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1. Uvod

Rod Taraxacum je ekologicky variabilni a Siroce rozsifeny (Mogie & Ford 1988). Je
slozeny ze sexualnich diploidnich a apomiktickych polyploidnich taxonut, které maji velmi
slozitou sitovou evoluci (Kirschner & Stépanek 1994), coz ztézuje rekonstrukci
fylogenetickych vztahti v rodu (Zaveska Drabkova & al. 2009). Apomixe Vv rodé je obligatni
(Richards 1973). Rod ma velice komplikovanou taxonomickou strukturu zalozenou na
morfologii a kvuli nizké morfologické diferenciaci taxont se pouziva supraspecifické déleni
do sekei (Kirschner & Stépanek 1996; Batousek & al. 2010).

Rod Rubus je druhové také velice pocetny a zastupci rodu se vyskytuji po celém svété
vyjma Antarktidy (Holub 1995). Ostruziniky rostou na mistech s riznou ekologii (Holub
1995). Nyngjsi druhy ostruzinikd jsou produktem slozitych kiizeni a zpétnych k¥iZeni, ktera
vedla ke vzniku polyploidnich typd, které se rozmnozuji pomoci fakultativni apomixe (Holub
1995). Slozitd taxonomie je postavena prakticky jediné na morfologickych znacich
(Krahulcova & al. 2013). Hlavni systematické ¢lenéni rodu je na morfologicky relativné
dobie vymezené podrody (Travnic¢ek & al. 2000a).

Prutokova cytometrie Se Vyuziva v mnoha biologickych oborech (Suda 2005). Jednou z
aplikaci priitokové cytometrie je ur€eni velikosti genomu podle poloh G1 a G2 piki a zjisténi
zpusobu rozmnozovani podle ploidie endospermu a embrya ze zralych semen (Suda 2005).
Ptiprava vzorku pro pritokovou cytometrii trvd pouze par minut. Analyza netrva dlouho a

reprezentativni pocet jader lze méfit v kratkém case (Dolezel & al. 2007).



2. Cil prace

Ptipravit literdrni pfehled k diplomové praci, kterd se bude zabyvat stanovenim velikosti

genomu a reprodukéniho zptisobu vybranych taxond z rodu Taraxacum a Rubus.



3. Literarni prehled

3.1. Botanicka charakteristika rodu Taraxacum F. H. Wigg.

3.1.1. Nazev, popis, vyuZiti

Néazev rodu je odvozeny z fectiny, taraxis = zanét oci a akeomai = hojivy a ukazuje na
vyuzivani rostlin tohoto rodu uz od davnych dob (Batousek & al. 2010). Rostlina se v ¢estiné

b&zné oznaduje jménem pampeliska (Obr. 1) (Cihat 2002).

Obrazek 1: Habitus rostliny.
Zdroj: http://survivalgardener.com/wp-content/uploads/2015/11/dandelion-picture.jpg.



Jedna se vétSinou 0 kratkodobé vytrvalé byliny S mlécnicemi ve vSech Castech
(Batousek & al. 2010). Rostliny maji na povrchu malo nebo hodné jednoduchych, vétsinou
mnohobunéénych a pokroucenych bélavych chlupti, ve vzacnych ptipadech mohou byt lysé
(Batousek & al. 2010). Kofen ma svétle hnédé zbarveni (Kremer 2004), je vietenovity,
relativng tlusty, s kofenovou hlavou jednoduchou nebo vétvenou, nékdy krytou bazemi tapikii
odumfelych listi nazyvanych tunika (Batousek & al. 2010). Listy jsou Vv pfizemni rizici,
s Cepeli vétSinou kracovitou az pefenosecnou, nékdy docela slozité clenénou, V malo
ptipadech celistvou, se zietelnou stfedni Zilkou (Batousek & al. 2010). Ubory maji rozméry 1
az 6 cm v praméru, svétle zluté az zlatozluté, bélavé, oranzové, oranzové cervené nebo
fialové barvy (Pfiloha 1) (Batousek & al. 2010).

Zakrov je vicefady, majici pokazdé zietelné rozdilné vnéjsi, zpravidla stfechovité
sestavené a do rozdilného stupné odstalé¢ zakrovni listeny a jeden kruh pfitisklych vnitinich
zakrovnich listen. Luzko uboru je trochu vypouklé jamkaté, lysé bez plevek. Kvéty jsou
jazykovité, oboupohlavné, s ligulou, ktera je plocha az podélné Zzlabkovita, ve vzacnych
piipadech trubic¢kovité svinutou nebo i svymi okraji srostlou, Zlutou na vrcholu s 5 zpravidla
malymi, nékdy rizné barevnymi zoubky, liguly okrajovych kvétl na spodni strané obvykle
s podélnym pruhem rozdilné barvy, ktera je cCasto nafialovéle hnédoseda a nékdy i

cervenohnéda (Obr. 2) (Batousek & al. 2010).
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Obrazek 2: Rez uborem zastupce rodu Taraxacum a jednotlivy jazykovity kvét z uboru.
Zdroj: http://www.wikiwand.com/cs/Ubor.

Prasniky a tyCinky utvareji trubi¢ku, pyl je vétSinou vytvoten, ale chybi u nékterych
apomiktickych linii. Ramena blizny a vrchni ¢ast énélky maji zbarveni zluté, Spinaveé zluté az
zlutozelené, vné se nachazeji tmavé a svétlé vymetaci chlupy (Batousek & al. 2010). Nazky
jsou lysé, zobankaté, s télem, které je uzce obkuzelovité az izce obvejcité, podélné mélce
Zebernaté a obycCejné pfinejmensim ve vrchni poloviné drobné osténkaté, na vrcholu pozvolna
¢i nahle zazené a piechazejici v pyramidu, na kterou navazuje tenky a lamavy zobanek.
Chmyr ma zbarveni bilé, Spinavé bilé az svétle nartizovéle hnédé, s drsnymi paprsky
(Batousek & al. 2010).

Rostlina je velmi poCetnd na Zivnych a svézich padach (Kremer 2004). Na loukach a
pastvindch se zasobou zivin vytvaii porosty (Kremer 2004). Rozsah vyskytu saha od nizin az

do podhuii (Erdelska & al. 2008)
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Velké mnozstvi druhi na jafe na pastvinach vytvaii vyznamné mnozstvi biomasy
s nutri¢ni hodnotou. U vétsich rostlin patficich k riznym druhtim se sbiraji kotfeny (Radix
taraxaci) pro vyuziti v 1€karstvi. Jarni mladé listy se vyuzivaji jako zelenina a kvetouci tibory
k vyrobé sirupu nazyvaného pampeliskovy med (Batousek & al. 2010). Nékteré druhy a
hlavné ze sekce Taraxacum (byvala sekce Ruderalia) jsou vyuzivany na vyzkumy, jez maji
odhalit geneticky zaklad apomixe (Batousek & al. 2010). Pro farmaceutické potieby se
pampelisky péstuji a farmaceuticky vyzkum se zamétuje na zjisStovani obsahu ucinnych latek,
jejich G¢inktt a mechanismi pusobeni (Batousek & al. 2010). Jeden druh pampelisky
pochazejici ze stiedoasijskych stepi, béZzné oznacovan jako ,ruska pampeliSka = ,russian
dandelion* Taraxacum kok-saghyz L. E. Rodin (Obr. 3) se od 40. let minulého stoleti péstuje

pro ziskavani kauduku (Cerny 2012).

Obrazek 3: Taraxacum kok-saghyz. Zdroj: http://old.ibot.cas.cz/en/eupearls.
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3.1.3. Taxonomie rodu

Rod Taraxacum je ekologicky variabilni a Siroce rozsifeny (Mogie & Ford 1988).
Pivodni oblast rozsifeni je v celé mimotropické Eurasii, arktické oblasti, severni Africe,
Severni a Stfedni Americe, jiznich ¢astech Jizni Ameriky, jihovychodni Australie a Nového
Zélandu. Sekundarné lidskym pfi¢inénim doslo k rozsifeni nékterych druhi nékterych sekci
po celém svété (Batousek & al. 2010).

