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Abstrakt:

PtedloZzend prace se zabyva studiem reprodukéni biologie polyploidniho komplexu
Cesneku planého (Allium oleraceum) L. U druhu A. oleraceum je doposud zjisténo Sest
cytotypt (2n = 3X, 4X, 5X, 6X, 7%, 8X). Tento modelovy organismus byl dale zkouman
z hlediska reprodukce v poc¢tu celkem 33 populaci. Tyto populace jsou zapéstovany na
pozemku Katedry botaniky v podminkach bézné zahrady a jsou pro vyzkumné ucely
zatazeny do mezinarodni databaze jedinci rodu Allium. Z databaze byly vybrany
populace A. oleraceum a nasledn¢ bylo provedeno studium fertility pylu u jednotlivych
cytotyptt pomoci techniky fluorescenéni mikroskopie. Fertilita pylu v praméru

nepfesahla 50 procent v ramci jednotlivych cytotypi. Nejvyssi fertilita pylu byla

v wvr

Klicova slova: Amaryllidaceae, polyploidni urovné, Zivotnost pylu, apomixie

Abstract:

The following thesis is concerned with biology of reproductive polyploid komplex
Allium oleraceum L. There are known four cytotypes within A. oleraceum. Nowadays
are still detected four cytotypes. This model organism has also been studied in terms of
reproduction in the number of 33 populations. These populations was cultivates in the
conditions of common garden and in a greenhouse of land Department of Botany
Palacky University. The populations are included in the international database of genus
Allium. From the database were selected populations of A. oleraceum and subsequently

fertility of microspores study was done for each polyploidy level. Microspores fertility



does not exceed 50 percent on average within individual polyploidy level. The highest
fertility microspores were observed in hexaploids lowest fertililty was observed in

triploids.
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1. Uvod

1.1  Reprodukéni systémy u rostlin
U krytosemennych rostlin jsou znamy tii zakladni zpisoby rozmnozovani neboli
reprodukéni systémy —alogamiie (cizospraSnost), autogamie (samosprasnost)

a apomixie.

1. Alogamie

Mnoho druhtli kvetoucich rostlin vyuziva tento reprodukéni systém. Alogamie zajistuje
u kvetoucich rostlin minimalizaci nebo Gplné znemoznéni samoopyleni. Zabranuje tak
Skodlivym dopadiim ptibuzenského kiiZzeni a podporuje vznik heterozygott, genetickou
variabilitu, vyménu genetické informace. Tyto uvedené dusledky jsou vyhodné pro
dlouhodobé preziti a adaptaci druhu a k jeho zachovani (Briggs & Walters 2001).

Rostliny si vyvinuly jednotlivé mechanismy, jak podpofit alogamii. Naptiklad
produkce tycinek nebo pestikti na téze rostlin¢ (jednodomost) nebo piitomnost pouze
samCich nebo jen samifich kvétd na jedné rostliné (dvoudomost).
(Dellaporta & Calderon — Urrea, 1993). Podil dvoudomych druhd je v jednotlivych
florach odlisny. Pouze tfi procenta krytosemennych rostlin  jsou dvoudoma
ve Velké Britanii, zatimco ve flofe Havaje se uvadi mnohem vyssi podil dvoudomosti
(28%) a v ramci flory Nového Zélandu taktéz (13%). V tropickych lesich se nachazi
opét vysoky podil dvoudomych rostlin. Napiiklad 23% dvoudomych rostlin bylo
zaznamenano ve vzorku dfevin z nizinného destného lesa v Kostarice (Briggs & Walters

2001).



VétSina rostlin je oboupohlavna (Briggs & Walters 2001). Charakteristicky kveét
krytosemenné rostliny se sklada ze souboru tyCinek s pylem, které jsou obklopeny
plodolisty obsahujici jedno nebo nékolik vajicek. Prostorova blizkost tyCinek
a plodolisti je ptihodna pro samoopyleni (autogamie). Darwin studoval v roce 1866
dédicnost Inice kvétele (Linaria wvulgaris). Z jednoho zahonu samosprasenych
semenacka vyrostly rostliny nizsi a celkové mensiho vzristu. Druhy zdhon rostlin byl
zalozen jen z cizosprasenych semenacki. Tyto semenacky byly v dobé tpIlného vzristu
mohutnéj$i a vysS§i nez semenacky samospraSené. To vzbudilo Darwiniiv zdjem
a v nasledujicich letech studoval vlivy alogamie a autogamie u dalSich druht jako
kukufice seta (Zea mays), kejklitka zluta (Mimulus luteus). V prubéhu svych
experimentl zjistil, Ze samospraSeni v nékterych ptipadech vede ke sterilité¢ a nelze
tak ziskat potomstvo. Tzv. autosterilita u rostlin ma vice pti¢in. U vétSiny rostlin
existuje autoinkompatibilita (nesnasenlivost vlastniho pylu), kdy po opyleni vlastnim
pylem plodnd hermafroditni rostlina nevytvoii zygoty. Brani tomu prezygotické
mechanismy pylovych bun¢k a pletiva blizny nebo ¢nélky (Briggs & Walters 2001).

