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1. UVOD

Rod ostruzinik (Rubus) patii mezi rostliny, které jsou spolecnosti hojné vyuzivany.
Plody a listy jsou vyuzivany ke konzumaci (Holub 1995), pro 1écebné ucely, ptipravu cajl
(Deighton et al. 2000), n€které druhy jsou péstovany jako okrasné rostliny (Hieke & Pinc
1978). Rod je druhové velmi pocetny, obsahuje celosvétové kolem 1000 az 1200 druht
(Holub 1995). V této bakalaiské praci je studovan druh Rubus bifrons a souborny taxon Rubus
ser. Glandulosi. Tyto dva taxony se rozmnozuji specifickym zplisobem klonalniho
rozmnozovani pomoci semen, tj. apomixii. Ta je v tomto rod¢ fakultativni, tj. kombinuje
klonalni rozmnozovani se sexualnim. Studované druhy v této praci se mezi sebou lisi mirou
sexualniho/klonalniho zptisobu reprodukce: u R. bifrons ptevazuje apomiktické rozmnozovani
nad sexudlnim, kdezto u R. ser. Glandulosi naopak pievazuje rozmnozovani sexudlni.
Apomixie se u studovanych zastupcii vyskytuje jako pseudogamie, tj. partenogeneticky vyvoj
embrya probihd za soucasné fertilizace centralni bunky nutné pro tvorbu endospermu (Briggs
& Walters 2001).

Cilem této prace je srovnani zpusobli rozmnozovani R. bifrons a R. ser. Glandulosi
v zévislosti na jejich geografickych, anatomickych a kultivacnich vlastnostech.

Pro experimenty byla vyuzita metoda pritokové cytometrie, konkrétné metoda Flow-
Cytometric Seed Screen (FCSS, Matzk et al. 2000). Tato metoda se od 80. let 20. stoleti
zacala vyuZivat v rostlinné biologii. Zde se nejCastcji uplatituje pro urceni stupné ploidie a
stanoveni obsahu jaderné DNA. (Suda 2005). Nejvétsi uplatnéni tato metoda nachazi ovSem
v Iékatstvi (Dolezel 1997) a to napf. v hematologii, onkologii (Herman 1992), pfi
transplantacich (Ecklschlager et al. 1999), ale také nachazi uplatnéni v jinych oborech jako je

zoologie, molekularni biologie a imunologie (DoleZel 1997).



2. CiL PRACE

Ostruziniky ze skupiny R. ser. Radula jsou povazovany za hybridogenni taxony mezi R.
bifrons a R. ser. Glandulosi. Vyskyt druhii této skupiny se vyrazné€ li§i mezi regiony: v
karpatském regionu vychodni Moravy vyrazné schazeji stabilizované §iteji rozsifené druhy
této skupiny, které jsou naopak nejéetnéji zastoupeny v regionu jiznich Cech a navazujicich
regionti Rakouska a Bavorska. Dle pracovni hypotézy muize byt jednou z pii¢in rozdilna
sexualita jednoho (nebo obou) z rodi¢h. Cilem této prace proto bylo zjistit zplsoby
rozmnozovani, jejich variabilitu a frekvenci u téchto dvou (hypoteticky) rodi¢ovskych taxont
R. ser. Radula, tj.: a) u pfevazné apomiktického Rubus bifrons a b) skupiny pievazné
sexualnich druhii ze skupiny R. ser. Glandulosi. K ziskani téchto informaci byla pouzita
metoda pritokové cytometrie, metoda FCSS (Matzk et al. 2000). Dil¢i ukoly lze popsat
nasledovné:

1. vypracovani literarni reSerSe k dané problematice

2. zjisténi zptisobu rozmnoZovani pomoci FCSS

3. shrnuti vysledki métent.



3. LITERARNI PREHLED

3.1. Charakteristika celedi Rosaceae

Celed riizovité (Rosaceae) jsou &eledi vyssich dvoudéloznych rostlin patiicich do fadu
fuzotvaré (Rosales). Ruzovité jsou jednoleté nebo vytrvalé byliny, kefe a stromy (Slavik
1995). Do této celedi (v SirSim pojeti) patii asi 2500 druht zatazenych v 90 -ti rodech, které
jsou rozsifeny kosmopolitn€, nejhojnéji se vSak vyskytuji v mirném pésu severni polokoule
(Judd et al. 2002). Na uzemi Ceské republiky se v piivodni kvétené nachéazi 19 rodi a asi 200
druhti z ¢eledi razovitych (v uz§im pojeti), ztoho téméei polovinu (asi 96 druhl) tvoii
ostruziniky. Vyuziti této ¢eledi je velmi riznorodé: dfeviny jsou vyuzivany na dfevo a také
jako okrasné rostliny, plody jsou vyuzivany ke konzumaci (Valicek et al. 2002). Tato Celed’ je
vyuzivana i v 1éCitelstvi napt. pii revmatismu (plody kdoulon€ obecné), pro zlepsSeni srde¢ni
¢innosti (hloh obecny), pro stimulaci ¢innosti Zlu¢niku a jater (nat’ fepiku l¢katského) apod.
(Castleman 2004). Piestoze je tato celed morfologicky velmi rtznorodd jsou rtzovité
monofyletickou skupinou a podle syst¢tmu APG se d€li na tfi podceledi: Dryadoideae
(obsahuje napt. rod Dryas. rod Cercocarpus, aj.), Rosoideae (obsahuje napt. rody Rosa,
Rubus, Potentilla, aj.), Spiraeoideae (obsahuje napi. kmen Pyrineae, rody Holodiscus,
Sorbaria, Spiraea, aj.) (Stevens 2008). Na stoncich dfevin se nékdy nachazeji ostny. Listy
maji stfidavé, nékdy vstiicné, vétSinou palistnaté, obvykle sloZené (lichozpetfené, dlanité nebo
troj¢etné), vzacnéji jednoduché, pokud jsou jednoduché, poté ¢astéji clenéné (Slavik 1995).

Kvétenstvi jsou hroznovitd, vrcholi€nata nebo kvéty jednotlivé. Kvéty byvaji cyklické
nebo spirocyklické, prevazn€ aktinomorfni, oboupohlavné, vzacné jednopohlavné nebo
mnohomanzelné. Kvétni obaly 4-6 (-8)cetné, jejich dolni Casti, Casto i baze tyCinek srostlé
v plochou az lahvicovitou, kuzelovitou nebo ¢ihovitou ¢esuli (=hypanthium). Pestiky volné,
kvétni lizko u plochych cesuli zpravidla vyklenuté, kalisni listky (n€ékdy oznacované jako
kalisni cipy) se n¢kdy stiidaji s menSimi listky kaliSku tvoficimi vnéj$i kruh, barevné korunni
listky volné, v shodném poctu jako kali$ni, vzacnéji chybéji. Ty€inek je 1-30(-50), praSniky
jsou introrzni, pylova zrna jsou trikolporatni az trikolporoidni, obracené¢ kulovita az slabé
prolatni. Gyneceum je apokarpni, vyjimecné byva pseudocenokarpni. Semeni je svrchni
(vyjime&n& miize byt az polospodni). Cnélka byvéa vrcholova nebo boéni, vyjime&né bazalni,
plodolisty jsou vétSinou ve velkém poctu, ale také jen (3-)2(-1). Vajicka jsou obracend, ziidka
az ptima, obvykle s 1-2 integumenty. Plody jsou nazky (ofisky), nékdy uzaviené v ceSuli
zdievnatélé nebo zduznatélé (,,Sipek*), popi. souplodi nazek (n¢kdy se zduznatélym lizkem
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(,jahoda*) nebo peckovicek (,,malina®, ,ostruzina“). Semena jsou srovnym embryem a
s endospermem. VétSinou probiha zoogamie. V uzkém pojeti (podi. Rosoideae) obsahuji asi

62 rod (coz je ptiblizné€ 2 200 druhtl), vyskytujicich se na obou polokoulich (Slavik 1995).

3.2. Charakteristika rodu Rubus

Ostruziniky jsou ketfovité druhy, které patii do rodu Rubus, podrodu Rubus. Jsou
druhové velmi bohatym rodem Ccitajici 1000 az 1200 zastupci (z toho se 300 az 400
rozmnozuje sexualng, ostatni apomikticky). Rod Rubus ma velkou ekologickou variabilitu,
jednotlivé druhy se vyskytuj po celém svété (vyjma Antarktidy) (Holub 1995). Plvodni
druhy ostruzinikl se vyskytuji v Evropé, zédpadni Asii, severni a sttedni Americe, a v Andach
v jizni Americe. Celosvétov€ (mimo arktické oblasti) jsou pak rizné druhy zavlecené (Clark
et al. 2007). Ostruziniky se nachdzi v riznych nadmoiskych vyskach od tropt az k polarnimu
kruhu, na piadach kyselych az zéasaditych, suchych i vlhkych, ve stinu i na plném oslunéni
(Holub 1995).

Morfologie tohoto rodu je velmi variabilni, mohou tvofit drobné byliny, ale i
nékolikametrové kefe, které maji dfevnat&jici pryty. Nekteré druhy mohou vykvétat na
ro¢nich prytech, ale vétSina vykvéta na prytu dvouletém, ktery potom odumira. Stonky mohou
byt rliznych typt — vzptimené, obloukovité previslé, poléhavé ¢i plazivé, na koncich Casto
kotenujici. VétSina ostruzinikih mé trny, ovSem v péstitelstvi se Casto vyuzivaji beztrnné
kultivary. Jednotlivé druhy jsou v rizné mife chlupaté ¢i Zlaznaté. Listy obvykle byvaji
¢lenéné a lichozpetené, 3¢etné nebo 5-ti Cetné. Jednotlivé kvéty zpravidla vytvareji hroznovita
kvétenstvi s bilymi ¢i riZovymi korunnimi listky, které po odkvétu opadavaji. Kvéty obsahuji
mnoho tyCinek a semenikll, ale jen nékteré dozravaji a vytvaii souplodi jednosemennych
peckovicek (ostruzina — podrod Rubus, malina — podrod Idaeobatus). Peckovicky jsou
Stavnaté a vyuzivaji se jako plodina ke konzumaci (Holub 1995). Diky vysokému obsahu
vitaminu C a flavonoidl s antioxidaénim G¢inkem (Deighton et al. 2000) se vyuZivaji rovnéz
listy v lidovém IléCitelstvi a farmacii pro piipravu bylinnych caji. Nékteré druhy jsou
péstovany jako okrasné rostliny (Hieke & Pinc 1978).