Rod Taraxacum obsahuje apomiktické — polyploidni a sexualni — diploidni taxony,
které prodé¢laly velmi slozitou sitovou evoluci. Polyploidi se vyznacuji obligatni apomixi, coz
je klonalni zpusob reprodukce pomoci semen (Asker & Jerling 1992). Rod ma velice
komplikovanou taxonomickou strukturu (Batousek & al. 2010). Kvuli slozité evoluci,
vysokému poctu polyploidnich apomiktickych druhii a nizké morfologické diferenciaci druhii
se proto Castéji pouziva supraspecifické déleni rodu do sekei. Sekce jsou vytvorené na zakladé
podobné morfologie, ekologie, karyologie a evoluce skupiny taxont (Pfiloha 2 a 3)
(Kirschner & Stépanek 1996). V dnesni dobé se rozlisuje asi 60 sexualnich a vice nez 2500
apomiktickych druht, které jsou fazené do vice nez 50 sekci (Tabulka) (Batousek & al. 2010).
Sexuélni druhy jsou chapany jako druhy se Sirokou morfologickou a genetickou variabilitou,
zatimco apomiktické druhy, tradiéné oznaCované jako ,,mikrospecies®, jsou chapany jako

morfologicky tizce charakterizované homogenni jednotky (Kirschner & Stépanek 1994).
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Tabulka: Nékteré sekce rodu Taraxacum. S - sexualni reprodukce; AS - agamospermie
sexualni reprodukce, zdroj: Kirschner & Stépanek 1996.

Sekce

Reprodukce

Rozsireni

Alpestria Soest

AS

sexualni taxony ve Vychodnich Karpatech a na Balkané

Alpina G.E. Haglund AS sexualni taxony v Pyrenejich a na Balkané

Antarctica Hand.-Mazz. S sexualni taxony v Jizni Americe

Arctica Dahlst. AS sexualni reprodukce vzacna

Biennia R. Doll ?S nejisté, jediny znamy zastupce je pravdépodobné
sexualni

Borealia Hand.-Mazz. AS sexualni reprodukce vzacna na severu, bézna ve
Vychodni Asii

Calanthodia (Dahlst.) R. Doll AS sexualni reprodukce bézna v Severni Ciné

Coronata HAND.-Mazz. ?AS sexualni taxony znamé, ale pravdépodobné vzacné

Dioszegia (Heuff.) Heuff. S vSechny znamé taxony se rozmnozuji sexualné

Erythrocarpa Hand.-Mazz. AS sexualita vzacna u taxont v Jizni a Jihovychodni Evropé

Erythrosperma (H. Lindb.) AS sexualni reprodukce vétsinou v Jihozapadni a Stredni

Dahlst. Evropé

Glacialia Hand.-Mazz. S jediny sexualni druh

Kashmirana Soest ex R. Doll AS sexualni reprodukce bézné v Zapadnich Himalajich

Macrocornuta Soest AS sexualni reprodukce rozsifena ve Stfedni Asii

Mongolica (Dahlst.) R. Doll AS sexualni reprodukce bézna v Japonsku a Jihovychodni
Cing

Oligantha Soest AS sexualni taxony znamé ve Vychodnim Stfedomoti

Orientalia Hand.-Mazz. AS sexualni reprodukce znama na Kavkaze

Palustria (H. Lindb.) Dahlst. AS vzacna sexualni reprodukce v oblasti Zapadniho Jadranu

Parvula Hand.-Mazz. AS sexualni reprodukce znama ve vysokych horach Asie

Piesis A.J. Richards ex S autogamni a allogamni diploidi a alogamni tetraploidi

Kirschner et Stépanek

Primigenia R. Doll ?S jediny zastupce se sexualni reprodukci

Ruderalia Kirschner, H. Ollg. et AS sexualni reprodukce vétsinou v Jihozapadni a Stiedni

Stépanek Evropé

Scariosa Hand.-Mazz. AS sexualni taxony roztrousené ve Sttedomofi

Sonchidium (DC.) Kirschner et AS sexualni reprodukce vzacné v Anatolii

Stépanek

Tibetana Soest AS sexualni reprodukce bézna v Tibetu a prilehlé Cing

Wendelboa (Soest) R. Doll 7S jediny znamy zastupce vyzaduje dalsi studium
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Od objeveni az do dnesni doby bylo popsano velké mnozstvi apomiktickych druht.
Cast badatelt dokonce popisovala nové druhy z jedné herbarové polozky ¢&i jedné lokality.
Objevené apomiktické linie byly sporné a neuznavané. Jakykoli morfologicky rozdil vSak
jesté neni diivodem k popisu nového druhu (Vasut & Majesky 2015). Objektivni existenci
nového apomiktického druhu potvrzuje v rozlehlych oblastech geneticka stabilita zpisobena
obligatni apomixi (Majesky & al. 2012). U zkoumaného druhu pokladaného za novy dosud
nepopsany je nutné posoudit morfologickou stabilitu v potomstvu, geografickou distribuci,

reprodukéni zpisob a genetickou variabilitu (Obr. 4) (Vasut & Majesky 2015).

HOLOTYPUS ’

Taraxacum pudicum Va3ut et Majesky,
species nova

FLORA MORAVICA

Taraxacum pseudocristatum nom. provis,
Taraxacwm sect. Erythrosperma (LINDD. i ) DasLsY

loc. Ph. r. 68 - Moravské podhdfi Vysodiny, distr. Znojmo;
Kravsko — Bojanovice: in graminosis siccis in viis
silvestribus inter pagos, 2 km a septentrionali versus centri
pagi Kravsko; ca. 370 m s. m. 7061d.

die 1. V. 2000. leg. RADIM J. VASUT
No. herb. T-201.4

Obrazek 4: Nové popsany druh Taraxacum pudicum. Zdroj: Vasut & Majesky 2015.
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3.1.4. Evoluce rodu

Slozitd evoluce ztéZzuje rekonstrukci fylogenetickych vztaht v rodu Taraxacum.
Komplikace pii rekonstrukci fylogeneze jsou zplsobené zejména 1) nizkou urovni
morfologické diferenciace, 2) pfevazujici apomiXi a hybridizaci mezi apomikty a sexualy, 3)
evolu¢né starou a komplexni hybriditou, a 4) ¢astou polyploidii (Zaveska-Drabkova & al.
2009). Vsechny doposud popsané polyploidni taxony jsou apomiktické kromé ti
tetraploidnich druht sekce Piesis (Kirschner & al. 2014). Dalsi obtizi je mnoho
taxonomickych jednotek, které je nutné vytesit. U nékterych sekei existuje také geograficka
partenogeneze, kdy sexudlni populace jsou omezeny na mistni horsky ¢i maly jizni
geograficky areal. Agamospermické derivaty se naopak nachazeji vice na severu anebo podél
pohoii (Stépanek & al. 2011; Kirschner & al. 2014).

Hybridizace mezi tetraploidnim apomiktickym a diploidnim taxonem mohla byt nejvice
Castym zpusobem vzniku hybridogennich skupin v rodu. Toto vysvétleni je vSak pouze
hypotetické, protoZe je malo dikazii mezi apomiktickymi skupinami, které dokumentuji tento
zpusob vzniku apomiktickych taxonti. Divodem je predpokladany zanik ptivodnich forem
rodi¢ovskych taxont &i jejich geograficka vzdalenost a izolovanost (Kirschner & Stépanek
1996). Rod Taraxacum vznikl pravdépodobné v zapadnich Himalajich v pribéhu kiidy,
Ptedpoklada se, ze predkové hybridogennich apomiktickych skupin se stahli do geograficky
vzdalenych oblasti anebo vyhynuly. Potomstvo, které bylo vysledkem vzdalené hybridizace
se pak chovalo jako rodi¢ovské pro vznik novych odvozenych skupin (Kirschner & Stépanek

1996).
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Cést apomiktickych klonti pravdépodobné vznikla ve velice daleké minulosti, coz lze
(Kirschner & Stépanek 1994). Nyngjsi rozsiteni rodu Taraxacum souvisi s §ifenim apomixe
pomoci hybridizace prostiednictvim migrace v prubéhu ledovych dob a zejména po
poslednim zalednéni (Richards 1973). Stfidani dob ledovych a meziledovych zpiisobilo
rozsahlou migraci, jez vedla k hybridizaci a nasledné rychlé speciaci (Richards 1973;
Kirschner & Stépanek 1994).