Proti autogamii maji rostliny vyvinutou adaptaci, kdy v rizné¢ dobé dozréavaji
ty¢inky ablizny ve stejném kvétu. Existuji dukazy, Ze pFitomnost geneticky
podminénych prezygotickych mechanismy (autoinkompatibilita) mize mit vliv na
rychlost diversifikace (Ferrer & Good 2012).

Systém gametofytické inkompatibility existuje u vétSiny inkompatibilnich
druht, ale ne u vSech (Sims 1993). Jedna se o tyto faze:

1. Kazda rostlina je pro gen S heterozygotni. Napiiklad S;1S,, pficemz blizna
acnélka jsou samici pletiva a je vnich obsazen diploidni pocet chromosomtl.
Cnélka i blizna rostliny tak nese alely S;S,, a ma genotyp S;S,.

2. Tvorbé pylu predchazi meidza. Pylova zrna s haploidnimi jadry tak ziskaji



vzdy jen jednu ze dvou moznych alel genu S. Pyl se pii opyleni chova podle toho,
kterou z S-alel obsahuje.

3. Pylova zrna se dostanou na bliznu, ktera byva zvlhcena sekreci exudati.

4. Pylové zrno vstfeba vodu, bobtnd a vykli¢i znéj pylova lacka, jenz
intracelularné pronika specializovanou casti pletiva.

5. Pokud bunky pestiku obsahuji stejnou S-alelu jako pylové zrno, zpomaluje
se tak postupné prorustani pylové la¢ky ¢nélkou. Vrcholek této inkompatibilni 1acky
roste abnormaln¢, az jej uzavie kalosova zatka. Jestlize se S-alely pylu a ¢nélky od sebe
1isi, pylova lacka roste normalné a mize tak dojit k oplozeni (Briggs & Walters 2001).
Vysledek tohoto genetického mechanismu nevede pti samoopyleni k ziskani potomstva.
Priblizné 40% az 50% krytosemennych rostlin ma geneticky podminén systém
autoinkompatibility (Ferrer & Good 2012).

Americti botanikové studujici rody Parthenium a Crepis objevili v roce 1950
rozdilny typ inkompatibility tzv. sporofytickou inkompatibilitu (Gerstel, 1950). Odlisuje
se od gametofytické inkompatibility tim, Ze pyl se béhem meidzy chova (bez ohledu na
rozdéleni alel v segregacnim poméru 1:1), jako by mél cely genotyp rostliny. Pokud
otcovska rostlina, na niz vznikl pyl, nese tytéz S-alely jako blizna a ¢nélka, pyl neni
piijat (Briggs & Walters 2001).

Dals$im rozdilem mezi obéma reprodukéni systémy jsou jevy homomorfie, kdy
pfitomnost rtznych S-alel nedoprovazi zadny morfologicky rozdil. Opakem je jev
heteromorfie vyskytujici se u sporofytickych (vyuzivajici systém sporofytické
inkompatibility) rostlin. Ptikladem silné sporofytické autoinkopatibilni rostliny z ¢eledi
Asteraceae je Rutidosis leiolepis (Young et al., 2001). Heteromorfie byla zaznamenana
jiz Darwinem ve formé heterostylie (rizno¢néleénost) u prvosenky jarni (Primula veris)

(Nowak et al., 2015).



Darwin pozoroval u P. veris dvé kvétni formy liici se pravé v délce ¢nélek
(distylni, konkrétné kratko¢néle¢na a dlouho¢nélecnd). Tato morfologie zajiStuje snazsi
opyleni kvétu hmyzem, kdy je pfi navstéveé dalSich rostlin pyl umistén jen na blizny.
Heterostylie je tedy ucinny zptsob, jak =zabranit samospraseni podpofenim
neptibuzenského kiizeni (Nowak et al., 2015). Doposud je znamo, Ze jev heterostylie se

opakovang vyvinul u 28 ruznych tfid krytosemennych rostlin (Barrett 1992).