Velka morfologickd a taxonomicka diverzita je zpusobena Castou hybridizaci a

nepohlavnim rozmnozovanim, tj. apomixii (Holub 1995).
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3.2.1. Rubus bifrons Vest

Rubus bifrons (ostruzinik dvojbarevny) pattici do serie Discolores (Travnicek &
Zazvorka 2005) je ket 50 az 100 cm vysoky, vytvari husté porosty. Jeho pryty jsou
propletené, pozdéji byvaji rozvétvené a na vrcholu kotfenuji. Maji ostny, které se nachdzi na
kazdych 5 cm délky prytu. Kozovité listy jsou 5-ti ¢etné, u drobnych jedincl jsou cCasto
3c¢etné, na lici maji barvu matn€ tmavozelenou a jsou lysé, na rubu jsou barvy Sedé az kiidove
bil¢ a jsou plstnaté. Jednotlivé kvéty vytvari kveétenstvi mnohokvété, které ma chocholikovité
rozvetvené postranni vétve (Holub 1995).

Rubus bifrons je povazovéan za teplomilny druh a vyskytuje se pii okrajich lesi na
susSich rumistich, pasekach, lomech a na mezich. Nachdzi se od plenarniho do
submontanniho stupné, nejcastéji ve stupni suprakolinnim, v nadmoiské vysce od 200 do 600
m.n.m. V Ceské republice se vyskytuje roztrousend, v nékterych mistech viak hojngji.
Nevyskytuje se v severnich a zapadnich Cechach. Misty se vyskytuje v termofytiku,
mezofytiku, vzacngji pronika do oreofytika, vyskyt v Ceské republice je vazan na okruh

mezofytika. (Holub 1995).
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RuBus BIFRONS VEST. 21907

Obr. 1. Rubus bifrons.

Ptevzato z http://luirig.altervista.org/cpm/albums/bot-040/Rubus-bifrons-76.jpg
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3.2.2. Rubus ser. Glandulosi

Do skupiny zlaznatych ostruzinikl patii naptiklad Rubus pedemontanus, Rubus hirtus
atd. (Havlicek et al. 2000). V ¢eské literatuie byl tento souhrnny taxon oznacovan jako Rubus
hirtus. Tyto ostruziniky jsou poléhavé az plazivé, maji mnoho stihlych ostntl, zldznaté osténce
a stopkaté zlazky. Listy jsou pouze 3c¢etné (Slavik 1995). Z divodu vysokého podilu
sexualniho rozmnozovani dochazi u skupiny Zzlaznatych ostruziniki k Casté hybridizaci a
vzniku novych morfotypii, které ale nejsou rozliSovany na uUrovni samostatnych druht
(Havlicek et al. 2000).

Nejcastéji se nachazeji v zastinénych lesich a oproti R. bifrons jsou mensiho vzristu a
maji vétsi naroky na ptidni vlhkost. Pfesto se tyto druhy v pfirodé mohou potkavat a mezi

sebou kiizit (Havlicek et al. 2000).
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Obr. 2.: Rubus ser. Glandulosi (druh Rubus pedemontanus).

Prevzato z http://species.wikimedia.org/wiki/File:Illustration Rubus_pedemontanus0.jpg
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3.2.3. Rubus ulmifolius Schott

Rubus ulmifolius patii do serie Discolores (Travnicek & Zazvorka 2005).
Diagnostickymi znaky tohoto druhu jsou pryty, které jsou vysokoobloukovité a na stranach
zlabkovité, listy jsou vétSinou 5-ti Cetné, kozovité. Kvétenstvi je Uzce jehlancovité nebo
vélcovité a ostnité, souplodi je nevelké a malo §tavnaté. Na uzemi Ceské republiky je znamo
pouze jedno misto vyskytu tohoto druhu a to je Prihonicky park (zplan€ly druh). V Evropé je

tento druh velmi rozsifen na zapadé¢ a jihu (Holub 1995).

3.2.4. Rubus phyllostachys P. J. Mueller

Rubus phyllostachys patii do serie Discolores. Hlavnimi diagnostickymi znaky tohoto
druhu jsou kratké, obvykle lehce nasedlé trichomy, listy jsou vyrazné trojrozmérné s listky,
kvétenstvi obsahuje casto listky aZ po vrchol, okvétni listky jsou bilé nebo nartzovélé.
V Evropé se Rubus phyllostachys nachazi na uzemi Francie, Belgie, Nizozemska a
v Némecku (Travnicek & Zazvorka 2005).

V letech 1993 az 2002 se taxony serie Discolores nalezly na mnoha lokalitich na
Moravé a na Slovensku. Rubus phyllostachys je znam pouze z jihovychodni ¢asti Moravy
(Bilé Karpaty, Zlinské vrchy, Hostynské vrchy, okoli Bfeclavi a Hodonina), na tzemi

Slovenska je znam pouze ze Zahorské niziny (Travni¢ek & Zazvorka 2005).

3.3. Reprodukéni mechanismy

Rozmnozovani rostlin slouzi k zachovani druhu a patfi mezi nejdtlezitéjsi Zivotni
procesy rostlin (a organismii na zemi vibec). U rostlin rozliSujeme néckolik typa
rozmnozovani a to pohlavni (dochazi k rekombinaci matefského a otcovského genomu) a
nepohlavni neboli klondlni (apomixie, vegetativni mnoZeni; potomek je geneticky shodny
pouze s jednim z rodi¢ovskych rostlin, obvykle matetskou rostlinou) (Rosypal 2003).

U krytosemennych rostlin dochazi pfi pohlavnim (sexudlnim) rozmnoZovéani ke
dvojitému oplozeni (bylo objeveno roku 1898 J. G. NavaSinem). Proces probihd tak, Ze jedna
spermatickd buiika splyva s oosférou a vznika diploidni zygota, druha spermatickd bunka
splyva s centralnim jadrem zéarodec¢ného vaku (ktery vznika spojenim dvou redukovanych
bunék) za vzniku triploidniho endospermu (podrobné vysvétleni viz napt. Vinter 2012).

Sexualni rozmnoZovani umoZziuje vytvaret genetickou variabilitu v potomstvu a tim
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poskytuje rostlindm (organismim obecné) moznost reagovat na meénici se podminky prostiedi
(klimatické zmény, ekologické podminky, obrana pted parazity) (Briggs & Walters 2001).
1 dspermatické butika (1n) + oosféra (1n) > zygota (2n)
13 spermaticka burika (1n) + centralni jadro z.v. (2n) > endosperm (3n)

Chromozomova sadka je u embrya: n (redukovana vajecnd buitkka) + n (prvni
spermatickd bunka), tedy 2n a u endospermu 2n (centralni jadro matky) + n (druha

spermatickd bunka), tedy 3n a jejich pomér je 1,5.

2 S L "I.{!."ir

oosféra dvoiite oplozent
Ja-:.rc:- centralni
In, In
3 antipody

Embrvo se vinviji sexualné,

embryo 2

—— endosperm 3n

Redukovana S
megaspora endosperm sexualné

Obr. 3. Pribéh sexudlniho rozmnoZovani, dochézi ke dvojitému oplozeni, jedna spermaticka
buiika splyva s oosférou za vzniku diploidni zygoty, druha spermatickd buika splyva

s centrem zarodecného vaku za vzniku triploidniho endospermu.

Nepohlavni rozmnozovani miiZze probihat vegetativnim rozmnoZzovanim nebo pomoci
apomixie (Rosypal 2003).

Vegetativni rozmnozovani je mozné diky tomu, Ze rostlinné buiiky jsou totipotentni, to
znamena, 7e z kazdé builky mize potenciondlné vzniknout novy jedinec (Vinter 2012).
Vegetativni rozmnozovani mize probihat fragmentaci a regeneraci ¢asti rostlin (napf. pomoci
oddélenim Slahount, rozpadem trsti), nebo pomoci specidlnich utvart rostlin (Slahouny,
pacibulky, podzemni vybé&zky atp.), popfipadé¢ oCkovanim a roubovanim, kiizenim, pomoci
rozmnozovacich pupent (Kubét 2006). Klony se nazyvaji potomci vznikli vegetativnim
rozmnozovanim a maji shodny genotyp s rodicovskou rostlinou (Vinter 2012).

Zvlastnim typem nepohlavniho rozmnoZovani je apomixie (t€Z nazyvané
agamospermie), kterd je zjednodusSené feceno klondlni rozmnozovani pomoci semen bez
splynuti pohlavnich bun¢k (Asker & Jerling 1992). Hans Winkler roku 1908 definoval
apomixii jako nahradu bézného pohlavniho rozmnozovani u nepohlavni reprodukce bez

oplozeni. Apomiktické rozmnozovani je zptsob nepohlavniho rozmnozovani, ktery je
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nejblizsi sexudlnimu rozmnozovani. Apomiktické rostliny maji vyvinuty generativni organy
(kvét), ale nedochdzi k oplozeni, nybrz semena vznikaji partenogeneticky z meioticky
neredukovanych zarode¢nych vakii (nebo vajeénych bunck, antipod vajicka, nucellu atp.)
(Briggs & Walters 2001).

