zrn.
Typickym ptfikladem pro tento vysledek je triploidni hybridni taxon O. xwildtii, ktery
vykazoval velmi nizkou viabilitu a zaroven byl extrémné variabilni ve zjisténych poctech

pylovych zm. To poukazuje na to, ze nektefi jedinci v ramci taxont s nizs§i pylovou viabilitou
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mohou trpét poruchami, které omezuji vlastni tvorbu pylovych zrn. Casto tyto taxony poté
kompenzuji svou ¢aste¢nou sterilitu schopnosti vegetativniho rozmnozovani, které jim zajisti
udrzeni svych populaci (Ellstrand et al. 1996). S tim také souvisi zjisténi, ze taxony, které jsou
viabilni a nemaji problém s tvorbou pylovych zrn se vyznacuji dosti stabilnimi hodnotami
pylové viability napfic¢ studovanymi jedinci (napt. O. nutans, O. pannonicum, O. brevistylum).
Naopak u téch druhi, u kterych jsou patrné nékteré znamky meiotickych probléma, at uz se
jedna o Spatnou tvorbu pylovych zrn (napt. hybridni O. xwildltii) ¢i o tvorbu abortovanych zrn
(napt. O. boucheanum, diploidni O. kochii, pentaploidni O. divergens) jsou jedinci v hodnotach
pylové viability dosti riznorodi a néktefi maji velmi nizké procento viability pylu, néktefi

naopak vysoké.

5.3 Vv hybridizace na viabilitu pylu

Hybridizace patii mezi velmi dilezité mechanismy vzniku novych druht (Rieseberg & Willis
2007), avsak v nekterych ptipadech muze dojit i k introgresi, tedy ke zpétnému kiizeni
hybridnich taxont s jejich rodi€i a v extrémnim pfipadé tak zpisobit jejich vyhynuti (Levin
2002, Bures et al. 2010). Proto se u rostlin vyvinuly urcité bariéry, které zabranuji bud’ samotné
hybridizaci mezi druhy, nebo kdyz uz k ni dojde, brani noveé vzniklym hybridnim jedinciim
v plodnosti, ¢imz introgresi zabrani. Mnoho hybrida tak neni schopno piedat své geny zpét
svym rodicovskym druhtim (Levin 2002, Rieseberg & Willis 2007). Praveé tato druha zminéna
moznost patii mezi postzygotické bariéry a ty se ¢asto projevuji prave snizenou viabilitou pylu,
¢i jeji uplnou ztratou, tudiz neschopnosti tvorby semen (Rieseberg & Willis 2007, Bures et al.
2010). Fakt, ze maji hybridni taxony obvykle velmi snizenou fitness a jsou sterilni je také
odrazem toho, Zze sady genu, které ziskaly od svych rodi¢i ve skuteCnosti neuméli

spolupracovat (Levin 2002).

U hybridniho taxonu O. xwildtii byla v pruméru zjisténa 16% pylova viabilita, ktera je az
pétkrat nizsi nez u rodicovskych druht tohoto taxonu (O. kochii, O. boucheanum). To mize
odrazet nespravné parovani chromozomu v prubéhu mikrosporogeneze a tudiz vyskyt Castecné
¢i uplné sterility u tohoto druhu. Pravé u hybridniho O. xwildtii je vSak nutno zohlednit také
vlastni tvorbu pylovych zrn. Bylo studovano Sest jedinct, z nichz Ctyfi tvorili abnormalné malé
mnozstvi pylovych zrn, ktera byla prfevazné abortovana, v porovnani s ostatnimi studovanymi
rostlinami jinych ploidnich stupiiti a taxontl, a dva jedinci netvofili pylova zrna vibec. Z tohoto
divodu neni tento taxon schopny sexualniho rozmnozovani a primarnim zdrojem produkce