2. Autogamie
Druhym reprodukénim systémem u rostlin je samosprasnost (autogamie). Uplna forma
autogamie se nazyva kleistogamie, kdy k samoopyleni dochéazi pti zavienych kvétech.
Nepiimymi dikazy autogamie jsou napiiklad uniformita potomstva a autokompatibilita
(pfedpoklad dusledku trvajiciho inbreedingu). Pfimym dikazem autogamie jsou
genetické markery (Briggs & Walters 2001). Autogamie je znama naptiklad u brukve

fepky olejky (Brassica napus).

3. Apomixie
Ttetim zptsobem reprodukce rostlin je apomixie, pii které se neuskute¢ni oplozeni bud’
castecné, nebo uplné. Je povazovana za nejmladsi zplsob rozmnozovani rostlin
odvozeny od pohlavniho rozmnoZovani. Jedna se o rozmnozovani pomoci semen, jenz
vznikaji bez syngamie a nedochazi tak ke vzniku zygoty. RozliSuji se dva typy:

vegetativni apomixie (2) a agamospermie (b).

(a) Nekteti autofi (Asker & Jerling 1992) povazuji vegetativni apomixii pouze za formu
vegetativni rozmnoZovani a nikoliv za typ apomixie. Nekteré rostliny se rozmnoZuji
pouze vegetativné, protoze jim chybi schopnost sexudlni reprodukce. Ptikladem
je vodni mor kanadsky (Elodea canadensis). Elodea canadensis je dvoudoma vodni

rostlina, byla v devatenactém stoleti introdukovana do Evropy, a to pouze samici



rostliny, které byly schopny se hojné rozsifovat bez pifitomnosti sam¢ich rostlin. Jiné
druhy, napiiklad lomikamen nici (Saxifraga cernua) tvoii specializované organy —
pacibulky (propagule), jez jsou snadno odlucitelné. Pokud pacibulky vypuci a nedojde
k somatickym mutacim, jedinec ma totozny genotyp jako rodicovsky jedinec (Briggs

& Walters 2001).

(b) Druhym typem apomixie je agamospermie, pii které se vytvaii normalni semena,
které se vyvinou bez splynuti gamet. Potomstvo ma opét tentyz genotyp jako rodi€ovska
rostlina. Agamospermie byla poprvé popsana Vvroce 1841 J. Smithem u australské
rostliny Alchornea ilicifolia. Apomixie je velmi Casta u vyssich rostlin — kaprad’orostt
i krytosemennych rostlin, napiiklad mnohé rody v Celedich Rosaceae a Asteraceae
v ramci flory mirného pasu. Doposud nejsou znamy zadné nahosemenné apomiktické
rostliny (Briggs & Walters 2001). U plané rostoucich rostlin se uplatiiuji kombinace
jednotlivych reprodukcnich systémti: alogamie kombinovana s vegetativni reprodukci
(Trifolium repens, Lysimanchia nummularia); alogamie kombinovana s viviparii
(Agrostis, Allium, Festuca, Poa, Saxifraga); alogamie kombinovana s ptilezitostnou
autogamii (Primula veris); alogamie kombinovana s pravidelnou alogamii (Viola),

a dalsi. (Briggs & Walters 2001).



2. Cile prace
Cilem prace je provést literarni reSerSi na uvedené téma, realizovat studium fertility
pylu u cytotypi A.oleraceum a zaroven navrhnout podobu experimentu testujiciho
mezicytotypovou reprodukéni interakei u A. oleraceum, experiment zalozit a referovat
0 prvnich dosazenych vysledcich.

Cilem teoretického tivodu do tématu je ptredloZit ptehled o doposud zjisténych
moznych reprodukénich moznostech rostlin, poté i zkoumaného druhu A. oleraceum.
Jedna se predevSim o pfipravu na diplomovou préci, jez bude navazovat na vysledky

tohoto projektu.



3. Vyhody a nevyhody reproduké¢nich systémii u rostlin

Aby bylo mozno porovnat navzajem jiz zminéné reprodukéni systémy u rostlin, je tfeba
struéné  uvést podstatu  normalniho  zplisobu pohlavniho  rozmnozovani
u krytosemennych rostlin. Proces je charakteristicky vznikem bungk s haploidni sadou
chromozomi, mikrospory a megaspory, meiotickym délenim. Naslednym mitotickym
délenim se tyto haploidni sady replikuji, proto jsou vSechny sam¢i i sami¢i gamety
haploidni. Po splynuti sam¢i a sami¢i gamety vznikd gameta s diploidni sadou
chromozomt. Poté nasleduje mitotické déleni zygoty, vznik embriondlniho sporofytu
a pozd¢ji po vykli¢eni semene vyrusta dospéla diploidni rostlina (Briggs & Walters
2001). VSechny vySe zminéné reprodukéni systémy maji své vyhody a nevyhody
z hlediska fitness.