Apomixie vyZaduje zakladni kroky, které jsou u rostlin rizné modifikovany: 1) buiiku
schopnou tvorby neredukované vaje¢né builkky (bez meidzy) embrya; 2) schopnost této
vaje€né bunky partenogenetické tvorby embrya a 3) autonomni tvorba endospermu (tato
vlastnost neni ovSem pfitomna u vSech apomiktl; viz pseudogamie nize). Takto vzniklé
potomstvo je geneticky 100% shodné s mateiskou rostlinou a zaroven takto vznikla populace
je v daném case 100% geneticky homogenni (Briggs & Walters 2001).

Apomiktické rozmnozovani ma své evoluéni vyhody i1 nevyhody. Mezi vyhody
apomiktického rozmnoZovani patii ,,levnéj$i“ a rychlej$i produkce semen, kdy rostliny za
vyhodnych klimatickych a ekologickych podminek jsou schopna produkovat rychleji vétsi
mnozstvi semen, nez sexualni rostliny (které mnohem vice limituje napft. teplota) (Briggs &
Walters 2001). Dalsi vyhodou je fixovani heterozygotni konstituce genomu, kterd muiize
z kratkodobého evolu¢niho hlediska rostlindAm pomoci k rychlej$imu $ifeni v krajiné (Asker &
Jerling 1992). Naopak, nevyhodami apomixie jsou piedev§im mutace, které se v genomu
hromadi, a které apomikticky organismus nemuze eliminovat rekombinaci. Dalsi evolu¢ni
nevyhodou je jen omezend schopnost reagovat na ndhlé zmény prostiedi (napi. zménu
klimatu, prolomeni rezistence vii¢i parazitim apod.) (Briggs & Walters 2001).

Apomixie (v uzkém pojeti) se déli na velké mnozstvi typt, které lze prevazné shrnout
do dvou hlavnich mechanismu. aposporie a diplosporie (Briggs & Walters 2001). Aposporie a
diplosporie se dale déli na nékolik typti. Hlavni rozdil mezi témito hlavnimi skupina tkvi
v meidze: aposporickd apomixie je charakterizovana tim, Ze bunka schopna vytvofit
neredukovany zarode¢ny vak vznikd ze somatickych bunék vajicka, tudiz mei6za neprobiha
vubec. Naopak diplosporie je charakterizovana tim, ze neredukovany zarode¢ny vak vznika
podobnou cestou jako redukovany zarodecny vak sexualnich rostlin, diplosporické rostliny
vstupuji do meidzy, kterd je ovSem pred anafazi II pieruSena a déleni pokracuji jiz pouze
mitoticky (tj. nevzniknou 4 redukované megaspory jako u sexudlniho rozmnozovani typu
Polygonum (Czapik 1996)), ale pouze dvé neredukované megaspory) (van Dijk & Bakx-
Schotman 2004). Specialni modifikaci je tzv. pseudogamie, u které¢ dochazi k opyleni jako
nutné podminky pro vznik semen; spermatickd bunka pylové lacku fertilizuje ovSem pouze
centralni bunku zarodeéného vaku, ale samotné embryo se vyviji partenogeneticky bez

oplodnéni. S timto jevem souvisi dal$i jev, nazyvany polyspermie, pfi kterém dochazi
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k fertilizaci centralni bunky zarodecného vaku obéma spermatickymi bunikami za vzniku
vyssi ploidie endospermu (Briggs & Walters 2001).

Pro podrod Rubus bylo v literatufe kromé& apomixie publikovdno vice typl
asexualniho rozmnoZzovani: pievazujici aposporie, vzacné diplosporie; aposporie je pievazné
pseudogamického typu s nevzacnou polyspermii (Briggs & Walters 2001).

Pokud apomixie probihd formou diplosporie nebo aposporie, tak gametofyt vznika
v ptfipadé diplosporie z neredukované megaspory a v piipad¢ aposporie vznika gametofyt ze
somatické buiky vajicka (Khush 1994). V obou ptipadech nedojde k uplné meidze nebo
probéhne atypicky, takze se pocet chromozomu neredukuje. Partenogeneticky (bez oplozeni)
se vyviji embryo a endosperm se vyviji samostatné (Briggs & Walters 2001). Chromozomova

sddka je u embrya 2n a u endospermu 4n, protoze zde nedochazi k oplozeni a jejich pomér je
1:2.

2 synermicy

prmiers nedochazi k oplozeni
P - Embryo In
Ja-:.r{:- centralni EﬂdDEpE.‘I‘IEl 4dn
3 antipody ‘ -l
Neredulkovana Embrvo se viviji partenogeneticky,
megaspora (oosfera endosperm samostatné
2n, jadro

centr bufiky 2n. 2n)

Obr. 4. Typ apomiktického rozmnozovani. Embryo se vyviji bez oplozeni a endosperm se
vyviji samostatné, chromozomova sadka je u embrya 2n a u endospermu 4n, jejich vysledny

pomér je tedy 1:2.
U pseudogamické aposporie se embryo vyviji partenogeneticky a endosperm vznika

splynutim centralni buniky se spermatickou bunikou (Briggs & Walters 2001). Chromozomova

sadka je u embrya 2n a u endospermu je 5n, jejich pomér je tedy 2:5.
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2 synarzidy

cosféra Oplozeni jédra centralni buiiky Embryo 2n

O —}‘“ Endosperm 5n
3 antipody k‘.#

Neredukovana ' Embryo se vyviji

rj}:tegfa'spura (oosféra partenogeneticky,

In, jadro endosperm sexualné

centr bufiky 2n. 2n)

Obr. 5. Typ apomiktického rozmnozovani nazyvany pseudogamickd aposporie, kde se
embryo vyviji bez oplozeni a endosperm vznika splynutim centralni buriky se spermatickou

buiikou, chromozomové sadka je u embrya 2n a u endospermu 5n, vysledny pomér je 2:5.

U pseudogamické aposporie s polyspermickou fertilizaci centralni buiiky zadrodecného
vaku se embryo rovnéz vyviji partenogeneticky, endosperm ovSem vznika splynutim 2
spermatickych bunék pylového =zrna scentralni bunkou (Briggs & Walters 2001)
Chromozomova sadka je u embrya 2n a u endospermu 6n, jejich pomér je tedy 1:3. Stejny
pomeér ploidie embrya a endospermu ovSem ziskame rovnéZ pseudogamickou tvorbou semena

bez polyspermie ale pfi fertilizaci neredukovanou spermatickou burkou.

2 synerpidy

Oplozeni jadra centralni
cosféra buiiky dvéma pylovimi zray
Embrvo 2n
jadro cantrilni &) E Endosperm 6n
(7

3 antipody
N Embrvo se w:ﬂ.iji
; partenogeneticky,
megaspora (oosféra s
2 endosperm sexualné
2n, jadro

centr buiiky In, In)

Obr. 6. Typ apomiktického rozmnozovéani nazyvany pseudogamicka aposporie s polyspermii,
kde se embryo vyviji partenogeneticky a endosperm vznika oplozenim centralni buiiky dvéma
pylovymi zrny, chromozomové sadka je u embrya 2n a u endospermu 6n, vysledny pomér je

1:3.
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3.4. Priitokova cytometrie

Pritokova cytometrie je moderni laboratorni metoda, ktera na zaklad¢ intenzity
fluorescence stanovuje velikost fluorescenéné barvenych castic (Matzk et al. 2000).

Vyuziti metody je velmi Siroké a pokryva oblasti stanoveni obsahu jaderné DNA,
urceni ploidie, analyzu bunécéného cyklu, studium genové exprese, pocitani urceni typu
krevnich bun¢k, detekci a charakterizaci mikroorganismu, tfidéni pozadovanych ¢astic, atd.
(Suda 2005). Vzhledem k dostate¢né ptesnosti pfi stanoveni ploidie u rostlin je tato metoda
idedlni k detekci reprodukénich mechanismii ze semen na zaklad¢ rozdilné ploidie embrya a

endospermu (Matzk et al. 2000).

3.4.1. Historie prutokové cytometrie

Pratokova cytometrie byla vyvinuta pro rychlé pocitani a analyzu krevnich bun¢k v 60
letech 20. stoleti (Laerum 1992). Ke konci 70. let 20. stoleti své misto nasla v Iékatskych
oborech a 1 nyni je vtomto oboru vyuzivdno nejvice piistrojii. Postupem ¢asu dochazelo
k pronikéni pritokové cytometrie do dalSich oblasti biologie a od zacatku 80. let zacala byt
Castéji vyuzivana ke studiu rostlin. Divodem pozdé¢jsitho bézného zapojeni pritokové
cytometrie v biologii rostlin oproti analyzam zivocisnych ¢i lidskych bunék spocivalo
v nutnosti ziskat suspenzi izolovanych c¢astic (napf. jadra, bunky). U Zivocichl je tato
podminka dobie spliiovana krevnimi bunikami, ovSem vétSina rostlinnych bun€k je vazana do
pevnych pletiv. Proto bylo nezbytné najit postup, ktery by umoznil pievedeni rostlinnych
pletiv a bunék do pouzitelné formy pro pritokovou cytometrii. Jednou z moznosti je
rozpusténi bunéénych stén piisobenim enzymil, ¢imz skutecné doSlo k ziskdni souboru
protoplasti. Ukazalo se, Ze rostlinné buiiky obsahuji zasobni latky (napft. Skrob), €asto i1
vysoky obsah pfirodnich fluorochromt (napt. chlorofyl), které negativné ovliviuji kvalitu
analyz. Pozornost se tedy soustfedila na rostlinna jadra, kterd lze ziskat napt., pomoci
osmotického lyzovani protoplast (Suda 2005). Velky zlom nastal roku 1983, kdy doslo
k predstaveni rychlé metody mechanické izolace jader v hypotonickém roztoku, kterd je

dodnes nejpouzivanéjsim zpisobem izolace (Puite & Broeke 1983).
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3.4.2. Princip prutokové cytometrie

Pritokova cytometrie je tvofena dvéma zakladnimi charakteristikami metody: vSechna
méteni probihaji v pohybu a zaznamenavdny jsou pouze vybrané optické vlastnosti
jednotlivych ¢astic, z nichz se nejcastéji detekuje intenzita fluorescence (Suda 2005).