Molekularni vyzkumy maji za cil ve vztahu K systematice vylepsit znalost evoluce a
klasifikace srovnanim fenetickych stromi s fylogenetickymi (Mes & al. 2002). Jaderné
sekvence I1TS1-5.8S-ITS2 oblasti rDNA (jaderna ribozomalni DNA) jsou vyznamnym
zdrojem fylogeneticky informativnich dat u mnoha riiznych rostlinnych skupin (napt. Baldwin
1992, Buckler & Holtsford 1996, Rensted & al. 2002). U polyploidnich druhd rodu
Taraxacum jsou tseky ITS1 a ITS2 vyrazné polymorfnéj$i nez u sexualnich diploidnich a
sexualnich tetraploidnich druhi, u nichz jsou sekvence téméf homogenizované (Kirschner &
al. 2014). 1 v potomstvu dvou geneticky stejnych jedinci dochazi ke zméné v sekvencich
DNA (King & Schaal 1990). To zptisobuje kumulace mutaci v asexualni linii (Campbell & al.
1997). Hromadéni mutaci v zavislosti na v€ku jednotlivych linii a zmraZeny polymorfismus
rodi¢ovskych taxonti hybridogennich polyploidnich apomiktl jsou dva dtlezité hlavni zdroje
polymorfismu pii hodnoceni evoluce (Ptiloha 4) (Zaveska-Drabkova & al. 2009).

Pii vyzkumu fylogeneze rodu Taraxacum se vyuziva také chloroplastovd DNA
(cpDNA) jako uniparentalni zdroj fylogenetické informace (Pfiloha 5). Nicméné¢ cpDNA
markery se ukazaly jako ne zcela vhodné pro rekonstrukci fylogeneze u rodu s
mnohonasobnou hybridiza¢ni minulosti (Wittzell 1999; Kirschner & al. 2014). Fylogeneticka
informace z nekodujici cpDNA je naruSend homoplasickymi indely (Mes & al. 2000). Pomoci

nekterych chloroplastovych markerd se podafilo odlisit skupinu ,,starych haplotypi*
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charakteristickych pro morfologicky primitivni taxony od ,,odvozenych haplotypt*
charakteristickych pro evolu¢né mladsi hybridogenni taxony (Wittzell 1999; Kirschner & al.
2003). Pouzivani cpDNA pro fylogenezi rodu je problematické kvili opakovanym
hybridiza¢nim udalostem v mnoha taxonech a neptitomnosti tdaji o pifimych rodi¢ich dnes
existujicich taxonu (Kirschner & al. 2014).

Vzajemné porovnani morfologickych dat s informacemi z nrDNA a cpDNA ukazuje
jenom velmi malou shodu (Kirschner & al. 2003). Divody mohou byt dva: 1) chybna
supraspecificka taxonomie, nebot mnoho sekci muze byt para- nebo polyfyletickych a 2)
vysledky ntDNA neodpovidaji ani v jediném piipadé¢ zavérim z cpDNA (Ptiloha 4 a 5).
Neshoda mezi analyzami poukazuje na opakovanou hybridizaci v prubéhu evoluce rodu
(Kirschner & al. 2014). Fylogeneze rodu Taraxacum zastava tak alespon prozatim

nedofesena.
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3.2. Botanicka charakteristika rodu Rubus L.

3.2.1. Nazev, popis, vyuZiti

Nazev Rubus je odvozen z barvy plodi a pochazi z latinského slova ruber — cerveny
(Koblizek 2006). Jedna se o vytrvalé byliny (Holub 1995), polokete (Pokorny & Fér 1964),
kefe (Holub 1995) ¢i liany (Brickell 1993) s vétsinou dvouletymi pryty (Obr. 5) (Holub
1995). Koteny jsou nejcastéji plazivé a obcas tvoii kofenové vymladky. Byliny maji mnohdy
nedfevnatici lodyhy a dlouhé pozemni pryty, pryty keiG jsou dfevnatici a v prvnim roce

obvykle bez kvétt (Holub 1995).

@8 © 2012 Petr Dékanovs www.zelen.cz

Obrazek 5: Habitus Rubus laciniatus.
Zdroj: http://www.zelen.cz/detail_galerie_rostlin/Rubus_laciniatus_ostruzinik_dripeny.
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V pribéhu druhého roku maji vétve, které rostou z pazdi loniskych listii a jsou
zakoncené kvétenstvim. Dvouleté pryty na konci vegetani sezony odumiraji (Holub 1995).
Stonky keft jsou plazivé nebo az poléhavé, nizkoobloukovité nebo vysokoobloukovité, az
vzpiimené, ve vrcholové ¢asti mnohdy zakotenujici, obCas Splhavé, v prvnim roce rozvétvené
¢i jednoduché, oblé nebo hranaté, v rozdilné intenzité chlupaté ¢i lys€, obycejné ostnité,
s plochymi nebo zlabkovanymi nebo vyklenutymi stranami, se stopkatymi nebo piisedlymi
zlazkami a také nezlaznaté. Ostny jsou rozdilné ¢i jednoho typu, trichomového piivodu, ¢asto
s ptrechody od robustnich dfevnatych ostni pfes osténky, ostence ke stopkatym zlazkam
(Holub 1995).

Listy jsou stfidavé, jednoduché nebo slozené. Jednoduché listy maji rozdilnou miru
¢lenéni. Slozené listy jsou lichozpefené, trojcetné ¢i znozené nebo dlanité péti¢etné, opadaveé
nebo prezimujici, fapikaté. Palisty ¢asto nad bazi fapiku nahoru vysunuté, nitkovité az vejcité,
srostlé s bazi fapiku nebo volné. Listky (pfinejmensim koncové) Siroce kopinaté az okrouhlé,
fapickaté, na okraji pilovité zubaté nebo dvakrat pilovité nebo vroubkované (Holub 1995).

Kvétenstvi je koncové, latnaté, fidce chocholikovité, hroznovité, vzacné kvéty jsou
jednotlivé. Kvéty vétSinou péticetné a vzacné Sesti az osmicetné, oboupohlavné, mélokdy
jednopohlavné. Kvét je bez kaligku. Cesule je s kvétnim lizkem vyhloubenym nebo plochym
nebo nejcastéji vypouklym, s neztetelnym okrajovym prstencem, ploSe diskovita ¢i kratce
nalevkovita. KaliSni listky jsou vytrvalé, k ¢eSuli pfisedlé, trojuhelnikovité az zaSpicatéle
vejcité, nekdy s koncovym piivéskem. Korunni listky jsou nejCastéji bilé, rizové, Cervené
(Holub 1995) nebo fialové (Vétvicka 2005), nasedajici na okraj CeSule, tizce kopistovité az
okrouhlé, obvykle opadavé, nezietelné nebo zieteln¢ nehetnaté, 3 az 30 mm dlouhé (Ptiloha
6) (Holub 1995).

Tyc¢inky jsou ve vice kruzich, pfisedaji na okraj CeSule, jsou krat$i gynecea ¢i jej

pfevysuji, pocetné (vétSinou vice nez 20). Prasniky jsou introrzni a obcas chlupaté (Holub
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1995). Semeniky jsou volné, mnohdy plstnaté ¢i chlupaté, vétSinou cetné 20 az 50, obcas 3 az
8, jednopouzdré. Obsahuji dvé obracend (anatropni) vajicka, ale jen z jednoho se vyviji
semeno (Blattny & al. 1971). Blizna je dvoulalo¢na ¢i kyjovita (Holub 1995). Za zralosti
volné pestiky sristaji v souplodi peckovic¢ek (Novak & Skalicky 2012). Plody peckovicky
jsou volné spojené v polokulovité, kulovité, vejcovité az valcovité souplodi (malina,
ostruzina). Peckovicky jsou ¢erné, Cervené ¢i zluté, vnitini oplodi je svrasklé nebo hladké,
jednosemenné, zpravidla §tavnaté (Pfiloha 7) (Holub 1995).