Alogamie je ve srovnani s autogamii a apomixii vyhodnéjsi z hlediska genetické
variability potomstva a umoziuje adaptaci na zmény v prostiedi (Briggs & Walters
2001). Zaroven vSak muze dojit ke ztraté vyhodnych genotypt adaptovanych na urcity
typ prostiedi a nahodné faktory prostiedi ohrozuji reprodukci, napiiklad vyskyt
opylovaciu (Briggs & Walters 2001). Pti alogamii je tak rostlinou vyplytvano na
reprodukci mnohem vice biomasy v podob¢ kvétl. Naproti tomu autogamie ma vyhodu
vtom, ze¢ nedochazi ke ztraté adaptovanych gent (Briggs & Walters 2001).

Rostlina vyuzivajici reprodukéni systém autogamie milze tvofit gamety
i v extrémnich biotopech, pficemz neni tieba do reprodukce vkladat mnoho energie,
dostacuje jedna rostlina (u alogamie musi byt dvé rostliny s riznymi alelami). (Briggs
& Walters 2001). Nicméné existuje letalni zatizeni inbreedingu. Nevyhodou je také
skutecnost, Ze podil heterozygotnich jedinct s dalSimi generacemi klesa a tyto generace

postupné nabyvaji shodného vzhledu (Briggs & Walters 2001).



Vyhodou tfettho typu rozmnozovani, apomixie, je reprodukce pocetného mnozstvi
rostlin genotypove totoznych s rodi¢ovskou rostlinou dobfe adaptovanych na urcity typ
prostiedi, aniz by dochazelo k vétsim genetickym ztratam (Briggs & Walters 2001).

Apomixie dovoluje reprodukci rostlin (tvorbu semen) slichymi podéty
chromozomu (Briggs & Walters 2001). Zaroven zde neni zadné riziko spojené
s opylenim areprodukce neni v ohrozeni nahodnymi faktory prostiedi (Briggs
& Walters 2001). Tento zpusob reprodukce je zarukou udrzeni velkého podilu
heterozygotnosti (Asker & lJerling 1992). Nevyhodou apomixie je, ze muze byt
limitovana starnutim rostliny a chorobami, napiiklad u rodu Citrus opakované
vegetativni rozmnozovani vede ke starnuti (Frost 1938, cit. podle Briggs & Walters

2001).



4. Polyploidie a polyploidizace

Pojem ,,polyploid* poprvé pouzil Strasburger E. (1908) pro oznacéeni rostliny s vétsim
nez diploidnim poctem chromosomovych sad. Kratce zminim ZzivociSnou {iSi, kde
je polyploidni stav jedince mén¢ cCasty a mnohdy nesluCitelny se Zivotem jedince.
U rostlin je polyploidie velmi béznym jevem. Odhaduje se, ze 47 az 70% kvetoucich
rostlin  jsou potomky polyploidnich piedki (Ramsey & Schemske 2002).
Winkler (1906, cit podle Briggs & Walters 2001) publikoval vyznamny a dulezity
Clanek, kde popsal experimentalni vznik polyploidie u druhu lilek rajce (Solanum
Lycopersicum). Polyploidie je vysoce dynamickym procesem, jenz sehrava nemalou roli
ve speciaci aevoluci nahosemennych rostlin a vyznam ma téz v evoluci dalSich
eukaryot (Thompson & Lumaret 1992, Soltis et al., 2003). Je nedilnou soucasti evolu¢ni
dynamiky rostlinnych populaci. Tato problematika se nevztahuje pouze k evolu¢ni
dynamice, ale je dtlezitd k pochopeni procesi Vramci zachovani biodiverzity
(Thompson & Lumaret 1992). Briggs & Walters (2001) uvadéji, ze vznik polyploidie
a dalsi chromozomové transformace je spojena se saltatni (skokovou) speciaci.
Polyploidni stav muze jedinec ziskat tfemi zpusoby: (i) autopolyploidie, tj. vznik
polyploida prostym zdvojenim chromozomové sady jedince vyvolenému napiiklad
tepelnym Sokem a naslednym naruSenim pribéhu mitdzy. (ii) allopolyploidie nastava po
ptedchozi hybridizaci mezi jedinci riznych (ale blizce ptibuznych) druhi, kdy na ¢asto
sterilni hybridni rostliné procesem autopolyploidie muize vyrust polyploidni vétev
(Briggs & Walters 2001). V pfirodé u planych druhi je mnohem Ccastéjsi nez
autopolyploidie (Soltis et al., 2014), avsak u autopolyploidie se jedna Casto o skryté
formy, protoZe je t¢Zké bez analyzy chromozomu poznat, zda se jednd o autopolyploida
(Duchoslav, ustni sdéleni). (iii) somatickd polyploidizace (Briggs & Walters 2001).