Pfed zacatkem meéfeni musi byt vzorek obarven specificky na DNA se vazajicim
fluorescen¢nim barvivem (fluorochromem). Je nezbytné, aby zvolené barvivo nebarvilo 1 jiné
organely a aby mnoZstvi fluorochromu bylo pfimo tmérné mnozstvi DNA. Dojde-li k ozafeni
nabarvenych bunéénych jader elektromagnetickym zafenim o urCité vinové délce (bézné
laserem v optickém spektru, viz nize), elektrony v atomech fluorescen¢niho barviva excituji
z niz8i na vyssi energetickou hladinu. JelikoZ je excitovany stav nestabilni, elektrony vzapéti
klesaji do plivodniho stavu. Tento zpétny pfechod uvoliluje zpét elektromagnetické zafeni se
snizenou energii, kterd se projevuje prodlouzenim vinové délky emitovaného zéieni. Pii
vhodn€ zvolené kombinaci filtri lze ob¢ zéafeni oddélit a fluorescenci méfit pomoci

prutokového cytometru (Suda 2005).

3.4.3. Soudasti pritokového cytometru

Zakladni soucasti cytometru jsou pritokova komurka, zdroj excitaéniho svétla, opticka
soustava, soubor fotondsobict a zesilovacii a Cast poc¢itacova (Dolezel 1997).

Pratokova komitrka (flow chamber) je jadrem cytometru. Zde dochazi k ozatovéani,
vyrovnavani a sefazovani analyzovanych ¢éstic tak, aby se pohybovaly plynule za sebou.
Castice se pievedou do suspenze, ktera je nesena pomoci unaseci kapaliny o vyssi rychlosti
nez je rychlost toku ¢astic a dojde tak k zuzeni proudéni ¢astic za sebou (Suda 2005). Tento
d¢j se nazyva hydrodynamicka fokusace.

Otvor komurky se pohybuje ve velikostech v rozmezi 50-100 um, rychlost paprsku
mezi 1 az 10 m/s, pficemz rychlost analyzy se pohybuje v rozmezi mezi 1 az 1000 Castic za
sekundu (DoleZel et al. 1997), pfi méteni ostruzinikli jsem vyuZivala rychlosti 5-10 jader za
sekundu, protoze pfi vyssi rychlosti dochazelo k nizsi piesnosti analyz.

V pritokové cytometrii jsou vyuzivany dva zdroje excitaéniho svétla: lasery a
vysokotlaké rtutové vybojky, pfistroj mize obsahovat oba zdroje (Suda 2005). Nejcastéji
vyuzivanym laser je laser argonovy, ktery emituje zafeni o vlnové délce 488nm (Marinov
2003). Opticka soustava (sada filtri a zrcadel) sbird fluorescenci €astic vyzatrenou po jejich

projitim svételnym paprskem a ptrevadi je na pulsy elektrického proudu (Suda 2005). Filtry
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zabrafuji pfistupu excitacniho svétla do detektorti a rozdéluji spektrum tak, aby se mohla
fluorescence kazdého barviva analyzovat oddélené (Dolezel 1997). Po zesileni signalu a
dalsim zpracovani dochazi k digitalizaci signdlu a jeho uchovani v pocita¢i v podobé
histogramu, ktery zobrazuje relativni intenzitu fluorescence jednotlivych izolovanych ¢éstic

(Suda 2005).

Obr. 7. Pritokovy cytometr Partec Cyflow.

Prevzato z http://www.wolflabs.co.uk/Partec_ CyFlow_space Flow Cytometer.htm

3.4.4. Pirednosti a omezeni priitokové cytometrie

Hlavni ptfednosti vyuziti pratokové cytometrie jsou jednoducha a rychla ptiprava
vzorkl, rychla analyza, relativni nedestruktivnost, moznosti analyzovani Siroké skaly pletiv,
nezéavislost na délicich se buikach, snadnd detekce subpopulaci Castic, ale také i nizké
finan¢ni naklady analyz (Suda 2005).

Na druh¢ stran¢€, metoda méa své. Mezi negativa patii nutnost pracovat ve vétSing
pfipadl s Cerstvym materidlem, vysokd pofizovaci cena pfistroje a také urcitd chybovost.
Nejvetsi negativa této metody jsou ale ovlivnitelnost méfeni sekunddrnimi metabolity rostlin
(které maji Spatny vliv na vazbu fluorescen¢niho barviva na dvousroubovici DNA) a mohou
tak zkreslovat obsah DNA v jadrech (Suda 2005). Metoda je schopna detekovat i nepatrné
rozdily ve velikosti obsahu DNA (napt. aneuploidni chromozomy, pfitomnost Y chromozomi
u silenek apod.), ale jen za urcitych piesné stanovenych podminek platnych pouze pro

vybrané druhy rostlin (Matzk et al. 2000).
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3.4.5. Vyuziti priitokové cytometrie

Tato metoda je vyuzivéna v riznych oborech biologie, napt. v zoologii, botanice,
molekularni biologii, imunologii, atd., nejvyuzivangjsi je ovSem v lékatské praxi (Dolezel
1997).

U rostlin je pratokova cytometrie zdaleka nejcastéji vyuzivana k rychlému stanoveni
ploidni Grovné studovaného materidlu. Polyploidni typy oproti diploidnim (nesou dvé kopie
kazdého chromozomu), maji chromozomovou sadku zmnoZenou a obsahuji 3 az 80 (zhruba)
kopii haploidniho genomu. Dal$im vyuzitim je napf. detekce hybridogennich jedinci (kdy
rodice se lisi velikosti genomu), které by pomoci morfologické systematiky bylo nesnadné
odhalit, ale diky pritokové cytometrii stupnim dafi nalézt intermediarni velikost genomu.
Pomoci cytometrie lze detekovat i menSi rozdily v mnozstvi DNA neZz je obsah celé
chromozomové sadky. DalSim vyuzitim je stanoveni reprodukéniho zplisobu pomoci urceni
ploidie embrya a endospermu u zralych semen (Matzk et al. 2000).

V hematologii a onkologii se pritokova cytometrie vyuziva ke kvantifikaci obsahu
DNA v nadorovych bunkéch, protoze dokaze stanovit aneuploidii bunék a parametry pohybu
bunééného cyklu u nédorové populace (Herman 1992). Pfi transplantacich se pritokova
cytometrie vyuziva k detekci aloprotilatek, pomocné diagnostice odhojovani $tépu diagnostice

infekci (Ecklschlager et al. 1999).

3.5. Zpisoby rozmnozovani v podrodé Rubus

RozliSujeme pohlavni a nepohlavni rozmnozovani. V ramci nepohlavniho
rozmnozovani rozliSujeme rozmnozovani vegetativni a apomixii (Rosypal 2003).

Pfi pohlavnim (sexualnim) rozmnozovani dochazi ke dvojitému oplozeni, to znamena,
ze jedna spermatickd bunka splyva s oosférou a vznikd diploidni zygota, druhd spermaticka
bunika splyva s centrdlnim jadrem zarodecného vaku a vznika triploidni endosperm (Vinter
2012). Tento typ rozmnozovani umoznuje genetickou variabilitu jedinci a schopnost
adaptovat se na ménici se podminky zivotniho prostiedi (Briggs & Walters 2001).

Vegetativni rozmnozovani je druhem nepohlavniho rozmnoZovani, pfi kterém potomci
nevznikaji ze semen, ale vznikaji z vegetativnich ¢asti matefské rostliny. K vegetativnimu

rozmnozovani dochdzi pomoci rtiznych ¢asti organu rostlin napt. Slahounti, oddenkd, cibuli, a
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také pomoci fizkovani a roubovani (Kubat 2006). Pfi tomto typu rozmnozovani vznikaji
klony, to jsou geneticky shodni jedinci vznikli z jedné rostliny (Vinter 2012).

Apomixie je obecné spojovana s polyploidii, protoze asexualni rozmnozeni je mnohdy
jedinou moznosti jak uniknout pted sterilitou, protoze polyploidni stav mitize nékdy
piedstavovat velkou prekazku pro sexudlni rozmnozovani (predev§im u lichych ploidnich
urovni) (Briggs & Walters 2001). V rod¢ Rubus je apomixie fakultativni, to znamena, ze
rostliny si zachovavaji moznost rozmnozovat se sexualné (Kollmann et al. 2000). Zbytkova
sexualita umoziiuje dal§i hybridizaci a tok genli mezi jednotlivymi druhy. Nejvice
apomiktickych druht se vyskytuje v podrodé Rubus. V disledku toho vykazuje podrod
obrovskou rtznorodost forem a vysokou variabilitu uvnité jednotlivych taxonti. VétSina
apomiktickych ostruziniki jsou polyploidni druhy; diploidni druhy se rozmnoZzuji vyhradné
sexudln€. V Evropé se vyskytuje pouze 6 diploidnich druhti ve Stfedozemi a na Kanarskych
ostrovech (Jennings 1988), mezi nejznaméj$i a nejrozsifendj$i patii napt. R. ulmifolius.
Pfevazné sexudlné se chovaji rovnéz tetraploidni druhy ze serie Glandulosi (Havlicek et al.
2000).

Druhy ostruzinikli nejsou vétSinou charakterizovany jednotlivymi vyzna¢nymi znaky,
nybrz soubory znaki; jednotlivé znaky takovych souborti nemusi byt v tplnosti na uréitém
jedinci charakteristicky vyvinuté a absence znakl v jejich typickém vytvafeni znesnadiuje
jejich urceni. Dnesni ostruziniky jsou vysledkem komplikovanych kitizeni a zpétnych kiizeni,
jez vedla ke vzniku polyploidnich druhi. V Ceské republice jsou to tri-, tetra- a pentaploidni
druhy. Celosvétove je pak variabilita v ploidnich stupnich daleko vyssi (2x-6x, 8x-12x, 14x;
Thompson 1997).
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Rostlinny material

Studované druhy byly sbirany na podzim roku 2010, kdy se jiZ na rostlinach vyskytuji
zralé plody s pln€ vyvinutymi seminky. Spole¢né se souplodim byly odebrany i zivé rostliny,
z nichz nékteré jsou dale uchovavany v kultivaci na katedie botaniky Univerzity Palackého
v Olomouci. Seminka byla zbavena duzniny a az do zpracovani byla uchovana v lednici pti 4

°C. Ptehled sbérti rostlin a jejich lokalit viz tabulka 1 a obr. 8 nize.

