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Abstrakt

Allium oleraceum L. pfedstavuje bézné v Evropé se vyskytujici polyploidni komplex se
zakladnim chromozomovym ¢islem x = 8. Doposud je znamo Sest cytotypt (2n = 3x,
4x, 5x, 6X, 7X, 8x), v Ceské republice se vyskytuji tii z nich (2n = 4x, 5%, 6x). Viechny
cytotypy jsou schopny produkovat vegetativni a sexudlni potomstvo. Tato prace
obsahuje reSerSni Cast, ve které se zamétuje obecné na polyploidii, reprodukéni systémy
krytosemennych rostlin a reprodukéni biologii polyploidti véetné A. oleraceum.

Pro studium fertility mikrospor jednotlivych ploidnich stupiii bylo vybrano 33
zapé&stovanych kvetoucich jedincti Z mezinarodni databaze rodu Allium, rostoucich na
pozemku Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Signifikantni vztah

mezi ploidii a fertilitou mikrospor nebyl prokazan, avSak nepatrné vyssi fertilita byla

v v

v w7
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Abstract

Allium oleraceum L. is represented a common European polyploid complex with base
chromosome number x = 8. It has known six cytotypes (2n = 3x, 4x, 5X, 6X, 7X, 8X) so
far. Occurrence of three cytotypes (2n = 4x, 5x, 6x) is in the Czech Republic. All of
these cytotypes are able to produce vegetative and sexual offspring. The thesis includes
a research part, which generally focuses on polyploidy, systems of reproduction
angiosperms and the reproductive biology of polyploid, including A. oleraceum.
For pollen fertility of individual ploidy levels study were collected samples 33
flowering individuals of populations from international database of Allium genus from

experimental garden of Faculty of Science Palacky University in Olomouc. Significant



relation between ploidy and microspores fertility has not been demonstrated, but

slightly higher fertility was observed in hexaploids and tetraploids, the lowest in
triploids. It was also measured length of microspores at the individuals. The longest
microspores were found in hexaploid individuals, the lowest values in triploids and

pentaploids.

Key words: whole genome duplication, systems of reproduction, polyploidy, pollen
fertility
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1. Uvod

Polyploidie je vyznamnym mechanismem v evoluci rostlin. Tento rozsiteny jev
hraje dulezitou roli v adaptaci a speciaci rostlin (Levin 1983; Leitch & Bennett 1997,
(Ramsey & Schemske 1998; Soltis & Soltis 1999; Mable 2004) a u vsSech ostatnich
eukaryot (Soltis et al. 2014). Polyploidie je zna¢n¢ rozsifena predevsim v rostlinné fisi.
Odhaduje se, ze az 70% druhi krytosemennych rostlin ma polyploidni ptvod nebo
béhem evoluce proSly procesem polyploidizace. U kapradin se odhaduje az 95%
polyploidnich druhii, pfi€emZz zde mohou jednotlivé pocty chromozomu Ccitat az
stonasobek zakladni sady chromozomi (Ramsey & Schemske 1998; Soltis & Soltis
1999; Mable 2004; Suda 2009). Polyploidie byla zjisténa i u nékterych druhd sinic
(Griese et al. 2011). Naopak mén¢ polyploidt je mezi Zivo¢ichy. Polyploidni formy jsou
znamy zejména u hmyzu, plazl, obojzivelnikd a ryb. Dikazy rozsahlych genovych
duplikaci dokonce naznacuji, ze savéi genom ma polyploidni pivod (Ramsey
& Schemske 1998).

VétSina taxonomicky uznanych polyploidnich druhli krytosemennych rostlin
nema jeden spole¢ny puvod. Opakujici se a na sob&é nezavisly pivod polyploidie je
spiSe pravidlem, nikoliv vyjimkou (Soltis & Soltis 1999). Spojenim rozsahlych
cytogenetickych a fylogenetickych datab4zi botanickych komunit bylo zjiSténo, ze 15%
krytosemennych rostlin a 31% speciacnich udalosti kapradin je doprovdzeno zvySenim
ploidie (Wood et al. 2009).

V pribéhu posledni dekady doslo k obrovskému oziveni zdjmu o polyploidii,
ktery je motivovan vyvojem stale vice vykonnych genetickych a genomickych nastroji.
Vysledkem jsou mnohd novéa proniknuti do genomickych a genetickych disledk
polyploidie. Pfemira novych objevil dramaticky proménila tradi¢ni pohledy a soucasné
odhalila, ze polyploidie je vysoce dynamicky a vSudyptitomny proces (Soltis et al.
2010). Soucasné studie dokumentuji u polyploidnich rostlin rychlé a dynamické zmény
ve struktuie genomu a genové expresi (Jackson & Chen 2010). Predkladana prace se
zabyva literarni reSer$i reprodukéni biologie se zaméfenim na polyploidni komplex

¢esneku planého (Allium oleraceum L.)



2. Cile prace

Cilem prace je provést literarni reSerSi na uvedené téma, realizovat studium
a testovat vztah fertility a Zivotnosti pylovych zrn u cytotypi A. oleraceum a rovnéz
testovat vztah mezi velikosti mikrospor a ploidnimi urovnémi. Dopiedu Ize o¢ekavat, ze
spolu vzrastajici ploidii se bude délka mikrospor zvétSovat pravdépodobné mimo
triploidni a pentaploidni jedince. Cilem literarni reSerSe je predlozit ptehled
0 problematice polyploidi, jejich wvzniku, vlastnostech a reprodukci, dale pak
o reproduk¢nich  systémech krytosemennych rostlin a o reprodukéni biologii

polyploidniho komplexu A. oleraceum.