Pokud se somatické buiiky néjakym zplisobem dostanou do rozmnozovacich organti



rostliny, mtze polyploidie postoupit do dalsi generace (Briggs & Walters 2001).
Polyploidii je mozné experimentalné vyvolat plisobenim kolchicinu (inhibitor déliciho
vieténka), jenz pusobi jako zabrana pfi normalnim rozestupovani chromozomi (Briggs
& Walters 2001). Zména ploidie se u rostlin obecné projevuje napiiklad ,,gigas
efektem*, kdy zdvojeni poctu chromozomi ma vliv na velikost bun¢k a pfispiva tak ke

zvétSeni celkového vzrustu rostliny (Levin 1983).
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5. Modelovy organismus - ¢cesnek plany (Allium oleraceum L.)

Podle novych molekularnich vyzkumu je A. oleraceum fazen do rodu Allium, sekce
Codonoprasum. Rod v sobé zahrnuje ptiblizn¢ 750 druht (Stearn 1992). Do rodu
Allium nalezi hospodaisky vyznamné plodiny, jako je napiiklad por zahradni (Allium
porrum) nebo Cesnek sety (Allium sativum) a dalsi.

A. oleraceum je geofyt s jednoletym zasobnim organem, téméf kulovitou cibuli
o velikosti 10 az 15 mm. Toulec, tvofen dvéma rozdilné dlouhymi listeny, obaluje
kvétenstvi. Polokulovity az kulovity lichookolik mutze obsahovat 0 az 20
oboupohlavnych kvétl. Zde se tvoii piiblizné 10 — 60 pacibulek (Stépankova et al.
2010). Okvéti ma zvonkovity tvar Se Spinavé bélavymi okvétnimi listky o délce 5,5-7
mm a Sifce cca 2,2-3 mm s obsahem barevného - ruzového ¢&i ¢erveného i zeleného
odstinu s viditelné vyraznou tmavou stfedni zilkou. Ty€inky jsou krat§i nebo stejné
dlouhé¢ jako je okvéti. Pestik z kvétu vystupuje. Kvétni stopky jsou ohnuté doli a maji
riznou délku, ktera se pohybuje v rozmezi od 15-60 mm. Rostlina je zpravidla 25-
100 cm vysoka. V lichookoliku se nachazeji pacibulky, tvoii se nepravidelné, jsou
elipsoidniho tvaru az 1 cm dlouhé. Tyto pacibulky mohou posléze slouzit jako
kompenza¢ni mechanismus v piipad€, Ze rostlina nevykvete a znemozni se tak jeji
rozmnoZeni pohlavni cestou (Stépankova et al. 2010). A. oleraceum roste na velmi
Sirokém spektru stanovist roztrousend po nasem uzemi (Stépankova et al. 2010).

U tohoto druhu bylo zjisténo Sest riznych ploidnich stupnd (cytotypa). Zakladni
chromozomové ¢islo druhu je n = 8. Nanasem Uzemi byly zaznamenany pouze tii
cytotypy. Jsou to tetraploidni, pentaploidni a hexaploidni jedinci, kde 2n = 32, 40, 48 (
Duchoslav et al 2010). Mimo Ceskou republiku se vyskytuje triploidni cytotyp (2n =
24) aje dolozen se v Madarsku (Krahulcova 2003) a v Rusku (Vachtina 1984).

Nejcastéjsi je pentaploidni cytotyp, nasledné hexaploidni a s nejméné frekventovany je

11



tetraploidni cytotyp. Dosud byly nové nalezeny dalsi ploidni stupné u A. oleraxeum,
heptaploidni a oktoploidni, kde 2n = 56, 64 (Duchoslav et al. 2013). V ramci
polyploidniho komplexu nebyl zaznamenan u A.oleraceum diploidni cytotyp
(Duchoslav et al. 2010). Bylo zjisténo, ze jednotlivé ploidni stupné (u A. oleraceum)
mohou mit souvislost s rozdilnymi ekologickymi naroky. Konkrétné tetraploidi jsou
vazani na skalni stepi nebo na suché travniky Vv teplejSich oblastech. Pentaploidi byli
zjisténi hlavné v teplejSich oblastech s niz$i nadmoiskou vyskou s Sirokym spektrem
biotopt. Hexaploidi se vétSinou vyskytuji na okrajich poli a cest a také ve vysSich

nadmoftskych vyskach. (Duchoslav et al. 2010).
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6. Reproduk¢ni biologie polyploidniho komplexu A. oleraceum