téchto triploidd tak ztstava hybridizace mezi diploidnim a tetraploidnim taxonem, v tomto
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ptipade O. kochii a O. boucheanum (Ramsey & Schemske 1998, Hrouda 2010) a dale je taxon
odkézan hlavné na vegetativni rozmnozovani pomoci dcefinych cibulek, které hojné vytvari
(Stolfova 2017). Neschopnost sexualniho rozmnozovani u tohoto taxonu potvrzuje také Hrouda
(1980) jelikoz ve své praci uvadi, ze kveéty po odkveétu zasychaji a nedochazi tak k tvorbé ploda
ani semen. Nizkou viabilitu pylu u allotriploidnich taxonli uvad¢ji naptiklad i Kolarcik et al.
2015 u rodu Onosma (2—49 %) nebo Cohen et al. (2013) u rodu Hylocereus (11 %). Naopak u
druhého tetraploidniho hybridniho taxonu O. xdegenianum nebyla potvrzena snizend viabilita
pylu oproti jeho potencialnim rodi¢ovskym druhim. Vysoké hodnoty pylové viability u
allotetraploidniho druhu ve své praci uvadeji napiiklad i Kolarcik et al. 2015 (90 %). Dochazi
u néj ale taktéz k omezené tvorbé pylovych zrn, avSak ne v takové mite jako u O. xwildltii.
Zajimavosti je, ze u O. xdegenianum byla potvrzena tvorba semen, coz poukazuje na alespon
castecnou fertilitu (Polgar 1928, Pichalova 2017). I u tohoto druhu dochazi k tvorbé dcefinych
cibulek, které slouzi k vegetativnimu rozmnozovani, coz umozni druhu uspésné zachovani
svych populaci i pres pfipadné nedostatecné sexualni rozmnozovani. Pichalova (2017) ve své
praci také poukazuje na mnohonasobné vyssi produkci dcefinych cibulek pravé u obou
hybridnich taxoni oproti jejich moznym rodicovskym druhiim, ¢imz se potvrzuje jista
kompenzace narusené sexualni reprodukce u téchto taxond. Dulezitou roli u obou hybridnich
taxonu tedy hraje jejich ploidni stuperi. Zatimco u tetraploidniho hybrida se ziejmeé pii meidzach
paruji vzdy dvé sady chromozomi od jednoho rodice, u triploidnich hybrida to mozné neni, a

proto téméf nedochazi k tvorbé viabilniho pylu.
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6 Zavér

Rod Ornithogalum je cytologicky velmi rozmanity a dosud u né& nebyla pfili§ studovana
velikost genomu ani pylova viabilita. Tato prace tak predstavuje prvni uceleny prehled velikosti
genomu, ploidnich arovni, pylové viability a jejich vztahd u stfedoevropskych zastupct rodu
Ornithogalum. Pro stanoveni velikosti genomu byla pouzita prutokova cytometrie a pro odhad

pylové viability byla vyuzita metoda barvitelnosti pylovych zrn.

Celkem bylo v této praci rozliSeno Ctrnact taxond a Sest ploidnich urovni od diploidni po
heptaploidni. V ramci studovaného souboru jedinci nebyl odhalen vyznamny vztah mezi
ploidni urovni a viabilou pylu. Vyjimkou byl v§ak podrod Ornithogalum, u kterého byl zjistén
pokles pylové viability s rostoucim ploidnim stupném. Ploidie se ukazala byti dulezitym
faktorem, ktery ovliviiuje viabilitu pylu, pouze u hybridnich taxont, kdy u triploidniho
hybridniho taxonu byla prokazéana Castecna ¢i uplna samci sterilita, naopak u tetraploidniho
taxonu nedochazelo k vyznamnému poklesu viability pylu. Na zékladé nami zjisténych
vysledki Ize konstatovat, ze u rodu Ornithogalum nedochazi k obecné predpokladané tendenci
lichych ploidii mit snizenou viabilitu pylu a u sudych ploidii naopak vysokou. K dosti
podobnym zavéram ohledné viability pylu u tohoto rodu dosla jedina predesla studie zabyvajici
se touto problematikou (van Raamsdonk 1985). Jedna se tedy ziejmé o jev typicky prave pro

snédky.

Dalsi cytologické studium si zaslouzi taxony O. pyrenaicum subsp. sphaerocarpum a O.
brevistylum z podrodu Beryllis. U téchto taxoni by bylo vhodné pouziti jemnéjSich
cytologickych metod, jako naptiklad in situ hybridizace, které by mohly pomoci s objasnénim

skute¢ného ploidniho stupné u taxonu O. brevistylum a organizace genomu u obou druhd.