3. Polyploidie

Termin ,,polyploidie®, také WGD, se uziva k oznaceni vyssiho nez diploidniho
poctu chromozomalnich sad (Leitch & Bennett 1997). Jinymi slovy polyploidni jedinec
ma v jadru bunék svého téla vice nez dvé identické sady chromozomi. Takovyto
jedinec se nazyva polyploid a vznika tzv. polyploidizaci, pficemz jedinec se tfemi
sadami chromozomu je triploid (2n = 3x), se ¢tyfmi sadami tetraploid (2n = 4x), S péti
sadami pentaploid (2n = 5x) atd., kde pismeno ,,x*“ ozna¢uje zakladni sadu chromozomu
(Ramsey & Schemske 1998).

Prvni zminky o fenoménu polyploidie pochazi z pocatku 20. stoleti (Briggs
& Walters 2001). Datuji se pravdépodobné Kk vyzkumu De Vries (1914) pii kultivacnich
pokusech s druhem Oenothera lamarckiana, jenz byl pozdé&ji objeven jako tetraploidni
(Gates 1909 in Soltis & Soltis 2014). Spolu s postupnym nariistem znalosti bylo ziejmé,

7e polyploidi mohou vznikat vice neZ jednim zptisobem.

3.1.Vznik polyploidi

Na vzniku polyploidi se podileji tfi mechanismy. Prvnim z nich je tvorba
neredukovanych gamet. Ta je zplisobena chybou v pribéhu meidzy (Gerstein & Otto
2009). Produkce neredukovanych gamet je dédicna a je fizena nékolika geny. ZvySuje
se S nartistem environmentalniho stresu, napiiklad mrazu, vodniho deficitu a nedostatku
zivin (Parisod et al. 2010). Uz Belling (1925) pozoroval zvySeni produkce
2n (= neredukovanych) pylovych zrn v polnich a sklenikovych kulturach Strizolobium
sp., Datura stramonium a Uvularia grandiflora po naslednych chladnych obdobich
(Ramsey & Schemske 1998). Betagnolle a Thompson (1995) kvantifikovali produkci 2n
pylu u nékolika druhti. Nejvyssi frekvenci 2n pylu dosahoval jedinec druhu Dactylis
glomerata (60%) a také druh Trifolimum nigrescens spp. (39%).

Druhym mechanismem je somatické zdvojeni. V tomto piipadé se jedna
0 produkci bun€k se zdvojenym chromozomovym ¢islem, coz je zplsobeno chybou
V mitdze. Tretim mutacnim mechanismem je polyspermie, kdy dojde k oplozeni vaje¢né

bunky dvéma nebo vice spermatickymi bunikami (Gerstein & Otto 2009).



Polyploidi a jejich klasifikace zavisi na genetické a taxonomické podobnosti
genomtl a odrazi chovani parovani v jejich meiotickych chromozomech. Podle vzniku
se tradicné rozliSuji dva typy polyploidt, autopolyploidi a allopolypoloidi. Autory
termind jsou Kihara & Ono (in Bennett 2004). Autopolyploidi vznikaji bud’ prostym
zdvojenim chromozomovych sad v bunkach diploida nebo vramci populaci
jednotlivych druhti splynutim neredukovanych gamet (AA + AA misto A + A), kde je
kazdy chromozom reprezentovan vice nez dvéma homolognimi kopiemi. Ptfikladem
autopolyploidii jsou tolice vojtéska (Medicago sativa), lilek brambor (Solanum
tuberosum), Saccharum. Autopolyploidni jedinci mohou vznikat bud’ tzv. bilateralni
polyploidizaci, splynutim dvou neredukovanych gamet (2n), nebo mohou vznikat
unilateralni polyploidizaci fuzi redukované (n) a neredukované (2n) gamety. V tomto
piipad€ vznika triploidni potomstvo (Bretagnolle & Thompson 1995). Takto vznikli
triploidni jedinci maji zpravidla sniZenou Zivotnost, mohou byt neplodni ve vétsi mite.
Pokud jsou schopni produkce potomstva, mohou zpétnym kiizenim s jinymi diploidnimi
nebo triploidnimi jedinci produkovat tetraploidni potomstvo. Tento mechanismus, pfi
némz dochazi k pfechodu z diploidniho do tetraploidniho stavu, je oznacovan jako
Htriploidni most® (Ramsey & Schemske 1998; Otto & Whitton 2000).

Allopolyploidi jsou produktem mezidruhové hybridizace (Leitch & Bennett
1997; Ramsey & Schemske 1998; Chen 2009). Jsou tvofeni spontanné kiizenim
piibuznych druhi a naslednym zdvojenim chromozomi nebo z fize neredukovanych
gamet mezi druhy (Chen 2010). Jinymi slovy, allopolyploidi pochazeji
Zz mezidruhovych hybridi, ve kterych jsou nasledné¢ dva nebo vice rodiCovskych
genomil v duplikovanych formach. Tento typ polyploidie zahrnuje splynuti dvou plné
diferencovanych genomt (Ramsey & Schemske 2002; Soltis & Soltis 2009). Mezi
allopolyploidy patfi napiiklad konopice polni (Galeopsis tetrahit) pivodné vznikla
z konopice zdobné (G. speciosa) a konopice pyfité (G. pubescens), z kulturnich rostlin
pSenice (Triticum aestivum). Piikladem ¢lovékem vytvoteného allopolyploida je hybrid
Triticale ziskany z kiiZzeni hexaploidni pSenice (T. aestivum) nebo tetraploidni pSenice
Triticum turgidum a Zzita (Secale cereale) (Suda 2009; Chen 2010). V pfirodé¢ se ¢asto
vyskytuji allopolyploidi, nedavné studie vSak ukazuji, ze autopolyploidi se vyskytuji
mnohem ¢astéji, nez se dosud predpokladalo (Soltis et al. 2004; Parisod et al. 2010).
To naznaCuje dileZitou evolucni roli polyploidie v pfirodnich populacich (Carlos
& Ramirez-Parra 2015).