V tvodu bylo zminéno, ze rod Allium vyuziva k reprodukci alogamii spolu s viviparii.
A. oleraceum ma taktéZz kombinovany zptsob reprodukce. RozmnoZuje se jednak
sexualn¢, pomoci alogamie, tvorbou semen a vegetativné (asexualng) tvorbou pacibulek
a dcefinych cibuli. Fialova & Duchoslav (2014) uvadi, ze jedinci riznych cytotypu jsou
rozdilné v poctu kvetli a mnozstvi suSiny. U tii cytotypl (4x, 5x a 6x) zjistili, Ze ¢im je
vys8i ploidni stupen, tim vice klesa pocet kveétl, mnozstvi suSiny a také klesa pocet
pacibulek. Jak bylo uvedeno, hexaploidni jedinci mivaji zpravidla nizs§i pocet kvéta a na
rozdil od ostatnich cytotypl jsou patrné schopni samoopyleni (Jirova 2007).

Levan (1937) oznacdil tento druh za autopolyploidni. Pi1 svych experimentech
ktizil diploidni jedince Allium paniculatum a ziskal tetraploidni rostliny morfologicky
témef totozné s A. oleraceum. Avsak diploidni jedinci jsou dnes klasifikovani jako dva
samostatné druhy (Allium podolicum a Allium paniculatum). Z toho divodu se pivod
A. oleraceum povazuje za allopolyploidni (Vosa 1976, Duchoslav et al. 2010). Tento
druh ma tedy dosud nejasny hybridni ptivod s vysokou podobnosti s A. paniculatum

(Duchoslav et al. 2010).

13



7. Material a metody

Vzorky A. oleraceum jsem ziskala z jiz zapé&stovanych evropskych a ¢eskych populaci,
viz Ptiloha 1. U vSech studovanych populaci byl jiz diive zjistén stupen ploidie pomoci
pritokové cytometrie. Zaroveti prob&hl sbér populaci z Ceské republiky, které jsou
uréeny pro opylovaci pokusy, Viz ptiloha. Z jednotlivych rostlin byly odebrany vzorky
pacibulek a umistény do fytotrond, kde probihal vyzkum tykajici se puceni téchto
pacibulek v ramci bakalaiské prace mé kolegyné Nikoly Vackové. Jakmile pacibulky
vypudily, umistila jsem je do kvétinacu dle jednotlivych populaci. Do kvétinaci jsem
umistila zeminu smiSenou s raselinou (Florcom, profesionalni substrat) v poméru 2:1.
Tyto populace byly pieneseny do skleniku Katedry botaniky UP. Z téchto pacibulek
byly napéstovany rostliny a jednotlivé rozsazeny do malych kvétinacti o rozmerech 8x8
cm opatienych Stitkem ¢isla populace a zaroven bylo ptiddno dlouhodobé zahradni
hnojivo (SUBSTRAL Osmocote, EXTRA dlouhodobé hnojivo, ZAHRADA).
Nasledoval pfesun malych kvétinaca s napéstovanymi rostlinami na pozemek do sitové
konstrukce. V piiloze je k dispozici pichled vSech populaci doplnén udaji o trovni
ploidie a po¢tu jedincti v populaci. Tyto populace z Ceské republiky bohuzel v leto$nim
roce nevykvetly, a proto jsem stanovovala zivotnost a fertilitu mikrospor ze vzorki jiz
napéstovanych evropskych populaci. Pied vlastnim uskute¢nénim experimentu
testujiciho mezicytotypovou reprodukéni interakci u A. oleraceum, bylo tfeba stanovit

zivotnost (viabilitu) a fertilitu mikrospor.

Tabulka 1: Lokality sbéru a uroven ploidie A. oleraceum

Lokalita sbéru Stupeii ploidie
Lumirov ax
VenusSina sopka 4x
Dzbanov 5x
Ptibilov 5x
Polsko 6X
Rovensko 6X
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7.1.Stanoveni zivotnosti mikrospor

Pro studium zivotnosti jsem pouzila metodu kliivosti pylu in vitro (Dafni
1992). Piipravila jsem 100 ml zasobniho roztoku z20 mg H3BO; 60 mg
Ca(NOg3)2.4H,0, 17 g sacharosy adestilované vody. Roztok jsem nalila
do 10 ,.ependorfek* a zamrazila. Z 5 ml zasobniho roztoku jsem pfipravila agarovou
plenu. Do 5 ml zasobniho roztoku jsem piidala 50 mg agaru a smés rozvatila ve vodni
lazni. Jesté horkou smés jsem nalila na podloZni sklicka tak, aby jej rovnomérné pokryla
vrstvou tenkou piiblizné 1 mm. Po zchladnuti tenkého filmu jsem napraSila na jeho
povrch Cerstvé oteviené prasniky. Inkubovala jsem je po dobu 24 hodin v uzavienych
krabi¢kach na buni¢in€ s destilovanou vodou pii pokojové teploté.