Metoda barveni pylovych zrn slouzi pro stanoveni hrubého odhadu skute¢né zivotaschopnosti
pylu. Pro presnéjsi stanoveni vztahii mezi ploidnim stupném ¢i konkrétnim taxonem a pylovou
viabilitou by bylo za potiebi vyuziti slozitéjSich a presnéjSich metod jako napiiklad pozorovani
kliceni pylu a rastu pylové lacky ¢i sledovani mnozstvi vzniklych semen po opyleni. Dalsi
zkoumani téchto vztaht by bylo vhodné doplnit udaji o pfesném chromozomovém poctu u
danych jedinct, které by taktéz pomohly k lepSimu pochopeni této problematiky. Pro navazujici
studium tohoto rodu, které je bezpochyby za potiebi, je dale nutné navysit pocet vzorkl pro
analyzy a vyrovnat poCty analyzovanych jedinci v ramci jednotlivych taxont pro dosazeni

relevantnéjsich vysledka.
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Priloha 1 — Piehled lokalit studovanych jedincu, 1) ploidni stupen, 2) poéet jedincu analyzovanych na velikost genomu, 3) poéet jedinct analyzovanych na

pylovou viabilitu, 4) lokalita, 5,6) GPS soufadnice, 7) datum sbéru

Taxon Ploidy No No Locality ¥ N9 E® Date ”
D indiv.  indiv.
GS? pollen®
O. pyrenaicum subsp. 2 3 - CZ, Slavkov pod Hostynem, termophilous forest edge on the W margin  49,37582 17,68161 27.07.2020
sphaerocarpum of PP Stran Nature Monument, 455 m a.s 1.
3 - CZ, Brusn¢, meadow "Na Vapence" ca. 400 m NE of village, 390 m 4936755 17,67709 27.07.2020
as.l.
1 1 CZ, Bystiice pod Hostynem, Chval¢ov, mesophilous road edge SW of 4939507 17,72025 03.07.2021
Pod Kozincem Nature Monument, 460 m a.s 1.
O. brevistylum 2 2 2 CZ, Polichno, in termophilous meadow in abandoned orchard ca. 300 49,06223 17,71751 22.07.2020
SE of village, 325 m a.s.l.
3 3 CZ, Sumice, S margin of Goliaska forest NW of village, 255 m a.s.l. 49,03422 17,70914 22.07.2020
O. boucheanum 4 3 - CZ, Uhercice, Uhercicky les forest, N of village, 173 m a.s.1. 48,97274 16,64848 11.04.2015
26.04.2016
1 - HU, Pilisszentivan, oak forest, 290 m a.s.1. 47.61093 18,86633 16.05.2015
- 1 SK, Bajtava, grassy roadside of road towards Kamenica nad Hronom 4784639 18,72944 22.04.2016
village, 152 m as.1.
- 1 SK, Kla¢any, grassy roadside of road towards Hlohovec town, 177 m 48,39000 17.86083 22.04.2016
as.l.
2 - HU, Piliscsaba, forest edge SE village, 235 m a.s.1. 47.61947 18,83464 02.05.2016
2 - SK, Kral'ovsky Chlmec, road ditches in Robinia stand W of village 4843518 21,95469 28.04.2018
2 2 CZ, Moravsky Pisek, poplar forest SE of town, 174 m a.s.l. 48,97493 17,31672 13.05.2021
2 2 CZ, Bzenec, sandy forest margin with Pinus and Robinia SE of 48.96884 17,30655 13.05.2021
Bzenec-Olsovec train station, 177 m a.s.l.
1 - SK, Kamenin, S from the village, roadsides and adjacent wood 47.87944 18.64306 22.04.2016
(Robinia), 120 m a.s.1.
1 - CZ, Munice, village lawn near small pond in SE part of village, 390 m  49,06391 14,41030 26.05.2017