V rodu Rubus jsou mezi ostruziniky velké rozdily v ekologii. Podrod Rubus ma jisty
synantropni charakter vyskytu (Smejkal & al. 1995). VétSina druhti obyva kioviny, lesni
okraje, lesni svétliny, paseky, prosvétlené lesy, priseky a lemy lesnich cest (Holub 1995).

Rod Rubus zahrnuje rostliny davajici ovoce vhodné ke konzumaci v ¢erstvém ¢i rizné
zpracovaném stavu. Z ruznych planych druht se sklizi plody. Dobra chut’ plodd je u druht
jako Rubus plicatus Weihe & Nees, Rubus sulcatus Vest, Rubus hirtus auct. a Rubus
pedemontanus Pinkw. Casto pé&stované ostruziniky pro plody jsou Rubus allegheniensis
Porter, Rubus armeniacus Focke a americti hybridi s neurcitou taxonomii. Z ploda se vyrabi
marmelady, dZzemy, $tavy, Zelé, sirupy, ovocnd (dezertni) vina, likéry a kompoty (Holub
1995). Mladé listy maji hodné vitaminu C, organickych kyselin a tfislovin saz 10 %
zastoupenim gallotaninil. Listy se vyuZivaji jako Cajovina samostatné ¢i ve smeésich pro
komer¢ni, 1é¢ivé, domaci a farmaceutické ¢aje. Pro toto vyuziti se listy zpracovavaji pomoci
fermentace. Plody a listy uziva lidové lécitelstvi (Holub 1995). Jako okrasné rostliny se
péstuji nékteré druhy, napiiklad Rubus phoenicolasius Maxim. a Rubus laciniatus (Weston)
Willd. Ke kryti volnych ploch slouzi Rubus moschus Juz. a Rubus xanthocarpus Bureau &
Franch. (Holub 1995). V 17. Stoleti se v Evropé péstovaly dfeviny dovezené ze Severni

Ameriky, mezi néz patii Rubus odoratus L. (1635) (Vétvicka 2005).
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3.2.3. Taxonomie

Jen v Evropé je zndmo kolem 750 druht, z nichz naprostad vétSina je apomikticka, a
dalsi stovky dosud popsanych druht se vyskytuji v jinych oblastech svéta a zptsob jejich
reprodukce je vétSinou malo znamy (Kurtto & al. 2010). Zastupci rodu se vyskytuji po celém
svété vyjma Antarktidy (Holub 1995). Nevyskytuje se v nejsevernéjSich zemépisnych sitkach
(severné¢ od 65-75° severni $iiky), Vv nejvyssich horskych polohach a ve velmi suchych
polopoustnich aZz poustnich oblastech. V subtropech a tropech zpravidla ostruziniky preferuji
chladngjsi stanovisté vyssich nadmoiskych vysek. Nejvétsi poet druhti se nachazi v oblasti
jihovychodni Asie, jihovychodnich And, jihovychodni pfimoiské ¢asti Severni Ameriky a
subatlantické, pfedevsim zapadni a severozapadni, ¢asti temperatniho pasu Evropy. V Evropé
se hlavné nachazi apomiktické druhy (Travnic¢ek & al. 2000a).

Hlavni systematické ¢lenéni rodu je na 12 az 13 dobfe vymezenych podrodi. Rozdily
mezi podrody jsou hlavné ve znacich na vegetativnich organech. N¢kdy jsou podrody
pokladané za samostatné uzsi rody. AvSak vzajemné hybridizace mezi piisluSniky nékterych
podrodi svédéi proti takovému taxonomickému pojeti (Travni¢ek & al. 2000a). Klasifikace
taxoni do intrasubgenerickych skupin, a to do série, sekce a podsekce odrazi velké
morfologické rozdilnosti mezi jednotlivymi skupinami v ramci podrodd (Holub 1997).
Ne&které série obsahuji taxony, jeZ ukazuji spolecny biologicky charakter. Naptiklad série
Glandulosi, tato skupina ma vétsi mérou vyvinuté sexualni rozmnozovani nez u dalSich
skupin ostruzinikti (Holub 1995). Ostatni vnitrodruhové jednotky maji ve srovnani s podrody
Casto taxonomicky mensi homogenitu, zejména série. Takova klasifikace je vice ucelova nez
striktné védecka (Holub 1995). V rodu Rubus je taxonomie postavena prakticky jediné na

morfologickych znacich (Ptiloha 8 a 9) (Krahulcova & al. 2013).
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Podrod Rubus je klasifikovany podle pravdépodobné vzajemné piibuznosti taxont
vyvozené z podobné morfologie. Podrod Rubus se v Evropé déli na 3 sekce: Rubus, Caesii a
Corylifolii (Schéma). Sekce Rubus a Corylifolii se jesté dale ¢leni na dal§i uzsi druhové
skupiny. Sekce Rubus zahrnuje podsekce Hiemales a Rubus. Hiemales se potom ¢leni na série
(Travnicek & al. 2000), kdy nékteré z nich a zejména sériec Micantes jsou silné heterogenni.

Umisténi nékterych taxont do heterogenni série mize byt sporné (Travnicek & al. 2000b).

Schéma: Taxonomické ¢lenéni podrodu Rubus. Zdroj: Krahulcova & al. 2013.

Sekce Podsekce Série
Rubus Rubus Nessenses
Rubus

Hiemales Discolores
Rhamnifolii
Sylvatici
Sprengeliani
Canescentes
Vestiti
Mucronati
Micantes
Anisacanthi
Radula
Pallidi
Hystrix
Glandulosi

Corylifoliii Subidaeus

Sepincola Suberectigeni
Sepincola
Subthyrsoidei
Subsilvatici
Subcanescentes
Vestitiusculi
Subradula

Hystricopses
Caesii
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V moderni taxonomii jsou uznavané tedy kromé striktn¢ sexudlnich druht dobie
stabilizované apomiktické druhy s regionalnim ¢i vétSim rozsifenim, které jsou pokladané za
samostatné druhy. Vlivem podobné morfologie nadzemnich organt pfitomné casto i u
jestli ma byt urcity taxon povazovan za druh (Holub 1995, Weber 1996). Podle velikosti
arealu lze rozlisit tyto jednotky: 1) druh s rozsahlym arealem, vétsi nez 350 km, 2) regionalni
druh sarealem pfinejmensim v jednom sméru 20 az 350 km Sirokym, 3) lokalni typ
S roz$ifenim men$im nez 20 km, 4) singularni typ s bodovym rozsifenim, individualni kefe a
jejich vegetativni klonalni potomstvo. Jen taxony v kategorii 1 a 2 jsou v dnesni batologii
pokladané za samostatné druhy (Weber 1996). Pro taxonomickou klasifikaci rodu Rubus je
také dulezita znalost poc¢tu chromozomu nebo piinejmensim ploidie (Travni¢ek & al. 2000b).

V Evropé se vyskytuje vice nez 750 druhti a pouze u 30 % znich je znama ploidie
(Krahulcova & al. 2013). U karyologicky zkoumanych druht je 80 % tetraploidnich (2n = 28)
(Krahulcova & al. 2013). Evropské ostruziniky maji zakladni chromozomové cCislo X = 7
(Thompson 1997, Kollmann & al. 2000). Uroveii ploidie je od diploidi po hexaploidy
(Thompson 1997, Kollmann & al. 2000) az oktoploidy (Travni¢ek & al. 2000b). V méné nez
dvou procentech druha se vyskytuji také rizné vzacné cytotypy (Pfiloha 11) (Krahulcova &
al. 2013).