Za 24 hodin jsem pod mikroskopem pozorovala a spocitala kli¢ici pylove lacky
a celkovy pocet mikrospor v zorném poli. Provedla jsem minimalné tifi opakovani

u kazdého preparatu. Vzdy bylo spocitano minimalné 500 pylovych zrn.

7.2. Stanoveni fertility mikrospor

Pro studium fertility mikrospor A. oleraceum jsem odebirala kvéty jedincim vSech
cytotypu z jiz existujicich populaci zapéstovanych v pokusné zahrad¢ v arealu PiF UP
v Holici. Cerstvé rozkvetly kvét musel byt odebran vzdy v dopolednich hodinach, aby
se zachovaly zralé prasniky. Mikrospory jsem naprasila do kapky fluoresceindiacetatu
na podloznim skle odmasténém lihem a inkubovala po dobu 5 minut pfi pokojové
teploté. Kapku jsem pfikryla krycim sklickem a pozorovala pod fluorescenénim
mikroskopem (Olympus Bx60, Olympus Optical Co. Europa GmbH), pii stonasobném
zvétSeni. V zorném poli jsem spocitala vSechny mikrospory a pocet vSech mikrospor,
které pod fluorescencnim filtrem svitily jasné zelenou barvou. Z téchto poctl jsem
ziskala pomér vyjadiujici fertilitu mikrospor v procentech. Nasledné jsem pomoci

softwaru QuickPHOTO CAMERA zméftila délku alesponi u 100 pylovych zrn v kazdém
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preparatu (viz Ptiloha). U kazdého prepraratu jsem vyfotografovala pomoci kamery
asoftwaru snimek v normdalnim zobrazeni. Jen u nékterych snimkd bylo
mozné vyfotografovat svitici mikrospory v rezimu fluorescence, viz ptiloha. Data byla
zpracovana v programu NCSS 9, pro vyhodnoceni dat fertility mikrospor a ploidniho
stupné byla pouzita jednocestna ANOVA, pro data zméfeni délky mikrospor

a ploidniho stupné byl pouzit general linear model spolu s histogramy.
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8. Vysledky

8.1.Fertilita mikrospor

A4

Bylo zjisténo, ze v pruméru nejvyssi fertilitu vykazuji hexaploidi, viz obr. 1 box plot.
Celkove se fertilita mikrospor u jednotlivych ploidii lisi. U triploidti byla zaznamenana

nejnizsi fertilita.

fertilita_v_procentech vs Ploidie

100 ~

80

60

40

fertilita_v_procentech

20

Ploidie

Obrazek 1. Fertilita mikrospor populaci A. oleraceum v procentech — box plot
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8.2.Velikost mikrospor
Nejvyssi délka velikost mikrospor v mikrometrech byla zjisténa u hexaploidu, viz obr. 5

a viz ptiloha.

Histogram of velikost (ploidie=3)
35

Percent of Total Frequency

25 35 45 55 65

velikost (ploidie=3)

Obrazek 2: Histogram - €etnost velikosti mikrospor u triploidi
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Histogram of velikost (ploidie=4)

Percent of Total Frequency

25 31 37 43 49

velikost (ploidie=4)

Obrazek 3: Histogram - €etnost velikosti mikrospor u tetraploidi
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Histogram of velikost (ploidie=5)

Percent of Total Frequency

25 35 45 55 65

velikost (ploidie=5)

Obrazek 4: Histogram - €etnost velikosti mikrospor u pentaploidi
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Histogram of velikost (ploidie=6)

Percent of Total Frequency

32 36 40 44 48

velikost (ploidie=6)

Obrazek 5: Histogram - €etnost velikosti mikrospor u hexaploidi
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8.3.Viabilita mikrospor

Pfi urCovani Zivotnosti mikrospor in Vitro jsem narazila na problém, kdy na
ptipraveném agaru mikrospory nekli¢ily, ackoli mikrospory z totoznych jedincii byly
VvV ten samy den podrobeny urcovani fertility pod fluorescencnim mikroskopem (byly
viditeln¢ fertilni, a tim i1 zivé). Proto tato metoda stanoveni zivotnosti mikrospor byla
upravena nafedénim koncentraci roztoku od 10 — 90% scilem nalezeni vhodné
koncentrace. To se vSak nepodafilo, mikrospory stale nekli¢ily. ZkouSela jsem také
kli¢it mikrospory ze zcela jiného druhu rostliny na tomto agaru, ale opét nevyklicily,
i kdyz pod fluorescenénim mikroskopem zietelné vykazovaly fertilitu. Proto nebyla

metoda stanoveni zivotnosti mikrospor in vitro zahrnuta do vysledkt tohoto projektu.
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9. Diskuse

U polyploidid obecné se narazi na problémy Vramci sexualni reprodukce u cytotypi
tyce fertility pylu. To muze znacit, ze triploidi maji snizenou schopnost fertility pylu
zZ podstaty jiz zminéného problému s lichym stupném ploidie.