50N
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Obr. 8. Mapa zobrazujici lokality sbéri jednotlivych druhti, R.bifrons znacCen zelené, R. ser.
Glandulosi modte, kiizenec R.bifrons a R. ser. Glandulosi Zluté, R. ulmifolius oranzové, R.

phyllostachys Cerveng.
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Tabulka 1. Pfehled studovanych rostlin, jejich ptivod, taxonomické zarazeni a sbératelé.

Tx = taxon (Gla = R. ser. Glandulosi, bif = R. bifrons, ul = R. ulmifolius, phy = R. phyllostachys); Obl =

geograficka oblast (HV = Hostynské vrchy, VzV = Vizovické vrchy, VsV = Vsetinské vrchy, IT = Italie,
Toskansko); Leg. = sbiral (BT = B. Travnic¢ek, MS = M. Sochor, MD = M. Dancak a RJV = R. J. Vasut)

Populace Tx Obl Lokalita soufadnice Leg.
R128/10 Gla  HV Prilepy (HoleSov), okraje lesa u silnice do Lukovecku 1,4 km 49:18;47N; 17;37;59E BT
VIV obce
R129/10  bif HV Prilepy (HoleSov), okraje lesa u silnice do Lukovecku 1,4 km 49°18'47"N, 17°37'59"E BT
VIV obce
R130/10 phy HV Prilepy (HoleSov), okraje lesa u silnice do Lukovecku 1,4 km 49°18'47"N, 17°37'59" BT
VIV obce
R132/10  bif HV  Lukovecek (Holesov), u lesni asfaltky asi 1 km SZ obce 49°18'40"N, 17°39'46"E BT
R134/10 Gla HV  Lukovecek (HoleSov), u lesni asfaltky asi 1 km SZ obce 49°18'40"N, 17°39'46"E BT
R138/10  bif VzV  Velikova (Zlin), kfoviny pti SV okraji obce 49°17'17"N, 17°45'48"E BT
R141/10 bif  VzV Desna (Vizovice), u lesni cesty do Chrastésova 1 km JJV obce 49°15'27"N, 17°51'15"E BT
R144/10  bif Va2V I:uhacc?ylc’e, okraj lesa u silnice smér Retechov 2,3 km S od 49°07'11"N, 17°45'06"E BT
Zelezni¢ni stan.
R148/10  bif V2V :LZUVKY (Zlin), kioviny vlevo od silnice do Zlina 1,2 km SSV 49°09'52"N, 17°42'23" BT
Dobré Voda u Ceskych Budéjovic, okraje lesa pfi silnici do P om 1A am
R183/10 Gla Kaliété 0,6 km VIV (V) obce 48°57'55"N, 14°32'13"E BT
R184/10  bif Chf  Milovice (Zdounky), okraj lesa 0,4 km JV obce 49°13'14"N, 17°21'41"E BT
. . Kostelany (Kromériz), okraje lesa u silnice do obce Nova PO o i
R189/10 bif  Chr D&dina 2,3\ kmiV (VIV} lobee 49°12'04"N, 17°24'05"E BT
R193/10 Gla  Chf Kostfelany (Kromériz), okraj cesty JJZ od chaty Bun¢ (osada 49°10'52"N, 17°20'45"E BT
Bunc JZ obce)
R195/10 bif  Chi Labnckeowce (Kroméfiz), kfoviny u silnice 0,9 km JJZ od stfedu 49°08'50"N, 17°23'06"E BT
R199/10  bif  ChF Brestek (Urjsrske Hradlstg), paseka u osady Chabané 2,1 km S 49°06'47"N, 17°21'30" BT
(-SSV) od kriZzovatky v obci
R205/10 bif  Chr  Stfibrnice (Uherské Hradisté), okraje lesa 1,6 km SZ obce 49°03'57"N, 17°17'25"E BT
R208/10  bif  Chi Kcirycany, kroviny u silnice do Vresovic pfi okraji obce (1 km JV 49°06'02"N, 17°10'16"E BT
stfedu obce)
R210/10  bif  Chi St’rlllfy, kroviny u krizovatky 1 km VSV od stfedu obce (smér 49°08'31"N, 17°13'40"E BT
Zastrizly)
TES1/10 Gla OV  Téskovice, les ca. 1,1 km JJZ od centra obce 49°48'17"N, 18°01'20"E MS
TES2/10 Gla OV  Téskovice, les ca. 1,1 km JJZ od centra obce 49°48'17"N, 18°01'20"E MS
TES3/10 Gla OV  Téskovice, les 1,5 km ZZJ od centra obce 49°48'55"N, 17°59'55"E MS
TES4/10 Gla OV  Téskovice, les 1,5 km ZZJ od centra obce 49°48'55"N, 17°59'55"E MS
TES5/10 Gla OV  Téskovice, les 1,5 km ZZJ od centra obce 49°48'55"N, 17°59'55"E MS
TES6/10  bif OV  Téskovice, les ca. 1,1 km JJZ od centra obce 49°48'17"N, 18°01'20"E MS
MD 1/10  bif HV  Ratibof, kioviny 1,5 km Z od centra obce 49°22'01"N, 17°53'31"E MD
MD 2/10  bif HV  Ratibot, kfoviny 2 km ZZJ os centra obce 49°22'10"N, 17°53'05"E MD
RIV . Valasska Bystrice, hfebenova ¢ast vrchu Hlavacky, ca. 2 km SV ommrm omata
2010/2 | vee od kostela ve stfedu obce 49°27°26°N, 18°07'34"E MD
RIV ] Valasska Bystrice, hfebenova ¢ast vrchu Hlavacky, ca. 2 km SV ot oot f o
2010/3 | e od kostela ve stfedu obce 49729'02°N, 18°07'47"E MD
RIV . Valasska Bystrice, hfebenova ¢ast vrchu Hlavacky, ca. 2 km SV omtman oot Ao
2010/4 | vee od kostela ve stfedu obce 49729'03°N, 18°07'487E MD
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Populace Tx  Obl Lokalita souradnice Leg.

bif i o , - (x
RV " VsV Valasska Bystrlcse, hiebenova ¢ast vrchu Hlavacky, ca. 2 km SV 49°29'56"N, 18°11'27"E MD
2010/6 Gl od kostela ve stfedu obce
RIV ul T Itélie, Umbria, Acquapendente, breh ficky 5 km SZ od stfedu 42°46'52"N, 11°49'37"E RIV
2010/7 obce
RV ul T Italie, Umbria, Acquapendente, breh ficky 5 km SZ od stfedu 42°46'52"N, 11°49'37"E RIV
2010/8 obce
118. xxx , . \ . , . . . .
70 1 bif Rostlina péstovana ve skleniku katedry botaniky PfF UP v Olomouci Holici
171. B4 . Rostlina pestqvenaﬂve sklen|I.<u katedvry lcl>otanlvlfy ProUP v , 49°25'39.315"N,
neizo bif VsV Olomouci Holici; plivod rostliny Valasska Bystfice, hfebenova 18°7'36.844"E RIV
Cast vrchu Hlavacky, ca. 2 km SV od kostela ve stfedu obce. ’
296. Ratl Rostlina péstovana ve skleniku katedry botaniky PFF UP v
iz.o 1 bif HV  Olomouci Holici; plivod rostliny Ratibor, 2 km VVS os stredu 49°22'13"N, 17°56'23"E MD
obce
Rostlina péstovana ve skleniku katedry botaniky PfF UP v
226. Ratl o R Wy . 49°22'13"N, 17°
_6 at bif  HV  Olomouci Holici; plivod rostliny Ratibof, 2 km VVS os stfedu 9, " 3 MD
izo 2 56'23"E
obce
Rostlina péstovana ve skleniku katedry botaniky PFF UP v
226. Ratl . . R o ] v v 0~ 1q N o pminqN
70 3 bif  HV  Olomouci Holici; plivod rostliny Ratibor, 2 km VVS os stredu 49°22'13"N, 17°56'23"E MD
obce
315. . . v . , . Y . ..
neizo bif Rostlina péstovana ve skleniku katedry botaniky PfF UP v Olomouci Holici
315. izo bif Rostlina péstovana ve skleniku katedry botaniky PfF UP v Olomouci Holici

4.2. Priprava vzorku

Pro spravnou analyzu je potfeba pfipravit suspenzi ztéch castic, které chceme
pozorovat.

Seminka ostruzinikl byla zmétena pomoci elektronického méfidla a jejich velikost
zaznamenana. Pomoci ostré ziletky bylo seminko rozdéleno na nékolik ¢asti, coz umoznilo
odstranéni osemeni a vyjmuti embrya s endospermem. Po pfidani 1 ml LB-01 pufru byly
endosperm s embryem rozsekany Ziletkou a suspenze byla prefiltrovana skrz 42 pym nylonovy
filtr do zkumavky. Suspenze jader byl uchovéan na ledu po dobu 20 minut a poté k ni bylo
ptidano 50 pl propidium jodidu (PI). Po nasledujicich 5 minutdch byl vzorek analyzovan
pomoci prutokového cytometru Cyflow ML (Partec, Miinster, Germany) a vysledky

zaznamenany.
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Obr. 9. Pomiicky pro ptipravu vzorku (ziletka, Petriho miska a métidlo) a vzorek

Prutokovy cytometr je vzdy propojen s pocitacem, kde pomoci softwaru je zajistovana
spravna funkce pfistroje (Ormerod 2008). Data se do pocitace dostavaji pomoci detektoru
v cytometru, kde jsou v pocitaci déle zpracovavany pomoci programi pro analyzu dat.
Vysledky méfeni jsou v grafické a Ciselné formé. Pro zobrazeni vysledkli se vyuzivaji
histogramy. Pro vybér urcité populace bunck se vyuziva tzv. ofezu nebo-li gateovani.