U endemického druhu Rubus bohemiicola Holub & Palek ex Holub byla pozorovana
translokace v chromozomové sad€, coz se projevuje vyskytem drobného chromozomového
fragmentu a domnélou ztratou jednoho chromozomu pivodné tetraploidni sady (2n = 27),

z ¢ehoz vypliva, Ze pfestavby chromozomi mohly také mit vliv na evoluci rodu (Travnicek &

al. 2000D).
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3.2.4. Evoluce

Rod Rubus se vyformoval pravdépodobné ve tietihorach, a na pocatku étvrtohor byly uz
hlavni ¢lenové podrodii odliseni. Behem dob ledovych a meziledovych se utvofil velky pocet
lokalné¢ omezenych taxont (Blattny & al. 1971). Celkem existuje 8 diploidnich a obligatné
sexualnich druhti v Evropé a okoli. V Makaronézii se vyskytuje Rubus serrae Soldano, Rubus
bollei Focke, Rubus palmensis A. Hansen (Matzke-Hajek 2001) a v Zakavkazsku endemicky
Rubus moschus Juz. (Krahulcova & Holub 1997). V Evropé roste diploidni sexualni Rubus
incanescens Bertol. (Matzke-Hajek 2001), Rubus canescens DC., Rubus ulmifolius Schott
(Holub 1995) a Rubus sanctus Schreb. (Weber & al. 1996). Tyhle druhy uz byly béhem
posledniho glacialu ddvno vyvinuté, ale v prub&hu Pleistocénu a zejména Holocénu slouzili
jako ptedci velkého poctu jinych biotypl vytvaiejicich pfevaznou ¢ast ostruzinikové flory
(Weber 1996). V subatlantické oblasti Evropy se vyskytuji z nich odvozené a velice pocetné
apomiktické druhy (Travnic¢ek & al. 2000a). Obrovska morfologicka diverzita apomiktl
naznacuje, coz bylo doloZzeno i molekularnimi markery (Sochor & al. 2015), ze na zrodu
soucasné ostruzinikové kvéteny Evropy se musely podilet jiz vymielé druhy (Holub 1995,
Travnicek & al. 2000a). Nyngjsi ostruziniky jsou produktem slozitych kiizeni a zpé&tnych
ktizeni, ktera vedla ke vzniku polyploidnich typt. Polyploidni apomikti si zachovavaji riznou
miru sexuality, tzv. residudlni sexualitu, kterd predstavuje vyznamny potencial pro hybridizaci
s ostatnimi fakultativné apomiktickymi €1 striktné sexudlnimi jedinci. Zmény v krajiné
Vv postglacialnim obdobi zvysily hybridizacni moznosti vlivem zmény Kkrajiny lidskou
¢innosti, ktera rozrusila rozlehlé souvislé lesni masivy, coZz umoznilo kontakt mezi odlisnymi
predtim rozdélenymi taxony (Holub 1995). Na konci doby ledové se zvysila teplota, coz
mohlo vyvolat u hybridnich ostruziniki sexualni reprodukci. Narust apomixe zpusobilo

posledni geologické ochlazeni (Stenberg & al. 2003). Obecné znama geograficka
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partenogeneze popisuje rozsifeni apomiktickych druhti oproti nadmotskym vySkdm, vysSim
zemépisnym Sitkdm a vys$§i koncentraci v zalednénych oblastech (Kearney 2005).
V chladnéjsich podminkach pievladd apomixe, kdy je mozné obnovit sexudlni reprodukci
Vv teplejSich podminkéach. Tato hypotéza je potvrzena experimenty v zahrad¢ a 1 ve skleniku,
kdy se obnovila sexualita za uréitych podminek. V odezvé na zmény zivotniho prostredi se
tak mtize ménit Groven variability a dynamika toku gend (Sarhanova & al. 2012).

V podrodu Malachobatus jsou zastoupeny jen relativné nejprimitivnéj$i typy rostouci
jen vyhradné v subtropech a tropech Asie. Dosud se udrzely piedev§sim v prosvétlenéjsich
subtropickych destnych lesich. Jsou to stalezelené kefe opérné rostouci majici siln¢ ostnité
pryty, spiSe malé kvéty v latnatych kvétenstvich, jednoduché listy. V Americe a v Evropé
z nich vznikly kefe s ostny, s dvouletymi pryty a dlanit¢ uspofadanymi listy, patiici do
druhové nejvétsiho podrodu Rubus. Poté na konci doby ledové a po ni, v Evropé vznikl
vysoky pocet polyploidnich apomiktickych typt, jenz jsou odoln&jsi i v méné ptihodnéjsich
klimatickych podminkach. Ve studenéj$ich mimotropickych oblastech se redukovaly ostny u
jinych od ptivodniho evolu¢niho zakladu odStépenych skupin. To je pozorovatelné u podrodu
Idaeobatus a nejvice u podrodu Anoplobatus. V reakci na extrémné studené klima se
vytvorily bylinné formy u podrodu Chamaemorus a Cylactis, jenz jsou pfevazné bez ostni. U
rodu Chamaemorus slozeného zjediného druhu (Rubus chamaemorus L. — ostruzinik
moruska) se redukovalo kvétenstvi na jen jeden vrcholovy kvét (Travnicek & al. 2000a).

V podrodu Rubus se pofad odehrava proces vzniku novych genotypi. Vytvati je
hybridizace a nasledujici rozpad dcefinych generaci na rizné morfotypy, jenz mohou byt
nasledné apomixi stabilizovany. Konkuren¢né silni a ptizpisobivi jedinci si mizou ponechat
své morfologické rysy a osidlit novy prostor (Holub 1995). N¢které biotypy jsou omezené
pouze na jeden nebo nékolik geneticky identickych ket v jedné lokalni oblasti. Z velké casti

se jedna o nedavno stabilizované rostliny, jez mohou sméfovat k ziskani vétsi distribuce.
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Vsichni apomikti¢ti zastupci rodu Rubus asi vznikli timto zptsobem (Weber 1996). Vyvoj
novych taxoni probihd ptes jedince (singularni biotypy), lokalni populace, populace se SirSim
roz$ifenim a vznik vlastniho arealu, kde jsou vitalni typy jiz zastoupené mnoha jedinci (Holub
1995). Naprosta vétSina téchto singularnich typi nicméné nepifesdhne tento prvni stupen
zrodu novych taxond. Divodem je, ze individua jsou nedostacujicim zplisobem vybavené
celit konkurenci (Holub 1995). Velikost uzemi souvisi mimo jiné s evolu¢nim stafim ¢i
biologickou vitalitou. Ve fylogeneticky mladém a c¢aste¢né i dosti synantropnim podrodu
Rubus prakticky nejsou reliktni typy, které maji druhotné redukovany areal (Travni¢ek & al.
2000a).

V n¢€kolika dalSich podrodech rodu Rubus (zejména Malachobatus, Idaeobatus,
Chamaemorus a Cylactis) se vyskytuje apomixe, coz ukazuje, Ze geneticka predispozice
k apomixi mize byt mnohem star$i nez podrod Rubus. Tento zptsob reprodukce je pritomen
kromé& evropskych ostruzinikd i u kavkazskych, (Sochor & al. 2015) a ve vychodni ¢asti
Severni Ameriky (Einset 1951, Pratt & Einset 1955). Tyto neevropské ostruziniky mohou byt
aktivni soucasti paralelniho vyvoje podrodu Rubus, jenz nastal vlivem genového toku mezi
péstovanymi, pivodnimi ¢i invaznimi druhy (Clark & Jasieniuk 2012).

Odhaleni klicovych déji produkujicich velkou druhovou rozmanitost a objeveni
evolu¢ni minulosti v podrodu Rubus je mozné prostiednictvim ITS a cpDNA molekularnich
markert (Ptiloha 10) (Sochor & al. 2015). U obou markerti se podafilo objevit pouze Sest
rodovych diploidu z nichz dva jsou jiz vymieli, jenz spé&ji ke vSem evropskym polyploidnim

zastupcim (Sochor & al. 2015).
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3.3. Reprodukce rostlin

3.3.1. Pohlavni rozmnozovani

V rodu Taraxacum se diploidni taxony rozmnozuji vyhradné sexualné (Richards 1973).
Doposud znamou vyjimku ptedstavuji tii taxony sekce Piesis jenz jsou tetraploidni a
rozmnozuji se sexualné (Mogie & Ford 1988; Kirschner & Stépanek 1988). Viechny sexualni
taxony jsou oboupohlavné (Richards 1973). VétSina sexudlnich taxonl je cizosprasnych
(Mogie & Ford 1988) a jenom nékolik druhti je schopnych autogamie (Kirschner & St&panek
1996, 1988).

V rodu Rubus se diploidi rozmnozuji sexualné. Zatimco sexualita u polyploidnich
taxonti je velmi proménna (Sarhanova & al. 2012), vlivem pisobeni fakultativni apomixe
(Holub 1995). Kvéty jsou oboupohlavné a méné Casto jednopohlavné (Holub 1995). Témét
vSechny druhy jsou cizosprasné, ale existuji i samosprasné (Nybom 1986).