Zvysledkl je ziejmeé, Zze by bylo vhodnéjSi pocetné vyvazit zastoupeni
jednotlivych polyploidi. Méné casté ploidie jsou fidce zastoupeny, coz muze zna¢né

ovlivnit vysledky.
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10. Zavér

V ramci 33 evropskych populaci jsem stanovila fertilitu mikrospor v procentech.
Z primarnich dat (viz Pfiloha) je patrné, Ze polyploidni stupné nejsou rovnomérné
zastoupeny, tudiz vysledky jsou touto skutecnosti ovlivnény. Je mi zndmo, ze by bylo
vhodné zajistit vyssi pocet vzorkl, tak aby byly rovnomérné zastoupeny ploidni stupné

jako takové, ale i z hlediska statl, kde byly populace nalezeny.
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Prilohy

Tabulka 2. Fertilita mikrospor celkem 33 evropskych populaci v procentech (Cislo populace: rok/¢islo
populace)

Populace Jedinec . Fertilita Stupen polyploidie Stat
mikrospor v %

1 04/2C 18,08 5 Slovensko
2 04/4A 41,82 5 Slovensko
3 04/4cC 9,44 5 Slovensko
4 04/5A 5,83 5 Madarsko
5 04/5C 19,71 5 Madarsko
6 04/10E 19,53 5 Slovensko
7 04/12F 12,34 5 Slovensko
8 04/14C 19,31 5 Slovensko
9 04/16 4,94 4 Slovensko
10 04/33E 10,90 5 Madarsko
11 04/48C 20,00 6 Rakousko
12 04/86A 34,00 4 Slovensko
13 04/87B 29,00 4 Slovensko
14 04/88 30,00 4 Slovensko
15 04/103 64,70 4 Francie
16 05/133A 24,16 5 Némecko
17 05/137 53,01 5 Némecko
18 05/157 58,80 4 Slovensko
19 06/12B 58,70 5 Chorvatsko
20 06/14 A 52,77 5 Madarsko
21 06/2A 26,75 5 Madarsko
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22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

06/16 C
06/24
06/46
06/48C
09/54
10/36
11/28A
11/43
11/10
11/62
11/44

12/81A

64,34

11,00

63,00

63,77

9,07

29,85

56,40

96,96

17,12

6,14

37,20

43,00

Madarsko
Madarsko
Italie
Italie
Ukrajina
Litva
Slovensko
Slovensko
Slovensko
Slovensko
Slovensko

Spanélsko
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Obrazek 6: Fotografie mikrospor A. oleraceum pri zvétSeni 10x20 — &islo populace: 04/87B, tetraploid

S

Obrazek 7: Fotografie mikrospor A. oleraceum pii zvétSeni 10x20 — Cislo populace: 04/87B, fluorescenéni
rezim, tetraploid
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Obrazek 8: Fotografie mikrospor A. oleraceum pii zvétSeni 10x20 — &islo populace: 04/88, tetraploid
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Obrazek 10: Fotografie mikrospor A. oleraceum p¥i zvétSeni 10x20 — &islo populace: 04/14C, pentaploid
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Tabulka 3. Vystup z ANOVYy, fertilita mikrospor vs. ploidie

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob
Term DF Squares Square F-Ratio Level

A: Ploidie 3 1336.188 445.3959 0.86  0.472246
S(A) 29 14996.98 517.1371

Total (Adjusted) 32 16333.17

Total 33

Tabulka 4. Vystup z GLM, velikost mikrospor vs. ploidie

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob
Term DF Squares Square F-Ratio Level
A: ploidie 3 752.6857 250.8952 0.42 0.738832
B(A): jedinec 28 16656.19 594.8638 24.11 0.000000*
S 3487 86037.02 24.67365
Total (Adjusted) 3518 103445.9
Total 3519
Means Plot of velikost
43.0 4
42.6 -
E 42.2
41.8 4
414 T T T T
3 4 5 6
ploidie

Obrazek 11: Graficky vystup z GLM, velikost vs. ploidie
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