CV nebo-li varia¢ni kvocient nam uréuje presnost métfeni a da se vyjadrit takto: CV =
(smérodatna odchylka/primérnd pozice piku) x 100 (%) (Suda 2005). V pritokové cytometrie
se snazime dosédhnout co nejnizsich hodnot CV. Doporucované rozmezi hodnot by se mélo

pohybovat do 10%, nejoptimalnéji okolo 3% (Suda 2004).
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Obr. 10. Piiklad vystupu z prutokového cytometru pro sexudlniho jedince ve formé

histogramu, kdy embryo (1. pik) je 4x (2n) a endosperm (2. pik) je 6x (3n), tj. pomér embryo:

endosperm je 2:3.
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5. VYSLEDKY

Meéfila jsem seminka pomoci metody prutokové cytometrie a z poméru embrya a
endospermu jsem nalezla variabilitu reprodukénich mechanismti u druh Rubus bifrons a
Rubus ser. Glandulosi. Pro zastupce souborného taxonu Rubus ser. Glandulosi jsem zjistila
prevazujici sexualni (meiotickou) tvorbu semen. Naopak, pro R. bifrons jsem zjistila, Ze se
rozmnozuje prevazné apomikticky a detekovala jsem tyto typy apomixie a jeji modifikace:
aposporii — aposporickou pseudogamii, aposporickou pseudogamii s polyspermii; a

hypoteticky diplosporii. Detailni vysledky méteni jsou pfilozeny v pfiloze ¢islo 1.

5.1. Variabilita ve zptisobech rozmnoZovani mezi studovanymi druhy

Moje méteni ukdzala, ze Rubus ser. Glandulosi se rozmnozuje prevazné sexudlné. U
vzorkli R128/10, R193/10, TES 1/10, TES 2/10, TES 3/10, TES 4/10, TES 5/10 bylo sexualni
rozmnozovani detekovdno na 100%. U vzorku R134/10 probihalo rozmnozovani ze 75%
sexudlné¢ a z 25% apomikticky (zjiSténa pseudogamie s polyspermii), u vzorku R183/10
rozmnozovani probihalo z 25% sexudln€ a ze 75% apomikticky (ve vSech méfenich zjisténa

pseudogamie s polyspermii).

Tabulka 2. Procentualni zastoupeni sexualniho a apomiktického rozmnozovani u druhu Rubus

ser. Glandulosi.

Vzorek Meioza Apomixie
R128/10 100% 0%
R193/10 100% 0%
TES 1/10 100% 0%
TES 2/10 100% 0%
TES 3/10 100% 0%
TES 4/10 100% 0%
TES 5/10 100% 0%
R134/10 75% 25%
R183/10 25% 75%
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Obr. 11 Ptiklad vystupu z pratokového cytometru pro sexudlniho jedince ve formé
histogramu, kdy embryo (1. pik) je 4x (2n) a endosperm (2. pik) je 6x (3n), tj. pomér embryo:

endosperm je 2:3.

Rubus bifrons se rozmnozuje fakultativné apomikticky (Kollmann et al. 2000). U
vzorku R129/10 rozmnozovani probihalo z 20% sexudlné¢ a z 80% apomikticky (zjiSténa
pseudogamicka aposporie, pseudogamicka aposporie s 1 bez polyspermii). U vzorku R132/10
bylo ze 100% meéfeni zjiSt€éno apomiktické rozmnozovani (zjiSténa pseudogamie
s polyspermii, pseudogamicka aposporie). U vzorku R138/10 bylo ze 100% méfeni zjiSténo
apomiktické rozmnozovani (zjiSténa rovnéz pseudogamicka aposporie si bez polyspermii,
pseudogamicka aposporie). U vzorku R141/10 probihalo rozmnozovani z 60% sexudlné a
7z 40% apomikticky (zjisténa pseudogamie s polyspermii). U vzorku R144/10 probihalo
rozmnozovani z 40% sexudln¢€ a z 60% apomikticky (zjiSténa pseudogamicka aposporie). U
vzorku R184/10 probihalo rozmnozovani z 16,6% sexualné a z 83,3% apomikticky (zjisténa
pseudogamicka aposporie, jak s polyspermii tak bez ni, pseudogamicka aposporie). U vzorku
189/10 probihalo rozmnozovani z40% sexudlné a z60% apomikticky (zjiSténa

pseudogamicka aposporie, pseudogamicka aposporie). U vzorku R195/10 bylo ze 100%
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zjisténo apomiktické rozmnozovani (zjisténa pseudogamickd aposporie, pseudogamicka
aposporie, pseudogamie s polyspermii). U vzorku R199/10 bylo ze 100% méfeni zjiSténo
apomiktické rozmnozovani (zjiSténa pseudogamickd aposporie, pseudogamicka aposporie,
pseudogamie s polyspermii). U vzorku R205/10 probihalo rozmnozovani z 33,3% sexudln¢ a
7 66,6% apomikticky (zjiSténa pseudogamickd aposporie). U vzorku R210/10 probihalo
rozmnozovani z 33,3% sexualné a z 66,6% apomikticky (zjiSténa pseudogamie s polyspermii,
pseudogamicka aposporie, pseudogamickd aposporie). U vzorku RJV 2010/2 probihalo
rozmnozovani z 20% sexudlné¢ a z 80% apomikticky (zjiSténa pseudogamicka aposporie,
pseudogamicka aposporie, pseudogamie s polyspermii). U vzorku Ratl izo probihalo
rozmnozovani z 81,8% sexualné a z18,2% apomikticky (zjiSténa pseudogamie
s polyspermii). U vzorku RJV 2010/3 bylo ze 100% meéfeni zjiSténo apomiktické
rozmnozovani (zjisténa pseudogamicka aposporie, pseudogamicka aposporie, pseudogamicka
aposporie). U vzorku 118izo probihalo rozmnozovani z42,9% sexualné a z57,1%
apomikticky (zjiSténa pseudogamicka aposporie, pseudogamicka aposporie). U vzorku MD
1/10 probihalo rozmnozovani z20% procent sexudlné a z 80% apomikticky (zjiSténa
pseudogamickd aposporie, pseudogamicka aposporie). U vzorku 208/10 bylo ze 100% métenti
zjisténo apomiktické rozmnozovani (zjisténa pseudogamickd aposporie, pseudogamicka
aposporie, pseudogamie s polyspermii). U vzorku MD 2/10 probihalo rozmnoZovani z 20%
sexudlné a z 80% apomikticky (zjisténa pseudogamicka aposporie). U vzorku TES 6/10
probihalo rozmnozovani z 50% sexudlné¢ a z 50% apomikticky (zjiSténa pseudogamicka
aposporie). U vzorku 315. izo probihalo rozmnozovani z42,9% sexualné¢ a z57,1%
apomikticky (zjiSténa pseudogamie s polyspermii). U vzorku RJV 2010/4 bylo ze 100%
méteni zjiSténo apomiktické rozmnozovéani. U vzorku 174. B4 neizo bylo ze 100% méteni
zjisténo sexudlni rozmnozovani. U vzorku R148/10 bylo ze 100% méfeni zjiSténo sexualni

rozmnozovani.
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Tabulka 3. Procentudlni zastoupeni sexudlniho a apomiktického rozmnozovani u druhu Rubus

bifrons.

R129/10 20% 80%

R138/10 0% 100%

R144/10 40% 60%

R189/10 40% 60%

R199/10 0% 100%

R210/10 33,33% 66,66%

226. Ratl izo 81,80% 18,20%

R208/10 0% 100%

TES 6/10 50% 50%

RIV 2010/4 0% 100%

R148/10 100% 0%
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Obr. 12. Piiklad vystupu z pratokového cytometru pro apomiktického jedince ve formé
histogramu, kdy embryo (1. pik) je 4x (2n) a endosperm je 10x (5n), tj., pomér embryo:

endosperm 2:5
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Obr. 13. Piiklad vystupu z prutokového cytometru pro apomiktického jedince ve formé
histogramu, kdy embryo (1. pik) je 4x (2n) a endosperm je 12x (6n), tj. pomér embryo:

endosperm je 2:6.
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U vzorku RJV 2010/6 (ktizence R. bifrons a R. ser. Glandulosi) bylo ze 100% méfeni zjisténo

apomiktické rozmnozovani (zjiSténa pseudogamicka aposporie, pseudogamie s polyspermit).

Tabulka 4. Procentudlni zastoupeni sexualniho a apomiktického rozmnozovani u kiizence R.

bifrons a R. ser. Glandulosi.

Vzorek Meioza Apomixie

RJV 2010/6 0% 100%

U vzorku RJV 2010/7 (R. ulmifolius) bylo ze 100% m¢éfeni zjiSténo sexudlni rozmnozovani.

Tabulka 5. Procentudlni zastoupeni sexualniho a apomiktického rozmnozovani u druhu Rubus

ulmifolius.

Vzorek Meiéza Apomixie

RJV 2010/7 100% 0%

U vzorku R129/10 (Rubus phyllostachys) bylo ze 100% meéfeni zjisténo apomiktické

rozmnozovani.

Tabulka 6. Procentudlni zastoupeni sexudlniho a apomiktického rozmnozovani u druhu Rubus

phyllostachys.
Vzorek Meioza Apomixie
R129/10 0% 100%

Tabulka 7. Celkové zastoupeni zplsobli rozmnozovani u jednotlivych druhi a pocty

métenych jedinct.
Taxon Pocet jedincii Meiéza Apomixie
R. Ser. Glandulosi 36 88,88% 11,11%
R. bifrons 114 31,35% 68,65%
R. ulmifolius 5 100% 0%
R. phyllostachys 4 0% 100%
K¥izenec gl x bif 4 0% 100%
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Tabulka 8. Priméry velikosti seminek a jejich odchylka vzhledem k druhu, lokalité a zptisobu

rozmnozovani.