Grant (1981) v ramci klasifikace polyploidii navic rozliSuje piechodnou formu
mezi auto- a allopolyploidy zvanou amfiploidie. Autopolyploidy diferencuje na striktni
a mezirasové. Allopolyploidy rozliSuje na segmentalni (AsAsAA:), genomické (AABB)
a autoallopolyploidy (AAAABB) (Soltis et al. 2004).

Z hlediska stafi polyploidi se pro mladé typy polyploidl s piibuznymi taxony
uziva pojem neopolyploid, zatimco pro starobylé taxony se uziva pojem paleopolyploid
(Ramsey & Schemske 2002). Pocty gametickych chromozomi neopolyploidnich druht
jsou nasobky zakladniho c¢isla diploidnich chromozomii zalozenych u ptislusnych rodu.
Naopak paleopolyploidni druhy prosly procesem rediploidizace, znovu se tedy staly
diploidni (Hilu 1993). Tyto dva terminy, paleoploid a neoploid, nejsou pevné
definovany Z4dnym absolutnim c¢asovym nebo geologickym zakladem, jsou jen
relativni ke kazdému srovnani (Bennett 2004).

Polyploidii je moZné experimentalné vyvolat napiiklad plisobenim kolchicinu
(inhibitor déliciho vieténka), jenz pisobi jako zabrana pfi rozestupovani chromozomi
pii mitdze, coz muze byt vysledkem polyploidni bunky (Briggs & Walters 2001).

U diploidni rostliny mtize vzniknout polyploidie pti kratkém vystaveni vysokeé
teploté. V bunice je plsobenim tepelného Soku porusen normalni pribéh mitozy

(Ramsey & Schemske 1998).

3.2.Vlastnosti polyploidu

Vyzkum v oblasti zemédélstvi i pfirodnich systémi naznacCuje, ze polyploidi
maji Casto nové fyziologické charakteristiky, které nejsou ptitomny u diploidniho
piedka. Nekteré z téchto novych vlastnosti mohou byt adaptivni, a rostlina tak muize
vstoupit do nové ekologické niky (Ramsey & Schemske 1998). Uz Stebbins (1971)
navrhoval, ze fyziologické zmény rostlin spojené s polyploidii by mohly byt klicové pro
uspésné obsazeni nového prostredi.

Polyploidizace ovliviiluje jak genetické¢, tak anatomické, morfologické,
fyziologické a ekologické vlastnosti rostlin. Dusledkem je vliv na pteziti, rist, Sifeni
a reprodukci rostlin (Otto & Whitton 2000). Polyploidi mohou 1épe nez jejich diploidni
predci pfezit v drsnych podminkéch, jako je naptiklad vysoka nadmotska vySka nebo
chladné podnebi (Stebbins 1971). Mnoho fyziologickych a vyvojovych procesi je
ovlivnéno zvySenim ploidie, napiiklad pomér vymény plynil, aktivita gend, hladina

hormontl, pomér fotosyntézy a vodni bilance. Celkové vétsi buiky priducht spolu



S jejich mensim poctem na jednotku plochy u polyploidit ma negativni dopad na prubéh
transpirace (Soltis et al. 2014). Polyploidni rostliny mohou 1épe snaset vodni stres
(Briggs & Walters 2001). Polyploidizace casto vede k nartistu objemu a praméru bunky
rostliny, a tudiz ke zvyseni celkové velikosti rostliny, v mnoha pfipadech do ur¢ité
urovné ploidie. Znamé velikosti genomu se pohybuji v rozmezi od 1C = 0,0648 pg
u Genlisea margaretae do 1C = 152,23 pg u Paris japonica (Bennett & Leitch 2011).
V souvislosti s riznou trovni ploidie se od diploidnich rostlin mohou lisit ve vys$si
prumérné velikosti priduchd (Stebbins 1979; Levin 1983; Chen 2010). Polyploidi maji
zpravidla méné (ale vétsi) kvéty, pylova zrna i semena a nastup doby kvétu mize byt
opozdén (Ramsey & Schemske 2002). Znasobeni poctu genti Casto zpusobuje
chromozomovou nerovnovahu a poruchy v reprodukci (Chen 2007). Této problematice

se vénuje kapitola Sesta.



4. Reprodukeni systémy krytosemennych rostlin

Termin ,,reprodukéni systémy* v Sirokém pojeti zahrnuje ¢tyfi hlediska: vSechny
aspekty sexudlni exprese u rostlin, coz je ovlivnéno relativnim genetickym pfispévkem
dalsi generaci jedinct v ramci druhu (fitness) (1); je pouzivan v zemedélstvi jako nastroj
Kk regulaci a usmérnéni slozek plodivosti pti zamérném vybéru u hospodatskych rostlin
(2); ataké v genetice (3). Znalost reproduk¢nich systému je vramci opylovacich
vyzkumi v pfirodnich podminkach zdsadnim pozadim pro zhodnoceni zavislosti
produkce semen na rychlosti opyleni a ve vztahu porozuméni mechanismiim toku geni
uvniti @ mezi populacemi (4) (Dafni 1992).