Pfi pohlavnim rozmnoZovéani dochazi ke splyvani (asimilaci) dvou pohlavnich bun¢k
(gamet), tzv. syngamie, za zrodu zygoty. Gamety vznikaji mitotickym délenim. Dg&j, kdy
splyvaji gamety, se nazyva oplozeni a dochazi u né& ke splyvani jader a cytoplazmy obou
gamet. Jadro zygoty ma na rozdil od jader gamet dvojnasobny pocet chromozomii (diploidni
pocet - 2n), protoZe chromozomy se nespojuji. Prvni buiikou sporofytu je oplozend zygota.
Spermatické bunky se vytvareji nejCastéji v pylové lacce, jez vznika pii vykli¢eni pylového
zrna po jeho dopadu na bliznu (Novak & Skalicky 2012).

Vyhodou pohlavniho rozmnozovéni je pomoci selekce u¢inné odstrafiovani skodlivych
a Sifeni prospéSnych mutaci u vétsiho mnozstvi jedincti. Pohlavni rozmnozovéani dokdze
urychlit evolu¢ni vyvoj. Vznikaji nové unikatni genotypy, které se 1épe ptrizplisobuji novym
podminkdm rdznych stanovist' (Balazova & al. 2016). Pohlavni rozmnozovani ma i své
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nevyhody. Rostlina musi vydéavat energii do rozmnozovani a vytvori méné potomkii nez pti
apomixi. Tim je dvakrat pomalej$i rychlost popula¢niho ristu. Pohlavni rozmnozovani vede
k zaniku spolehlivych kombinaci gend. Urcité alely maji své vyhody pouze v kombinaci
s jistymi formami jinych gend, ale pii vyskytu dalSich alel jsou nevyhodné (Balazova & al.

2016).
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3.3.2. Apomixe

Apomixe je typ nepohlavniho roznozovani, pii kterém nedochazi ke splyvani gamet,
piicemz jsou zachované anatomické i morfologické rysy pohlavniho rozmnozovani (Novak &
Skalicky 2012). Dochazi ke klonalni reprodukci pomoci semen (Asker & Jerling 1992). Pri
apomixi neprobihda meidza a vyvoj je smérovan pouze na diplofazi. Existuje mnoho typa
apomixe, ale zakladni rozdéleni je podle typu pletiva z jakého pochazi bunky, ze kterych se
vyviji zarode¢ny vak: 1) gametofytickd apomixe — zarode¢ny vak se vyviji pfimo z bunék
megagametofytu, 2) adventivni embryonie — zarodecny vak se vyviji z bun¢k nucelu nebo
obalt vajicka mimo bunék megagametofytu (Asker & Jerling 1992). Adventivni embryonie je
Casta u tropickych rostlin, napt. v rodech jako Citrus L., Mangifera L. nebo Eugenia L.
Gametofyticka apomixe se dale d€li na aposporii, kdy embryo vznika ze somatickych bunék
mimo matefskou buiiku zarodeéného vaku a diplosporii, kdy embryo vznika piimo
z neredukované megaspory (Asker & Jerling 1992, Koltunow 1993).

U rodu Taraxacum se polyploidni taxony vyznacuji obligatni apomixi, ktera se vyviji
jako diplosporie (Richards 1973). Z matetské bunky megaspory vznika zarode¢ny vak, ale
neprobihd uplnd meidza, neni zde redukcni déleni a pocet chromozom neni redukovany. Bez
ucasti sam¢iho gametofytu se vytvari embryo z vajeéné bunky partenogeneticky (Batousek &
al. 2010). Endosperm se vyviji autonomné bez oplozeni centralniho jadra druhou
spermatickou butikou (Nogler 1984).

U rodu Rubus je apomixe odlisného typu, je fakultativni a probiha jako pseudogamicka
aposporie, kdy semena se tvofi partenogeneticky, avSak k tomu je dualezita indukce opylenim
centralni bunky zarode¢ného vaku (Holub 1995). Opyleni je nezbytné pro vyvoj

zivotaschopného semene (Obr. 6). Tento typ apomixe se nazyva pseudogamie (Nybom 1986).
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Sexual Reproduction Gametophytic Apomixis

Sporophytic
Cells QRCSIONY

Megaspore 3
Mother Cell D'p lospory

Reduced Func- Unreduced Spore or
tional Spore Sporophytic Cell

PN PN
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Egg Cell Central Cell Egg Cell Central Cell
Autonomous
Development
Double Partheno-
N\ | Fertilization 2| o~

OR /
Sexual Sexual Apomictic Autonomous or

Fertilization
Embryo Endosperm Embryo Sexual Endosperm

Obrazek 6: Schéma sexualni a apomiktické reprodukce. Obdélnik — neredukovany stav,
hexagon — dulezité d&je, elipsa — redukovany stav. Zdroj: Grossniklaus & al. 2001.
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3.3.3. Srovnani studovanych skupin a jejich specifika

rod Taraxacum

(http://www.aphotoflora.com)

pocet sexualnich druhu

asi 60

(Batousek & al. 2010)

pocet apomiktickych druhi

vice nez 2500

(Batousek & al. 2010)

typ apomixe

autonomni diplosporie

(Batousek & al. 2010)

schopnost plasticky ménit
zpusob reprodukce v reakci

na okolni podminky

XXX

striktni sexualni
reprodukce — troven

ploidie

diploidi a ojedinéle tetraploidi

(Majesky & al. 2012)

apomikticka reprodukce —

urovern ploidie

polyploidi

(Richards 1973)

wewr

triploidi a tetraploidi

(Batousek & al. 2010)
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maximalni droven ploidie

dodekaploidi

(Kirschner & al. 2003)

moznosti kiizeni

sexudl x sexual
sexudl x apomikt

(Richards 1970)

rozsah apomixe

90 % druht ma obligatni

apomixi (Richards 1970),

vyskytuje se 1 fakultativni
apomixe (Kirschner &

Stépanek 1994)

geograficka partenogeneze

ano

(Stépanek & al. 2011)

Sifeni semen

vétrem

(Mogie & Ford 1988)

33




3.4. Priitokova cytometrie

3.4.1. Popis zakladnich principt metody

Pritokovd cytometrie je novou metodou, kterd nasla uplatnéni v zékladnim 1
aplikovaném vyzkumu velkého poctu biologickych obort (Obr. 7). Rozsah aplikaci je velky a
zahrnuje urceni ploidie, stanoveni obsahu jaderné DNA, analyzu bunécného cyklu, studium
genové exprese, atd. (Suda 2005). Jednou z aplikaci priatokové cytometrie je uréeni zptisobu

rozmnozovani podle ploidie endospermu a embrya u zralych semen (Suda 2005).

Obrazek 7: Priitokovy cytometr. Zdroj: http://ucflow.blogspot.cz/.

Ptiprava vzorku pro priitokovou cytometrii trva pouze par minut a nepotiebuje draha
reak¢ni Cinidla. Analyza netrva dlouho a reprezentativni pocet jader 1ze méfit v kratkém case.
Vzorky se ptipravi pouze z né€kolika desitek miligrami rostlinnych tkani (Dolezel & al. 2007).

Pti odhadu ploidie je vyhodné, Ze tkang, které obsahuji dé€lici se buiky, nejsou zapotiebi
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(Suda 2005). Pted vlastnim méfenim se musi navazat fluorescencni barvivo (fluorochrom) na
DNA studovaného objektu (Suda 2005). Vybrana latka se musi vazat specificky, aby
nebarvila dalsi organely a kvantitativn€, aby mnozstvi navazaného fluorochromu bylo pfimo
umérné mnozstvi DNA. Pfi ozafeni fluorescencniho barviva svétlem vhodné vinové délky,
dojde k jeho excitaci, elektrony piejdou na vyssi energetickou hladinu. Elektrony se ihned
dostavaji do pivodniho, zdkladniho stavu, protoze excitovany stav neni stabilni. Tento d¢&j
doprovazi uvolnéni svételné (= fluorescence) a tepelné energie. Vlivem ztraty tepelné energie
ma vyzaiené svétlo delSi vinovou délku nez piivodni excitani zafeni. Dobfe nastavenou
kombinaci filtrti 1ze poté ob¢ zareni oddélit a pratokovy cytometr mize méfit fluorescenci
(Suda 2005).