a.s.l.
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O. nutans 4 3 5 CZ, Olomouc — Nefedin, lawns, 235 m a.s.I. 49,59468 17,22806 05.05.2016
O. pannonicum 2 5 5 A, Purbach, Purbache Heide, dry grassland NW of village, 180 m a.sl. 47,92072 16,68024 19.05.2019
O. refractum 5 1 1 HU, Gyor, cemetery in Nadorvaros, 121 m a.s.l. 47,66371 17,64457 01.05.2013
0. kochii 2 1 - HU, Gyor-Segitohaz, sandy grasslands on N margin of the city, 120m  47,71868 17,69321 2013
as.l.
1 - HU, Csapod, forest edge by the road Csapod Cirak, 140 m a.s.1. 47.50139 16,96972 28.04.2013
1 - HU, Fertéd town, lawns in park at the Joseph Haydn street, 140 m a.sl. 47,62167 16,87028 28.04.2013
2 - SK, Nitra, Zoborska lesostep Nature Reserve, dry grassland, 310 m 4835116 18,08154 13.03.2015
as.l.
1 - SK, Vinosady, Holubyho lesostep, road verge in oak forest, 254 m 48,32251 17,27940 13.03.2015
as.l.
1 1 CZ, Slapanice, Velky hajek Nature Reserve, dry grassland, 237 m a.s.l.  49,17664 16,72101 30.03.2015
2 3 CZ, Komorany, Stepni stran u Komoran, Nature Reserve, dry 49,19813 16,92464 29.04.2016
grassland, 272 m a.s.l.
2 - CZ, Olomouc — Neftedin, lawns, 235 m a.s 1. 4959418 17,22407 05.05.2016
4 2 CZ, Olomouc, Smetanovy sady city park, lawns, 215 m a.s.1. 4958886 17,24941 05.05.2016
3 1 CZ, Srbsko, Kubrychtova bouda, dry grassland, 275 m a.s.1. 49.94569 14,15608 08.05.2016
3 - A, Wartberg, Holleberg, dry grassland, 289 m a.s 1. 48,64316 15,88078 18.03.2017
2 2 CZ, Valtice, Rendez-Vous, dry grassland, 200 m a.s.1. 48.,74996 16,79262 09.04.2017
1 1 CZ, Havraniky, Havranické viesovi§té moor on the W margin of the 4881376 16,00325 06.10.2018
village, 316 m a.s.1.
2 - PL, Skorocice, dry grassland, 200 m a.s.l. 50,41879 20,67194 23.04.2019
3 - PL, Skorocice, dry grassland, 200 m a.s.l. 50,42079 20,67213 23.04.2019
- 2 CZ, Blatnice pod Sv. Antoninkem, grassland below church, 345 m 48,95912 17.47408 14.03.2016
as.l.
1 - SK, Kamenin, S from the village, roadsides and adjacent wood 47.87944 18.64306 22.04.2016
(Robinia), 120 m a.s.l.
O. umbellatum 3 3 - CZ, Cemilov, Kaltouz forest, wet meadow on the SW margin of the 50,28409 15,92985 22.05.2015
forest, 246 m a.s.1.
1 - CZ, Hradec Kralové, lawns on bank of Labe river near Placky, 232 m 50,23007 15,82366 21.05.2016
as.l.
2 2 D, Brachwitz, lawns in alley by the road, 122 m a.s.l. 51,54807 11,86193 10.03.2017
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O. umbellatum 3 1 - CZ, Lhotka, Lhotka u Prerova Nature Reserve, dry grassland, 250 m 49,49951 17.41461 20.05.2017
as.l.
1 1 CZ, Kunzak, road edge in W margin of town, 590 m a.s 1. 49,12003 15,18589 04.04.2019
1 1 CZ, Straz nad Nezarkou, mesophilous meadow W of town, 445 m asl. 49,06724 14,88867 04.04.2019
1 CZ, Senice na Hané, Cakov, Skalka forest E of village, Robinia 49,63029 17,03142 24.05.2019
plantations, 330 m a.s.L.
O. kochii 4 1 - HU, Koéspallag, Pusztatorony, dry grassland, 210 m a.s.l. 47,85070 18,94582 16.05.2015
2 2 SK, Chlaba, lawns and bushes near the railway station, 102 m a.s.1. 47.82250 18,82972 22.04.2016
2 1 SK, Chlaba, lawns and bushes at NE village margin, 102 m a.s 1. 47.83472 18,82639 22.04.2016
3 2 HU, Piliscsaba, forest edge SE village, 235 m a.s.1. 47.61947 18.83464 02.05.2016