Béhem evoluce se vyvinuly rozlicné zptisoby rozmnozovani rostlin soucasné
s rozmanitosti vSech strukturnich 1 funkénich znakl, pficemz kazdy z téchto
reprodukénich systému lze piitadit k jednomu ze dvou vychozich typu: k rozmnoZzovani
nepohlavnimu (asexualni reprodukce) nebo pohlavnimu (sexudlni, generativni
reprodukce). V piipadé¢ pohlavniho rozmnozovani novi jedinci vznikaji splyvanim
gamet (haploidnich pohlavnich buné€k) za vzniku diploidni zygoty. Proces splynuti
gamet se nazyva oplozeni (syngamie), pfi které dochazi ke kombinaci genomi rodicu.
Pohlavni rozmnozovéni tedy zajiStuje genetickou variabilitu jedinci dan¢ho druhu
arovnéz ijeho adaptabilitu k ménicim se zivotnim podminkam a evolu¢ni potenci.

Pro krytosemenné rostliny je typické dvojité oplozeni, kdy jedna spermaticka
buiika splyne s vajeCnou buiikou a druhé spermatickd bunka splyne s centralnim jadrem
zarodeéného vaku. Z vaje¢né buiiky se nasledné vyviji diploidni zygota a z centralni
bunky zarodecného vaku se vyviji triploidni endosperm (Vinter & Machackova 2013).
U krytosemennych rostlin jsou znamy tii zakladni zplisoby rozmnozovani neboli
reprodukéni systémy — alogamie (cizosprasnost), autogamie (samospra$nost) a apomixie
(Briggs & Walters 2001). V nasledujicim vy¢tu budou popsany jednotlivé reprodukéni

systémy s uvedenim piikladt druhi rostlin.



4.1.Alogamie

Blizna cizosprasného jedince k opyleni a oplozeni potiebuje kompatibilni pyl
z jiného jedince téhoz druhu, pficemz se nesmi jednat o klon se stejnym genomem
(Novéak & Skalicky 2012). Mnoho druhti krytosemennych rostlin vyuzivd tento
reprodukéni systém. Alogamie zajiStuje u kvetoucich rostlin minimalizaci nebo uplné
znemoznéni samoopyleni. Zabranuje tak Skodlivym dopadim ptibuzenského kiizeni
a podporuje vznik heterozygott, genetickou variabilitu, vyménu genetické informace.
Tyto uvedené dusledky jsou vyhodné pro dlouhodobé preziti a adaptaci druhu a k jeho
zachovani (Briggs & Walters 2001).

Charakteristicky kvét krytosemenné rostliny se skladd ze souboru ty€inek
S pylem, které jsou obklopeny plodolisty obsahujici jedno nebo nékolik vajicek.
Prostorova blizkost ty¢inek a plodolisti je pfihodna pro samoopyleni (autogamie).
Takzvana autosterilita urostlin ma vice pfic¢in. U vétSiny rostlin existuje
autoinkompatibilita (SI - nesnasenlivost vlastniho pylu), kdy po opyleni vlastnim pylem
plodnd rostlina nevytvoifi zygoty. Brani tomu prezygotické mechanismy pylovych
bunék a pletiva blizny nebo ¢nélky (Briggs & Walters 2001). Dalsim mechanismem
zabranujicim samoopyleni u krytosemennych rostlin je tzv. dichogamie, kdy samici
asamci pohlavni organy nedozravaji soucCasné, a proto nedochazi k samoopyleni.
Existuji dvé formy dichogamie: proterogynie (prvobliznost) a proterandrie
Aristolochia (podrazec), Clematis (plamének), Malus (jablon). Béznéjsi je prvoprasnost,
pii které samic¢i pohlavni organy dozravaji pozdéji nez sam¢i, napiiklad Salvéj (Salvia),
Cesnek (Allium sp.), kakost (Geranium) (Novak & Skalicky 2012; Vinter 2008).

Piikladem polyploidni rostliny vyuzivajici alogamii je vojtéska (Medicago
sativa). Tento pievazné autotetraploidni druh (2n = 4x = 32) byl studovan v souvislosti
S konstrukei map genetickych vazeb. Geneticka struktura tohoto druhu &ini
konstruovani genetickych map obtiznym. Bernarderre a kolektiv (2003) pouzili
dostupné kodominantni mikrosatelitni markery (SSRs), vétSina z nich byla zjiSténa
v modelové lusténiné Medicago truncatula z databaze EST (expressed sequence tag).
Genetické mapy byly konstruovany s AFLP a SSR markery na zaklad¢ specifickych

postupti mapovani pro autotetraploidy (Bernardette et al. 2003).



4.2.Autogamie

Druhym reprodukénim systémem u rostlin je samospranost (autogamie). Uplna
forma autogamie se nazyva kleistogamie, kdy k samoopyleni dochéazi pfi zavienych
kvétech. Nepfimymi dikazy autogamie jsou napiiklad uniformita potomstva a Sl
Autogamie je znama napiiklad u brukve fepky olejky (Brassica napus). Také nékteré
violky, napiiklad Viola kitaibeliana, jsou samosprasné (Portal AOPK CR). Obligatni
autogamie je znama u n¢kterych druhd trav, sezénni autogamie u violek (Briggs
& Walters 2001). Polyploidi maji v priméru vy$§i miru samoopyleni nez jejich

diploidni pfedkové (Barringer 2007).