Zakladnimi ¢astmi kazdého pritokového cytometru jsou optickd soustava, zdroj
excitaéniho svétla, prutokova komurka, soubor fotonasobicl a zesilovacl a ¢ast pocitacova
(Obr. 8). Suspenze ¢astic se ptivadi pomoci tenké kapilary do komurky o relativné velkém
praméru, kterou tece unaseci kapalina (voda nebo slaby roztok soli), kterd proudi do komurky
pod vétsim tlakem nez vlastni suspenze Castic, které se vyskytuji pouze v centralni Casti
proudu. Zrychleni vyskytujici se pii vystupu vodniho paprsku z komirky zptsobuje, ze
Castice se pohybuji jedna za druhou a jejich proud jde ve vysoké rychlosti ohniskem zdroje
excitatniho zatfeni (Suda 2005). Proud se pohybuje rychlosti 1 az 10 m/s, coz umoziiuje
analyzovat nékolik desitek ¢i stovek castic za sekundu (Suda 2004). Zdrojem excita¢niho
svétla jsou vysokotlaké rtutové vybojky a lasery, kdy pfistroj mize mit oba dva zdroje
zarovenn (Suda 2005). Optickou soustavu tvofi sada filtri a zrcadel, které zachycuji
fluorescenci ¢astic vyslanou po jejich prichodu svételnym paprskem. Fotondsobice preménu;i
fluorescenci na pulsy elektrického proudu. Po zvétSeni signdlu a nasledném zpracovani
dochazi k jeho digitalizaci a uloZeni do pocitace v podobé& histogramu, ktery ukazuje relativni

intenzitu fluorescence jednotlivych méfenych ¢astic (Suda 2005).
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Pti urCeni ploidie nebo odhadu absolutniho mnozstvi DNA je nutné vyuzivat standard,
coz je material se zjisténou velikosti genomu nebo poctem chromozomu (Suda 2005). Dnes se
pouziva interni standardizace (Suda 2005). Vzorek a standard se smicha, homogenizuje, poté
jsou obarveny a zméteny zaroven (Suda 2005).

Pritokova cytometrie mé také svd omezeni. Je nutné mit Cerstvou tkan, coz omezuje
dobu transportu vzorki z pole do laboratoie a/nebo jejich uskladnéni pted analyzou (Dolezel
& Barto§ 2005). Vadnuti rostlin vede k horsi kvalit¢ ziskanych histogramt (Suda 2005).
V cytosolu bun¢k se nachazi latky, které zpisobuji naruSeni barveni DNA a jejich vliv neni
presné znamy (Dolezel & Barto§ 2005). Negativné byva ovlivnéna vazba fluorescenéniho
barviva na dvousroubovici DNA sekundarnimi metabolity nékterych rostlin (Suda 2005).
Muze dojit k poklesu pH jaderné suspenze. Slizovité latky v listech vyvolavaji tvorbu
viskdzni smési, kterd znemozni filtraci jader ptes pory a dochazi k tvorbé jadernych shluki

(Suda 2005).

Fluidic System

Optic System !

/A~ <
o

Laser(s)

>’

V-

% Electronics

Obrazek 8: Zakladni komponenty pritokového cytometru.
Zdroj: https://www.labome.com/method/Flow-Cytometry-A-Survey-and-the-Basics.html.
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3.4.2. Stanoveni velikosti genomu

Vysledkem méfeni v prutokové cytometrii je histogram, ktery zobrazuje vyrazny pik
zobrazujici relativni fluorescenci jader pattici burikam v G1 fazi a ve dvojnasobné vzdalenosti
lezi mensi pik pafici bunkam v G2 fazi (viz Obr. 9). Osa X charakterizujici intenzitu
fluorescence je relativni, a pozici piku je mozné upravit pomoci pfistroje. Mezi G1 a G2 piky
jsou bunky v rozdilnych stupnich syntézy DNA. Na levém okraji histogramu se nachazeji
rusivé signaly nizké fluorescence, které patii poSkozenym nebo malym ¢asticim jakymi jsou
napiiklad molekuly chlorofylu (Suda 2005).

Standard uzivany pro stanoveni velikosti genomu by mél mit velikost genomu o néco
malo vétsi nebo mensi nez neznamy méteny vzorek. V obou piipadech maji jadra standardu a
vzorku na histogramech obsahu DNA dva velké piky. Z poméru jejich pozice Ize stanovit

velikost genomu neznamého vzorku (Obr. 10) (Dolezel & al. 2007).

Cell Number

Fluorescence Intensity

Obrazek 9: Histogram. Zdroj: https://www.intechopen.com/books/liver-biopsy/the-use-of-
flow-cytometric-dna-ploidy-analysis-of-liver-biopsies-in-liver-cirrhosis-and-hepatocellul.
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Obrazek 10: Histogram zobrazuje Phytophora ramorum s G1 (Prl) a G2 (Pr2) piky,
Raphanus sativus ,,Saxa*“ s G1 (Rs1) a G2 (Rs2) piky. Zdroj: D’Hondt & al. 2011.

Podle primérné hodnoty G1 piku lze zjistit absolutni mnozstvi DNA (Dolezel & al. 2005):
Obsah 2C DNA vzorku = [(prumér G1 piku vzorku) / (priimer G1 piku standardu] * obsah

2C DNA standard (pg DNA)

Pomoci vzorce lze vypocitat velikost genomu, tedy pocet pard nukleotidl se piepocita
na pikogramy DNA. Pti vypocétu obsahu jaderné DNA se piepocitaji pikogramy DNA na

pocet parti nukleotidd, pticemz plati nasledujici vztahy:
velikost genomu (bp) = (0,978 % 10°) x obsah DNA (pg)

obsah DNA (pg) = velikost genomu (bp) / (0,978 % 1 0%)
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Prepodet vychazi z prim&rné hmotnosti jedné dvojice nukleotidd, ktera je 1,023 x 10° pg a 1

pg DNA se pak rovna 0,978 x 10° partim bazi (Dolezel & al. 2003).

Stanoveni velikosti genomu mé zékladni podminky, které je tfeba dodrzovat, aby
ziskand data byla maximalné pifesna. Je nutné mit nizky pomér mezi 2C hodnotami
zkoumanych rostlin a interni standard zmenSujici potencialni nelinearity méfeni. Jako
standard by se neméli pouzivat takové rostliny, kdy si jsou piky zkoumanych rostlin a
standardu blizké nebo piekryvajici se. Akceptovat pouze analyzy majici piky pfiblizn¢ ve
stejné vySce z divodu odstranéni zkresleni v disledku rizného poctu ¢astic. Je nutné méfit
minimalné 5000 castic. Pouzivat identicky standard pro vSechny taxony urcitého rodu nebo
analyzovanych skupin pro zjednoduseni srovnéavaci studie. Provést méfeni mnozstvi jaderné
DNA pfinejmensim tiikrat v rozdilné dny, u téhoZ objektu na stejném pftistroji a se stejnym
standardem (Suda 2004). Cévnaté rostliny maji velkou variabilitu obsahu DNA, ktera je
v rozmezi od 0,1 pg pro nékteré zastupce Brassicaceae do 125 pg pro Fritallaria z ¢eledi

Liliaceae (viz Obr. 11) (Suda 2005).
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i—— |
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Obrazek 11: Velikost genomu riznych organismii.
Zdroj: https://www.slideshare.net/jrossibarra/jgi-genome-size-impacts-on-plant-adaptation.
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3.4.3. Popis stanoveni reprodukéniho zpiisobu

Urceni zptisobu rozmnozovani podle ploidie endospermu a embrya u zralych semen je
mozné pomoci pratokové cytometric (Obr.12) (Suda 2005). Pfi sexualnim rozmnozovani
dochazi ke vzniku gamet s polovi¢nim poétem chromozomi a poté k dvojitému oplodnéni pro
vznik embrya a endospermu (Matzk 2007). Pii dvojitém oplozeni jedna spermaticka burika
splyva s vajecnou buiikou a druha spermaticka burika s centralnim jadrem zarodecného vaku