2 1 SK, Chlaba, young Robinia stand on the N margin of village, ca. 210 47.83463 18,82624 28.04.2019
m as.l.
- 2 HU, Budapest, Torokbalinti 1t street, lawns, 228 m a.s.1. 47.48158 18,99658 19.04.2019
O. divergens 5 3 1 HU, Balatonfiired, city grasslands, 155 m a.s.l. 46,96528 17,88583 13.03.2013
1 - CZ, Miroslav, Robinia forest NE of village, 233 m a.s.l. 48,95394 16,33757 23.03.2016
1 - CZ, Novosedly, Robinia stand N of village, 186 m a.s.l. 48.85110 16,50802 23.03.2016
2 2 SK, Chlaba, lawns and bushes near the railway station, 102 m a.s.1. 47.82250 18,82972 22.04.2016
1 1 SK, Bela, bushes at way ESE from the village, 163 m a.s.1. 4781806 18.63694 22.04.2016
1 1 SK, Bajtava, grassy roadside of road towards Kamenica nad Hronom 4784639 18,72944 22.04.2016
village, 152 m as.1.
2 2 A, Innsbruck town, lawns in park at Rennweg street, 570 m a.s.l. 4727278 11,39833 01.05.2016
1 - SK, Chlaba, road edge near railwaystation, 106 m a.s.1. 47.82506 18.82940 02.05.2016
4 3 CZ, Olomouc, Velkomoravska street, lawns, 210 m a.s.1. 4958231 17,24758 10.05.2016
2 2 D, Johannashall, bushes by the road, 120 m a.s.1. 51,57250 11,77694 10.03.2017
2 2 D, Bonn, floodplain forest between Sieg and Rhein rivers, 50 m a.s.l. 50,76417 7,08779 12.03.2017
3 5 PL, Lomza, lawns near cementery, 105 m a.s.l. 53,17667 22.,08833 29.04.2017
1 - A, Steyr, lawns in park in town centre, 48.,03889 14.41639 05.05.2017
2 2 CZ, Ceské Budgjovice, Fr. Halase street, city lawns, 390 m a.s.l. 48,95832 14,48416 05.04.2019
2 1 SK, Bajtava, forested roadside to Lela, 195 m a.s.l. 4785648 18.76319 28.04.2019
O. divergens 6 1 - CZ, Prerov, lawns in Michalov park, 210 m a.s 1. 49,46060 17.45918 08.04.2016
1 1 CZ, Hradec nad Moravici, lawns near railway station, 285 m a.s.l. 4987783 17.87631 04.04.2019
1 - CZ, Opava, lawns in Oticka street, 285 m a.s.l. 4992864 17.88612 08.03.2020
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O. divergens 2 CZ, Grygov, sparse Robinia stand left of the field way to Krémari 49,52065 17,32379 05.04.2021
village, 218 m a.s.1.
O. divergens 3 CZ, Ceské Budgjovice, Fr. Halase street, city lawns, 390 m a.s.l. 48,95832 14,48416 05.04.2019
O. divergens 3 CZ, Sobéslav, lawns in park near confluence of Luznice river and 49,25736 14,71646 06.04.2019
Cernovicky potok brook, 400 m a.s.l.
O. xdegenianum 2 SK, Kamenica nad Hronom, road edge E of village, 110 m a.s.l. 4782322 18.,74801 02.05.2016
3 HU, Vasegerszeg, forest by the road Vasegerszeg-Vamoscsalad, 156 m  47,38270 16,93659 03.05.2016
as.l
3 SK, Backa village, dry grassland on the cross-road Backa-Kral'ovsky 48,43400 2205198 28.04.2018
Chlmec, 10l ma.s.l.
O. xwildtii 3 CZ, Milotice, Na Piskach forest, S margin of the forest, 185 m a.s.1. 48,96778 17.12611 03.05.2016
2 CZ, Moravsky Pisek, poplar forest SE of town, 174 m a.s.l. 4897493 17,31672 03.05.2016
3 SK, Velky Kamenec, road ditches N of village, 96 m a.s.l. 48.37931 21,80264 29.04.2018
2 CZ, Moravsky Pisek, poplar forest SE of town, 174 m a.s.l. 4897493 17,31672 13.05.2021
2 CZ, Bzenec, sandy forest margin with Pinus and Robinia SE of 48.96884 17,30655 13.05.2021
Bzenec-Olsovec train station, 177 m a.s.l.
2 CZ, Vracov, sandy grassland on SW margin of village, 202 m a.s.1. 4897024 17,19817 13.05.2021
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