4.3.Apomixie
Tietim zpisobem reprodukce rostlin je apomixie, pii které se neuskutecni
oplozeni bud’ ¢astecné, nebo Upln€. Je povazovana za nejmladsi zpisob rozmnozovani
rostlin. U kvetoucich rostlin je definovana jako nepohlavni tvorba ,,semen‘ ze sami¢ich
pletiv vajicka bez procesu meidzy a oplozeni, coz vede k vyvoji ,.,embrya“ (Bicknell

& Koltunow 2004). Rozlisuji se dva typy: vegetativni apomixie (a) a agamospermie (b).

(a) Nekteii autofi (Asker & Jerling 1992) povazuji vegetativni apomixii pouze za
formu vegetativniho rozmnozovani a nikoliv za typ apomixie. Né&které rostliny se
rozmnozuji pouze vegetativné, protoze jim chybi schopnost sexudlni reprodukce.
Piikladem je vodni mor kanadsky (Elodea canadensis). E. canadensis je dvoudoma
vodni rostlina, kterd byla v devatenactém stoleti introdukovana do Evropy, a to pouze
samici rostliny, jez byly schopny se hojn¢ rozsifovat bez piritomnosti samcich rostlin.
Jiné druhy, napiiklad lomikamen nici (Saxifraga cernua) tvoii specializované organy —
pacibulky (propagule), jez jsou snadno odlucitelné. Pokud pacibulky vypuci a nedojde
k somatickym mutacim, jedinec mé totozny genotyp jako rodiCovsky jedinec (Briggs

& Walters 2001).

(b) Druhym typem apomixie je agamospermie, pii které se vytvafi normalni
semena, které se vyvinou bez splynuti gamet. Potomstvo ma opét tentyZ genotyp jako
rodi¢ovska rostlina. Agamospermie byla poprvé popsdna v roce 1841 J. Smithem
u australské rostliny Alchornea ilicifolia. Apomixie je velmi Casta u vys$sich rostlin —
kaprad’orostii i krytosemennych rostlin, naptiklad mnohé rody v celedich Rosaceae

a Asteraceae Vv ramci flory mirného péasu. Doposud nejsou znamy za4dné nahosemenné
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apomiktické rostliny (Briggs & Walters 2001). U plané rostoucich rostlin se uplatiuji
kombinace jednotlivych reprodukénich systémi: alogamie kombinovana s vegetativni
reprodukci (Trifolium repens, Lysimanchia nummularia); alogamie kombinovana
s viviparii (Agrostis, Allium, Festuca, Poa, Saxifraga); alogamie kombinovana
s prilezitostnou autogamii (Primula veris); alogamie kombinovana s pravidelnou
kleistogamii (Viola), a dalsi (Briggs & Walters 2001).

Apomixie je typicky spojovana s polyploidii a hybriditou, protoze mnoho

apomiktickych taxoni je allopolyploidniho ptivodu (Bicknell & Koltunow 2004).
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5. Porovnani reprodukc¢nich systémii krytosemennych rostlin

Vsechny vySe zminéné reprodukéni systémy maji své vyhody a nevyhody
z pohledu fitness. Alogamie je ve srovnani s autogamii a apomixii vyhodnéjsi z hlediska
genetické variability potomstva a umoznuje adaptaci na zmény v prostiedi. Zaroven
vsak mize dojit ke ztrat¢ vyhodnych genotypt adaptovanych na urcity typ prostiedi
a ndhodné faktory prostifedi ohrozuji reprodukci, naptiklad vyskyt opylovacta (Briggs
& Walters 2001). Pti alogamii je tak rostlinou vyplytvano na reprodukci mnohem vice
biomasy v podob¢ kvétl. Naproti tomu autogamie ma vyhodu v tom, Ze nedochdzi ke
ztraté adaptovanych gent (Briggs & Walters 2001; Bicknell & Koltunow 2004).

Rostlina vyuzivajici reprodukéni systém autogamie mize tvofit gamety
I v extrémnich biotopech, pficemz neni tfeba do reprodukce vkladat mnoho energie,
dostacuje jedna rostlina (u alogamie musi byt dve rostliny s riznymi alelami) (Briggs
& Walters 2001). Nicméné existuje také letalni zatiZeni inbreedingu, pti kterém muize
dojit k ohrozeni zivotaschopnosti potomka (inbredni = geneticky pfibuzny, identicky).
Nevyhodou je také skutec¢nost, ze podil heterozygotnich jedincti s dalSimi generacemi
klesa a tyto generace postupné nabyvaji shodného vzhledu (Briggs & Walters 2001).

Vyhodou tietitho typu rozmnozovani, apomixie, je reprodukce velkého poctu
rostlin genotypové totoznych s rodi¢ovskou rostlinou dobie adaptovanych na urcity typ
prostiedi, aniz by dochazelo k vétsim genetickym ztratam. Apomixie dovoluje
reprodukci rostlin s lichymi poéty chromozomu (Asker & Jerling 1992). Zaroven zde
neni zadné riziko spojené s opylenim a reprodukce neni v ohrozeni ndhodnymi faktory
prostiedi (Briggs & Walters 2001). Tento zptsob reprodukce je zarukou udrzeni
velkého podilu heterozygotnosti (Asker & Jerling 1992).
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6. Reprodukcni biologie polyploidi

Zvysené genomové a genové davky (duplicity v jednom genomu) Ccasto
zpusobuji genomovou nestabilitu, chromozomalni nerovnovahu a poruchy v reprodukci
(Chen 2007). Genomové piestavby mohou byt spolenym atributem polyploidi na
zaklad¢ dukazl analyz genome in situ hybridization (GISH), restriction fragment lenght
polymorphism (RFLP) a z mapovani gent (Soltis & Soltis 2000).