(Matzk 2007).

reduced embryo sacs unreduced embryo sacs
(Polygonum type) (Hieracium type)

fa reduced a2
) sperm cells s

autonomous fertilization autonomous

DNA values
of endosperms

DNA values
1c 2C|{|3c of embryos 4Cc || 3C 2C

fertilization

endosperm [ & endosperm

unreduced
sperm cells

Obr. 12: C-hodnoty nereplikovanych jader embrya a endospermu podle toho, jestli byly
samci a/nebo samic¢i gamety neredukované nebo redukované a jestli endosperm a/nebo
embryo vznikly po oplodnéni nebo autonomné. 2C — diploini, 3C — triploidni, 4C —
tetraploidni, 5C — pentaploidni, 6C — hexaploidni, a — antipody, ¢ — centralni buiika se dvéma
polarnimi jadry, e — vaje¢ny aparat s vaje¢nou burnikou a dvéma synergidami. Zdroj: Matzk &
al. 2000.
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Z vajicka vznika diploidni zygota a z centralni bunky se vyviji endosperm (Matzk
2007). Ve vétsiné piipadd je mozné pomoci pritokové cytometrie rozeznat piky patiici
embryu a endospermu na histogramu. Embryo ma mnohem vétsi pocet jader nez endosperm.
To se projevuje jako vysoky pik pro embryo a velmi malé piky pro endosperm (Matzk 2007).

Mimo pohlavniho rozmnozZovani mize potomstvo vznikat samovolné¢ bez podilu
samCiho gametofytu tzv. apomikticky (Suda 2005). Pfi apomixi nesplyvaji samici a samci
gamety. VajeCnd bunka vytvaii samovoln€é embryo (partenogeneze). Endosperm vznika
Z centralniho jadra autonomné bez oplozeni anebo dochdzi k oplozeni centralniho jadra
(pseudogamie) (Matzk & al. 2000). Zarode¢né vaky mohou tedy byt redukované nebo
neredukované. Centralni bunky a/nebo vajicka mohou byt oplodnéné redukovanymi Cci
neredukovanymi sam¢imi gametami. Tyto faktory vedou k riizny ploidnim trovnim v jadréch
semenych bunék a na zakladé poméru mezi piky embrya a endospermu lze uréit zpusob
reprodukce. Na histogramu ziskaném analyzovanim sexualné vzniklého potomstva je pomér
embryo:endosperm = 2:3. V pfipadé¢ analyzovani potomstva vzniklého apomikticky

s autonomnim vyvinem endospermu, je pomér embryo:endosperm = 1:2 (Matzk 2007).
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4. Zavér

Tato bakalai'ské prace obsahuje informace o nazvu, popisu, vyuziti, taxonomii a evoluci
rodd Taraxacum a Rubus. Prace se zabyva u obou rodu pohlavnim rozmnozovanim a apomixi.
Je zde popsany princip fungovani prutokové cytometrie a jeji vyuziti pro urceni velikosti
genomu a reprodukcniho zptsobu.

Cilem prace bylo pfipravit literarni piehled k diplomové praci, kterd se bude zabyvat
stanovenim velikosti genomu a reprodukéniho zptsobu vybranych taxonll z rodi Taraxacum
a Rubus. Pratokova cytometrie je metoda, jez umoziuje relativné rychle a spravné urdit
velikost genomu a reprodukéni zptsob u rostlin. Rody Taraxacum a Rubus patii mezi
rodi vzijemné kiizeni a existenci velkého poctu druhd, jez se od sebe li§i malymi
morfologickymi rozdily. Zastupce obou rodu lze obtizné determinovat a je nelehké u nich

odhalit evoluéni vyvoj.
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6. P¥ilohy

Priloha 1: Barva ubort ruznych druhii pampeliSek.

A - Taraxacum officinale, B - Taraxacum virgineum, C - Taraxacum haemanthum, D —
Taraxacum denudatum, E — Taraxacum pseudoroseum, F — Taraxacum lilacinum, G —
Taraxacum semitubulosum, H - Taraxacum carneocoloratum, | — Taraxacum
porphyranthum. Zdroj: http://www.paukertova.cz/, Kirschner 2014, http://www.ibot.cas.cz,
https://upload.wikimedia .org/, http://www.growild nursery.co.uk, http://www.srgc.net/,
http://sadovodka.ru, http://science. halleyhosting.com, http://www.plantarium.ru.



Piiloha 2: Morfologie listi riiznych druhii Taraxacum.

A — Taraxacum fasciatum, B — Taraxacum contractum, C — Taraxacum paucilobum, D —
Taraxacum skalinskanum , E — Taraxacum clarum, F — Taraxacum diestematicum, zdroj:
http://flora.upol.cz/fotogalerie/hledam-druh.html?g=Taraxacum.



Priloha 3: Morfologie tibori riznych druha Taraxacum.

A - Taraxacum sect. Taraxacum (= Ruderalia), B — Taraxacum alatum, C — Taraxacum
piceatum, D — Taraxacum skalinskanum, E — Taraxacum linearisquameum, F — Taraxacum
clarum, zdroj: http://flora.upol.cz/fotogalerie/hledam-druh.html?g=Taraxacum.
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Piiloha 4: Kladogram sestaveny ze sexualnich druhi na zakladé sekvenci ITSI1-
5.8SrDNA-ITS2. Zdroj: Kirschner & al. 2014.
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Priloha 5: Kladogram sestaveny ze sexualnich druhi na zakladé sekvenci cpDNA
Zdroj: Kirschner & al. 2014.



Piiloha 6: Morfologie kvéti riznych druhi rodu Rubus.

A — Rubus chamaemorus, B — Rubus occidentalis, C — Rubus caesius, D — Rubus laciniatus, E
— Rubus odoratus, F — Rubus phoenicolasius, G — Rubus sanctus, H — Rubus thibetanus, | —
Rubus arcticus. Zdroj: http://flora.upol.cz, http://www.e-herbar.net, http://mywildflowers.
com, http://www.e-herbar.net, http://www.carolinanature.com, http://www.mah-miyat.ps,
http://botany.cz, https://garden.rcplondon.ac.uk.


https://garden.rcplondon.ac.uk/%20plant/Details/1095

Priloha 7: Morfologie plodi riuznych druhu rodu Rubus.

A — Rubus occidentalis, B — Rubus caesius, C — Rubus ellipticus, D — Rubus fraxinifolius, E —
Rubus illecebrosus, F — Rubus fruticosus, G — Rubus saxatilis, H — Rubus rolfei, I — Rubus
spectabilis, J — Rubus rosifolius, K - Rubus crataegifolius, L — Rubus parviflorus. Zdroj:
http://www.orchardview bbniagara.com, http://tyazz.over-blog.com, http://tropical.theferns.
info, http://www.biolib.cz, https://commons.wikimedia.org, http://flora.upol.cz, http://cal-
photos.berkeley.edu, https://jcraulstonarboretum.files.wordpress.com, https://www.mrussell-
photography.com, http://www. picture-worl.org, https://www.flickr.com, http://www.eggert-
baumschulen.de.



Priloha 8 Morfologie ostni riznych druhi rodu Rubus.
A — Rubus sulcatus, B — Rubus franconicus, C — Rubus phoenicolasius, D — Rubus

illecebrosus, E — Rubus bambusarum , F — Rubus koehleri. Zdroj: http://flora.upol.cz,
http://users.prf.jcu.cz.



Piiloha 9: Morfologie listt riznych druhii rodu Rubus.

A — Rubus rolfei, B — Rubus cockburnianus, C — Rubus lineatus, D — Rubus bambusarum, E —
Rubus laciniatus, F -Rubus odoratus. Zdroj: http://www.asergeev.com, http://flora.upol.cz,
http://4.bp.blogspot.com, http://botanika.borec.cz.
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Piiloha 10: Fylogenetické stromy sestavené podle: (A) cpDNA, (B) ITS, (C) kombinace
obou. Zdroj: Sochor & al. 2015.



Piiloha 11: Cetnost ploidnich tirovni podrodu Rubus v Evropé.
Zdroj: Krahulcova & al. 2013.