R. ser. Glandulosi Prilepy (R128) 0,156

R. ser. Glandulosi Lukovecek (R134)

R. ser. Glandulosi Dobra Voda u Ceskych Budéjovic (R183/10)

R. ser. Glandulosi  Téskovice (TES 1/10) 0,072

R. ser. Glandulosi  Téskovice (TES 3/10)

R. ser. Glandulosi  Téskovice (TES 5/10) 2,566667 0,177778

R. bifrons Lukovecek (R132/10)

R. bifrons Velikové (R138/10) 0,376

R. bifrons Desna (R141/10)

R. bifrons Luhacdovice R144/10) 0,144

R. bifrons Milovice (R184/10) 2,416667 0,122222

R. bifrons Kostelany (R189/10)

R. bifrons Jankovice (R195/10)

R. bifrons Bfestek (R199/10) 2,275 0,0875

R. bifrons Stfibrnice (R205/10)

R. bifrons Strilky (R210/10)

R. bifrons Strilky (R210/10)

R. bifrons Valasska Bystfice (RJV 2010/2)

R. bifrons Valasska Bystfice (RJV 2010/2)
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R. bifrons Sklenik PFF UP v Olomouci (226. Rat 1)

R. bifrons Vala$ska Bystfice (RJV 2010/3)

R. bifrons Ratibof (MD 1/10)

R. bifrons Kory¢any (R208 /10)

R. bifrons Ratibof (MD 2/10)

R. bifrons Ratibof (MD 2/10)

R. bifrons Té3kovice (TES 6/10)

R. bifrons Sklenik PFF UP v Olomouci (315.neizo)

R. bifrons Ratibof MD 1/10)

R. bifrons Sklenik PFF UP v Olomouci (315.izo)

R. bifrons Vala$ska Bystfice ( RV 2010/4)

R. bifrons Vala$ska Bystfice (RJV 2010/4)

R. ulmifolius Itélie 0,064

K¥izenec gl x bif Vala$ska Bystfice ( RJV 2010/6)

Bylo prokazano, Ze velikost seminek nemé zadny vliv na typ rozmnoZovani, protoZe
ve velikostech nebyla nalezena Zadna souvislost s typem rozmnozovani a velikosti seminek se

lisily bez zavislosti na druhu ¢i typu rozmnozovani. Viz obr. 14. nize.
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Obr. 14 Graf zobrazujici primérné velikosti jednotlivych druhi vzhledem ke zplisobu

rozmnozovani. Z grafu je ziejmé, ze velikost semen (osa y, velikost v mm) nekoreluje

s ploidni tirovni endospermu (osa x, hodnoty definuji pomér ploidie endosperm/embryo).
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6. DISKUZE

Pomoci metody prutokové cytometrie bylo potvrzeno pfevazné sexudlni rozmnozovani
u druhu Rubus ser. Glandulosi a fakultativni apomixii u druhu Rubus bifrons.

U Rubus ser. Glandulosi bylo celkové u 36 jedinct provedeno méfeni a bylo zjisténo
sexualni rozmnozovani u 88,88% méieni a apomiktické rozmnozovani u 11,11% méfeni. Pti
apomiktickém rozmnozovani jsem detekovala aposporickou pseudogamii s polyspermii. U
tohoto typu apomixie se embryo vyviji partenogeneticky, endosperm ovSem vznika splynutim
2 spermatickych bun¢k pylového zrna s centralni buiikou. Chromozomova sadka je u embrya
2n a u endospermu 6n, jejich pomér je tedy 1:3. Stejny pomér ploidie embrya a endospermu
ovSem muzeme ziskat rovnéz pseudogamickou tvorbou semena bez polyspermie ale pfi
fertilizaci neredukovanou spermatickou buiitkou.

U Rubus bifrons bylo celkové u 114 jedincli provedeno méfeni a zjiSténo sexualni
rozmnozovani u 31,35% meéteni a apomiktické rozmnozovani u 68,65% méteni. Kollmann a
kol. (2000) zjistil, Ze u druhu R. bifrons studovaného ve Svycarsku sexualni rozmnoZzovani
probihalo u 17% jeho méfeni u sazenic, které mécly apomiktické predky péstované
v pfirodnim prostfedi. Nase rostliny pochazi ze sbéri z riznych uzemi nasi republiky, ale 1 ze
skleniku; a pouze u sklenikovych rostlin byla zjisténa vyssi sexualita, kterad se lisi od zjisténi
v F; potomstvu Svycarskych populaci druhti (Kollmanna et al. 2000). U apomiktického
rozmnozovani jsem detekovala tyto typy apomixie a jeji modifikace- aposporickou
pseudogamii, aposporickou pseudogamii s polyspermii; a hypoteticky diplosporii.
Aposporicka pseudogamie je vysvétlena vyse u R. ser. Glandulosi. Pseudogamicka aposporie
probiha tak, Ze embryo se vyviji partenogeneticky a endosperm vznika splynutim centralni
bunky se spermatickou bunikkou, chromozomova sadka je tedy u embrya 2n a u endospermu
5n, jejich vysledny pomeér je tedy 2:5. Z vysledkii méfeni bylo zjisténo, ze miize probihat
potenciadlné diplosporie. U tohoto druhu totiz vysel pomér endospermu a embrya i 4 a 4,5.

Pokud je pomér endospermu a embrya roven 4 mize tento proces nejpravdépodobné;ji
probihat témito dvéma zplsoby: bud’ 1) embryo se vyviji partenogeneticky (2n), endosperm
vznikd dvojnasobnym splynutim 2 spermatickych bun¢k pylového zrna s centralni burikou.
Chromozomova sadka je u embrya 2n a u endospermu 8n, jejich pomér je tedy 1:4. Nebo 2)
stejny pomér ploidie endospermu a embrya ziskame také pseudogamickou tvorbou semena,
ale pti dvojité fertilizaci neredukovanou spermatickou buiikou.

Pokud je pomér endospermu a embrya roven 4,5 mulze tento proces

nejpravdépodobnéji  probihat témito dvéma zpusoby: bud 1) embryo se vyviji
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partenogeneticky (2n), endosperm vznikd dvojndsobnym splynutim 3 spermatickych bunék
pylového zrna s centralni buiitkou. Chromozomova sadka je u embrya 2n a u endospermu 9n,
jejich pomér je tedy 2:9. Nebo 2) stejny pomér ploidie endospermu a embrya ziskdme také
pseudogamickou tvorbou semena, kdy se embryo vyviji partenogeneticky a endosperm vznika
dvojitou fertilizaci neredukovanou spermatickou bunikou a jesté splynutim redukované

centralni bunky.
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7. ZAVER

Bakalarska prace shrnuje udaje o zplisobu rozmnoZovani, variabilité a frekvenci
jednotlivych typll rozmnoZzovani u dvou studovanych druhii: Rubus bifrons a taxonu Rubus
ser. Glandulosi pochazejicich ztzemi Ceské republiky. Prace je doplnéna o méfeni
jednotlivych rostlin dalSich taxonl, R. ulmifolius, R. phyllostachys a kiizence mezi R. bifrons
a R. ser. Glandulosi.

Cilem této prace bylo vypracovat reSerSi na dané téma, zjistit jednotlivé typy
rozmnozovani pomoci metody pratokové cytometrie. Méfeni byla provadéna na Katedie
botaniky PfF UP v Olomouci, méfilo se 36 jedinci R. ser. Glandulosi a 114 jedinct R.
bifrons. Bylo zjisté€no, Ze R. bifrons se rozmnozuje prevazné apomikticky (u 68,65% vysledkil
méfteni) a R. ser. Glandulosi se rozmnoZzuje prevazné sexudlné (u 88,88% vysledkli méteni). U
apomiktického rozmnoZovani bylo detekovano nékolik typt apomixie a jejich modifikaci,
byly to: aposporicka pseudogamie, aposporickd pseudogamie s polyspermii a hypoteticky
diplosporie. Dale bylo pfed analyzou seminek provedeno méteni jejich velikosti a na zakladé
zjisténych vysledki se da konstatovat, ze rozméry seminek nemaji zaddny vliv na typ

rozmnozovani.

41



8. LITERATURA

Asker, S., Jerling, L. (1992): Apomicxis in plants.- CRS Press, Florida.

Briggs D. & Walters S. M. (2001): Proménlivost a evoluce rostlin. - Univerzita Palackého
v Olomouci, Olomouc.

Castleman, M. (2004): Velka kniha l1é¢ivych rostlin. — Columbus, Praha.

Clark J. R., Stafne E. T., Hall H. K. and Finn C. E. (2007): Blackberry breeding and genetics.
— Plant Breeding Reviews, 29.

Czapik R. (1996): Problems of apomictic reproduction in the families Compositae and
Rosaceae. - Folia Geobotanica & Phytotaxonomica: a Journal of Plant Ecology and
systematics 31: 381-387

Deighton N., Brennan R., Finn C and Davies H. V. (2000): Antioxidant properties of
domesticated and wild Rubus species. —J Sci Food Agric 80:1307-1313

Dolezel, J., et al. (1997): Use of flow cytometry for rapid ploidy determination in Musa
species, InfoMusa 6(1) 6-9.

Dolezel, J. (1997): Analyza a tiidéni chromozomi rostlin pomoci pratokové cytometrie. -
Biologické listy 62 (2):

Eckschlager, T., Bartinkova, J., Vybiralova, H. (1999): Pritokova cytometrie v klinické
praxi. - Grada Publishing, Praha.