Genomové znasobeni ma rovnéz vliv na reprodukéni systémy. Predpokladalo se,
ze s rostoucim ploidnim stupném roste u jedincti mira samoopyleni (Mable 2004). Tento
vztah potvrzuje Barringer (2007). Ve své studii testoval celkem 235 druht kvetoucich
rostlin ze 126 roda a 58 celedi. Jako prvni ve fylogenetickém kontextu analyzoval vztah
mezi ploidii a samoopylenim za pouziti kvantitativnich odhadl frekvence samoopyleni
Z ptirodnich populaci. Divody vedouci k zjisténému stavu nejsou ptili§ znadmy. Mozné
vysvétleni nabizi, ze polyploidni jedinci maji sniZenou autokompatibilitu pylu, ktera je
pii¢inou omezeni schopnosti samoopyleni. Naopak Mable (2004) vztah mezi ploidii
a schopnosti samoopyleni zpochybnila. Jeji studie byla provedena na zakladé 4665
druhti z 1235 rodt a 184 celedi. Ve vysledcich uvadi ne pfili§ silnou spojitost mezi
ploidii a schopnosti samoopyleni.

Polyploidni druhy jsou patrné ¢asto reprodukéné izolovany od svych diploidnich
piredkti silnymi postzygotickymi bariérami (Husband & Sabara 2004; Ramsey
& Schemske 1998). Proces oplozeni polyploidi probiha obdobnym zptisobem, (jak bylo
popsano na zacatku paté kapitoly), avsak ploidie veskerych pletiv je imérné zvétSena.
Polyploidni rostliny maji vysoky stupen piimych post-zygotickych reprodukcnich
izolaci od svych pifedkl, zpétnym kiizenim budou rodice produkovat zejména
nezivotaschopné potomstvo (Kohler et al. 2010). Potiz se ziskanim zivotaschopnych
triploidnich semen kiizenim diploida a tetraploida byla nazvana jako ,triploidni blok*
(Ramsey & Schemske 1998). Je to zpusobeno nesluéitelnosti v endospermu. Zatimco
zarodek pochdzi z fuze jedné otcovské spermatické buiiky s matefskou vajecnou
bunikou, dalsi spermatické buiiky s centrdlni bunikou zarode¢ného vaku iniciuji vyvoj
endospermu. Vzhledem k tomu, Ze centralni bunika zarode¢ného vaku je u vétSiny
kvetoucich rostlin homodiploid (chromozomy obsahujici dvé identicka vlakna),
vysledny endosperm je triploidni a tim geneticky odliSny od diploidniho zarodku

(Ramsey & Schemske 1998).
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Kwvili triploidnimu bloku, zpétné kiizeni polyploidui se svymi rodic¢i produkuje
prevazné  nezivotaschopné  potomstvo,  vzdcni  pfeSivSi s nevyvazenymi
chromozomovymi ¢isly jsou vétSinou sterilni z diivodu chybného redukcniho déleni
lichych chromozomovych sad béhem meidzy (Ramsey & Schemske 1998). Triploidni
blok tudiz piisobi jako dulezitd reprodukéni bariéra a je hlavnim zakladem speciace
polyploidi (Kohler et al. 2010). Zvysené piispévky matefskych nebo otcovskych
genoml maji odlisné G¢inky. Prvni inhibuje rist endospermu, druhy zptsobuje prebytek
endospermu (Scott et al. 1998). Je n€kolik mozZnosti vysvétlujici tento efekt. Jadra
endospermu obsahuji dvakrat tolik kopii matefského neZ otcovského genomu a organely
se dédi prevazné matefskou dédi¢nosti. DalSim vysvétlenim tohoto jevu miize byt
imprinting (vkopirované geny), coz vede k rozdilné expresi matei'ské a otcovské alely
v zavislosti na jejich ptuvodu (Feil & Berger 2007).

Nejcastéjsi cesta k tvorbé polyploidnich jedincii je pravdépodobné pies
neredukované gamety a jedince s deviantnimi chromozomovymi C¢isly (Betagnolle
& Thomson 1995). To naznacuje, ze triploidni blok a problémy spojené se segregaci
lichych chromozomi béhem meidzy lze piekonat (Kohler et al. 2010). Apomixie je
zpusobem, jak se vyhnout zminénym problémim pii meidze, mnoho apomiktickych
druhii je zéaroven polyploidnich (Bicknell & Koltunow 2004). Nicméné mechanismy
vedouci k expresi apomiktickych rysu v polyploidii nejsou znamy (Kohler et al. 2010).

Tato bariéra mezicytotypové hybridizace (triploidni blok) byla pozorovéana
i U vyssich ploidnich stupiii. Piikladem je experiment, pii kterém diploidni mateiska
rostlina druhu Ranunculus auricomus byla opylovana tetra- ahexaploidnim pylem
a nasledné byly u uspésné vyvinutych semen vyhodnoceny reproduk¢ni cesty za vyuziti
prutokové cytometrie. Zaroven byly porovnany pocty uspé€$né vyvinutych
a abortovanych semen. Vé&tSina semen byla abortovana. Usp&$né vyvinutd semena
(1,3%) byla castéji tetraploidni, méné byli zastoupeni triploidi (Horandl & Temch
2009).

Pfi tvorbé gamet u polyploidi obecné je spravnd segregace chromozomil
naro¢na, nebot’ obsahuji vice nez dvé sady. Jak bylo zminéno dfive, autopolyploid
vznika zdvojenim genomu v ramci druhu, kde je kazdy chromozom zastoupen vice nez
dvéma homolognimi kopiemi. Pro autopolyploidy je typickd polysomicka (téz
multisomickd) dédi¢nost, kde se vSechny varianty téhoZ chromozomu mohou pfi meidze
parovat. Rodi¢ovské alely mohou byt kombinovany do téZze gamety ve vSech moZnych

kombinacich, protoze zde neni preferovain par mezi ur€itymi chromozomy.
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Avsak u allopolyploidi je preferovan par mezi chromozomy ze stejného
rodového genomu. Jednd se o disomickou dédi¢nost, kde se alely pochazejici ze
stejného rodového druhu segreguji jako diploidi, a tak potomstvo obdrzi pouze jednu
kopii od daného rodi¢e (Dufresne et al. 2014).

PrezivSim triploidi maji Casto snizenou zivotaschopnost kvuli chybdm v meioze
(Husband & Sabara 2004). Triploidni jedinci V pribéhu meidzy produkuji zejména
aneuploidni gamety (dojde k chybéni nebo nadbytku chromozomt). Mohou také
produkovat velmi malé procento haploidnich, diploidnich i triploidnich vajicek
a pylovych zrn. Fertilita pylu se pohybuje okolo 31,9%, pficemz u autotriploidi je
fertilita 39,2% a u allotriploidt 23,7% (Ramsey & Schemske 1998).

Uspé&sna reprodukce a trvalost rostlinné populace u mnoha polyploidnich druht
zavisi predevSim na specifickych vegetativnich propaguli, naptfiklad na pacibulkach
nebo dcetfinych cibulich (Allium vineale, Ceplitis & Bengtsson, 2004, Duchoslav,
2001aa 2001b; Duchoslav, A. oleraceum, Duchoslav, 2001a, Duchoslav, 2001b
a Fialova a Duchoslav, 2014). Avsak dobte zavedené polyploidni populace mohou mit
podobné nebo dokonce zvySené pohlavni rozmnozovani v porovnani s jejich
diploidnimi ptedky v dusledku dlouhodobych strukturalnich zmén v genomu a vybéru
(Levin 2002). Produkce propaguli rizného puvodu ma nékolik vyhod inevyhody.
Vznik vegetativniho potomstva, které je identické s matefskou rostlinou, je pii
populacnim rozSifovani na nizkou populacni hustotu vyhodny. Bohuzel, klony
v dlouhodobém horizontu nasledné¢ hromadi Skodlivé mutace (Ronsheim a Bever, 2000
in Fialova et al. 2014). Vegetativni rozmnozovani je také dulezité pro souZiti,
spoluexistenci cytotypi ve smiSenych populacich, protoze snizuje negativni vliv na
reprodukéni interakce mezi cytotypy. Sexudlné odvozeni potomci zvySuji varianci
zivotaschopnosti, tudiz je pohlavni rozmnozovani dulezité pro dlouhodobé ptetrvavani

populace. Umoziuje tedy tvorbu novych genotypi (Kao 2007 in Fialova et al. 2014).
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6.1.Reproduk¢ni biologie Allium oleraceum L.

Popis druhu

Allium oleraceum je geofyt s jednoletym zasobnim organem, téméf kulovitou
cibuli o velikosti 10 az 15 mm s vn¢jSimi hnédymi az Sedymi blanitymi Supinami.
Vyska stvolu se pohybuje mezi 20 az 100 cm, stvol je do své poloviny az do dvou tfetin
kryt listy v poctu 1 az 4 s ptiblizné 30 cm délkou Cepele, ktera je ¢arkovita az nitkovita.
Rostlina tvofi béhem roku dcefiné cibule. Toulec, tvofen dvéma rozdiln¢ dlouhymi
listeny, obaluje kvétenstvi S oboupohlavnimi 0 az 20 kvéty. Okvétni listky jsou 5 az 5,7
mm dlouhé a pfiblizné 2,2 az 3 mm Siroké. Okvéti je zvonkovité se Spinavé bilymi
okvétnimi listky s odstinem cervené, rizové, zelené, s vyraznou tmavou stiedni zilkou.
Ty¢inky jsou krat$i nebo stejné¢ dlouhé jako okvéti. Pestik z kvétu vy€niva, semenik
tvotfi 6 az 7 mm velké tobolky, které obsahuji nizky pocet semen. Za kvétu jsou kvétni
stopky ohnuté k zemi a jsou rtizné dlouhé (15 az 60 mm). Lichookolik je polokulovity
az kulovity a tvofi 10 az 60 pacibulek. Kvete od ¢ervna az do zafi. (Duchoslav 2001;
Ohryzek 2007; Krahulec & Duchoslav 2010; Safafova & Duchoslav 2010; Duchoslav et
al. 2010).

Levan (1937) se domnival, ze tento druh ma autopolyploidni pavod. Pii svych
experimentech kiizil diploidni jedince Allium paniculatum a ziskal tetraploidni rostliny
morfologicky téméf totozné s A. oleraceum. Avsak tyto diploidni jedinci jsou dnes
klasifikovani jako dva samostatné druhy (Allium podolicum a Allium paniculatum).
Z toho duvodu se puvod A. oleraceum povazuje za allopolyploidni (Vosa 1976,
Duchoslav et al. 2010). Avsak allopolyploidni pivod A. oleraceum jsou zatim jen
domnénky a nikdo to zatim s jistotou neprokazal. Tento druh ma tedy dosud nejasny
hybridni ptivod s vysokou podobnosti s A. paniculatum (Duchoslav et al. 2010).