Havlicek, P., Krahulcova, A. et Travnicek, B. (2000): Ostruziniky - pozoruhodné rostliny nasi
piirody (I). - Ziva, Praha, 156-158.

Herman, C. J. (1992): Cytometric analysis in the management of cancer. - Cancer, vol. 69, p.
553

Hieke, K., Pinc, M. (1978): Prakticka dendrologie, dil 2. — SZN, Praha.

Holub, J. (1995): Rubus in Slavik, B. (ed.). (1995): Kvétena Ceské republiky 4. — Academia,
Praha.

Jennings D. L. (1988): Raspberries and blackberries: Their breeding, diseases and growth. —
Academic Press, London.

Judd, et al. (2002): Plant Systematics: A Phylogenetic Approach. [s.l.] : Sinauer Associates
Inc.

Kollmann et al. (2000): Evidence of sexuality in european Rubus (Rosaceae) species based on
aflp and allozyme analysis. - American Journal of Botany 87(11): 1592—1598.

Khush G. S. (1994): Apomixis: exploiting hybrid vigor in rice. - Los Bafios, Laguna, IRRI. 78 p.

42



Kubat, K. (2006): Obecna Botanika. -Univerzita Jana Evangelisty Purkyné, Ptirodovédecka
fakulta, Usti nad Labem.

Lacrum, O. D., Bjerknes, R. (1992): Flow Cytometry in Hematology. - Academic Press
Limited, London. Pp. 3-8.

Marinov, 1. (2003): Prtokova cytometrie v klinické hematologii. — Triton, Praha. P.p 13-16

Matzk et al. (2000): An efficient screen for reproductive pathways using mature seeds of
monocots and dicots. - The Plan Journal, 21(1),97-108.

Ormerod, M. G. (2008): Flow Cytometry - A Basic Introduction [online]. - Los Angeles : De
Novo Software. Vystaveno roku 2008 [cit. 24. unora 2012]. Dostupné na
<http://flowbook.denovosoftware.com>.

Puite K. J., Ten Broeke W.R.R. (1983): DNA staining of fixed and non-fixed plant protoplasts
for flow cytometry with Hoechst 33342. - Plant Science Letters 32: 79—88.

Rosypal, S. (2003): Novy ptehled biologie. — Scientia, Praha.

Slavik, B. (ed.). (1995): Kvétena Ceské republiky 4. — Academia, Praha.

Stevens, P.F. (2008): Angiosperm Phylogeny Website [online]. - Vystaveno roku 2008 [cit.
7.11.2011]. Dostupné na
http://www.mobot.org/MOBOT/Research/APweb/welcome.html

Suda, J. (2004): An employment of flow cytometry into plant biosystematics (Ph.D. Thesis). -
Charles University in Prague, Faculty of Science, Department of Botany.

Suda, J. (2005): Co se skryva za rostlinnou pritokovou cytometrii. - Ziva 1/2005: 46-48.

Thompson M. M. (1997): Survey of chromosome numbers in Rubus (Rosaceae, Rosoideae). —
Annals of the Missouri Botanical Garden, 84(1): 128-164.

Travni¢ek, B. & Zazvorka J. (2005): Taxonomy of Rubus ser. Discolores in the Czech
Republicand adjacent regions. - Preslia, Praha, 77: 1-88.

Valicek, P. et al. (2002): Uzitkové rostliny tropti a subtropil. — Academia, Praha.

Van Dijk, P. J., & Bakx-Schotman J. M. T. (2004): Formation of unreduced megaspores
(Diplopspory) in apomictis dandelions (Taraxacum officinale, s.1.) is controlled by a
sex.specific dominant locus. - Genetics, Vol. 166, 483-492

Vinter, V. (2012): Zéklady anatomie cévnatych rostlin [online]. - Vystaveno roku 2012 [cit.
13.3.2012] . Dostupné na < http://old.botany.upol.cz/atlasy/anatomie/index.html >,

Winkler, H. (1908): Uber partenogeneze und im Apogamie Pflanzenreich. - 2 (3) Progressus
Rei Botanicae 293-454.

43


http://www.jstor.org/action/showPublication?journalCode=annamissbotagard

PRILOHY

Ptiloha cislo 1: Seznam méfenych vzorkll staxonem, cislem vzorku, vznikem embrya
(sexudlné¢ nebo partenogeneticky), typem zarodecného vaku (redukovany nebo

neredukovany), ploidii embrya a indexem uvad¢jicim pomér endospermu a embrya.

R. ser. Glandulosi R128/10-1 reduk. 1,626907

R. ser. Glandulosi R128/10-3 reduk. 1,542947

R. ser. Glandulosi R128/10-5 reduk. 1,58209

R. bifrons R129/10-2 parten. nereduk. 2,928657

R. bifrons R129/10-4 reduk. 1,500152

R. phyllostachys R130/09-3 parten. nereduk. 2,978

R. phyllostachys R130/09-5 parten. nereduk. 2,586598

R. bifrons R132/10-2 parten. nereduk. 3,007884

R. bifrons R132/10-4 parten. nereduk. 2,587207

R. ser. Glandulosi R134/10-1 reduk. 1,559092

R. ser. Glandulosi R134/10-3 reduk. 1,543566

R. bifrons R138/10-1 parten. nereduk. 2,498751

R. bifrons R138/10-3 parten. nereduk. 2,525855

R. bifrons R138/10-5 parten. nereduk. 2,435768

R. bifrons R141/10-2 reduk. 1,660501

R. bifrons R141/10-4 reduk. 1,594475

R. bifrons R144/10-1 parten. nereduk. 2,544084

R. bifrons R144/10-19 reduk. 1,465051
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R. bifrons R144/10-3 parten. nereduk. 2,521383

R. ser. Glandulosi R183/10-2 parten. nereduk. 3,042905

R. ser. Glandulosi R183/10-5 parten. nereduk. 3,021146

R. bifrons R184/10-2 parten. nereduk. 2,950645

R. bifrons R184/10-5 reduk. 1,530241

R. bifrons R184/10-8 parten. nereduk. 2,458237

R. bifrons R189/10-2 parten. nereduk. 2,529993

R. bifrons R189/10-4 reduk. 1,559834

R. ser. Glandulosi R193/10-1 reduk. 1,546726

R. ser. Glandulosi R193/10-3 reduk. 1,550027

R. ser. Glandulosi R193/10-5 reduk. 1,550184

R. bifrons R195/10-2 parten. nereduk. 2,524512

R. bifrons R195/10-4 parten. nereduk. 2,594248

R. bifrons R199/10-1 parten. nereduk. 2,572195

R. bifrons R199/10-3 parten. nereduk. 2,54226

R. bifrons R199/10-5 parten. nereduk. 3,002085

R. bifrons R205/10-3 parten. nereduk. 2,495352

R. bifrons R210/10-1 parten. nereduk. 2,652731

R. bifrons R210/10-3 parten. nereduk. 2,94564

R. bifrons RJV 2010/2-2 reduk. 1,677428

R. bifrons RIV 2010/2-4 parten. nereduk. 2,526286

R. bifrons 226. Ratl izo 1-2 reduk. 1,508223
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R. bifrons 226. Ratlizo 1-4 sex bez oplozeni 3,220959

R. bifrons 226.Ratlizo 2-1 reduk. 1,518734

R. bifrons 226. Ratlizo 2-3 reduk. 1,459326

R. bifrons 226. Ratl izo 3-2 reduk. 1,519646

R. bifrons 226. Ratlizo 3-4 reduk. 1,504552

R. bifrons RJV 2010/3-2 parten. nereduk. 2,974321

R. bifrons RIV 2010/3-4 parten. nereduk. 2,981723

R. bifrons 118. xxx izo 1-1 parten. nereduk. 2,607294

R. bifrons 118. xxx izo 1-3 reduk. 1,504701

R. bifrons 118. xxx izo 2-1 reduk. 1,528996

R. bifrons 118. xxx izo 2-3 parten. nereduk. 2,535646

R. ulmifolius RIV 2010/7-4 reduk. 1,556708

R. ulmifolius RJV 2010/8-2 reduk. 1,561112

R. bifrons MD 1/10-1 reduk. 1,478

R. bifrons MD 1/10-3 parten. nereduk. 3,966289

R. bifrons MD 1/10-5 parten. nereduk. 2,49424

R. bifrons R208/10-2 parten. nereduk. 2,512317

R. bifrons R208/10-5 parten. nereduk. 2,528078

R. bifrons MD 2/10-2 parten. nereduk. 2,508538

R. bifrons MD 2/10-4 reduk. 1,580642

R. ser. Glandulosi TES 1/10-1 reduk. 1,567031

R. ser. Glandulosi TES 1/10-3 reduk. 1,554833
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R. ser. Glandulosi TES 1/10-5 reduk. 1,554204

R. ser. Glandulosi TES 2/10-3 reduk. 1,561431

R. ser. Glandulosi TES 2/10-5 reduk. 1,546411

R. ser. Glandulosi TES 3/10-3 reduk. 1,504865

R. ser. Glandulosi TES 4/10-2 reduk. 1,551136

R. ser. Glandulosi TES 5/10-1 reduk. 1,530079

R. ser. Glandulosi TES 5/10-3 reduk. 1,515887

R. bifrons TES 6/10-2 parten. nereduk. 2,500749

R. bifrons TES 6/10-4 parten. nereduk. 2,519762

R. bifrons 315. neizo-2 reduk. 1,527267

R. bifrons 315. izo-1 parten. nereduk. 3,104446

R. bifrons 315. izo-3 reduk. 1,531701

krizenec gl x bif RJV 2010/6-1 parten. nereduk. 2,969796

krizenec gl x bif RJV 2010/6-3 parten. nereduk. 3,055567

R. bifrons RJV 2010/4-1 parten. nereduk. 3,942693

R. bifrons RJV 2010/4-3 parten. nereduk. 3,038309

R. bifrons RJV 2010/4-5 parten. nereduk. 1,720137

R. bifrons 171. B4 neizo-2 reduk. 1,604388
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