Dosud bylo popsano Sest cytotypi, triploidni az oktoploidni (2n = 24, 32, 40, 48,
56, 64) (Duchoslav et al. 2010, Safafova et al. 2011). Ve stfedni Evropé jsou nejéast&jsi
tfi cytotypy (2n = 4x, 5x, 6x), které se casto vyskytuji ve smiSenych populacich
(Safafova & Duchoslav 2010; Safafovéa et al. 2011). Triploidi jsou extrémné vzacni
(Safafova et al. 2011).

Existuji studie, které se zabyvaji moZnymi souvislostmi mezi riznymi cytotypy
a zménou ekologickych naroku A. oleraceum. Tetraploidni jedinci mohou byt vazani na
piirodni stanovisté, napiiklad na stepni louky teplejSich oblasti. Vyskyt pentaploidnich

cytotypl byl pozorovan v teplejSich oblastech nizsich az stfednich nadmotskych vysek
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na Sirokém rozmezi biotoplti od vysoce mineralizovanych pid do pad s vys$im pH.
Hexaploidni jedinci se obvykle vyskytovaly na okrajich cest, poli a ve vysSich
nadmofiskych vyskach (Duchoslav et al. 2010). Ruzné cytotypy A. oleraceum se lisi
také v mnozstvi kvétl a jejich susing, pricemz s vyssim ploidnim stupném dochazi ke

snizeni mnozstvi kvétd a susiny (Fialova & Duchoslav 2014).

Reprodukce

A. oleraceum se rozmnozuje pohlavné (sexualné) pomoci semen a Castéji
vegetativné (asexudln€) podzemnimi dcefinymi cibulkami nebo nadzemnimi
pacibulkami (Stearn et al. 1980; Duchoslav 2001; Astrom a Heeggstrom, 2004; Krahulec
& Duchoslav 2010). Nicmén¢ po dlouhou dobu byla semena tohoto druhu povazovana
za sterilni a jeho reprodukce vyhradné asexualni (Levan 1933). Asker & Jerling (1992)
udavaji, ze tvorba pacibulek je pravdépodobné kontrolovana jednim dominantnim
genem.

Fialova et al. (2014) studovala fenotypovou variabilitu vysky, sexudlni (rostliny,
semena) a asexualni (pacibulky) rozmnozovani v pfirodnich populacich a v zahradnich
podminkach u tfi cytotypt (2n = 4%, 5%, 6x). Dale porovnavali kli¢eni a dormanci
semen a pacibulek pro stanoveni, zda se u propaguli lisi jejich ekologické role.
Tetraploidni a pentaploidni jedinci si byli dosti podobni, byli vzristem vyssi
a produkovali vice kvétt nez hexaploidi, jez byli pfevazné bez kvéti. VSechny cytotypy
produkovaly zivotaschopna semena. Pocet téchto semen byl velmi nizky, obvykle méné
nez tii semena v jednom kvétenstvi.

Klonalni reprodukce pacibulkami dominovala u vSech cytotypt, pfiCemz
tetraploidni jedinci produkovali vys$i mnozstvi lehéich pacibulek. Pomér semen
a vajicek byl nizky (<0,1) u vSech cytotypu, avSak u hexaploidi dosahl vysSich hodnot
nez u ostatnich cytotyptli. Pacibulky vykli¢ily mnohem lépe (primér > 80%) neZ semena
vSech cytotypil. Pentaploidni pacibulky vysledné dosahly nejvyssi kliivosti (pramér
90,5%). V klieni semen se cytotypy od sebe pfilis nelisily (rozmezi praiméra 73,4%-
76,3%). Semena mohou tvofit kratkodobé piidni banku propaguli.

Fialova (2012) studovala prezivani sexualné a asexudlné vzniklého potomstva
u tetraploidii a pentaploidii za stejnych podminek (hexaploidi byli pro nizké pocty
rostlin vyfazeny). Vypozorovala trend, kdy se sniZovaly schopnosti pieZivani rostlin

vypéstovanych ze semen se zvySujicim se ploidnim stupném. Opaéné tomu bylo
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u rostlin vypéstovanych z pacibulek. Zde dochazelo k vlivu zejména rozdilné pocatecni
velikosti obou propaguli (pacibulky obsahuji vice zasobnich latek pro vyvoj rostliny)
(Bengtsson & Ceplitis, 2000 in Fialova 2012). Rostliny vypéstované ze semen byly
mensiho vzristu a hiife odolavaly konkurenci, fyzikalnimu stresu (Fialova 2012).

Astrom and Haeggstrom (2004) vseverni Evrop& studovali kli¢eni semen
u tetra- a pentaploidnich rostlin. Semena pentaploidu kli¢ila daleko 1épe ve srovnani se
semeny tetraploidnich jedincti. Nicméné situace ve stfedni Evropé je pon¢kud odlisna
od stiedni Evropy, pfedevsim diky frekventovanym smisenym populaci, jejichz vyskyt
neni ptili§ uniformni jako populace tetraploidnich a pentaploidnich cytotypi v severni
Evropé (Safafova & Duchoslav 2010).

Jirova (2007) studovala kli¢ivost pylu u cytotypt 2n = 3x, 4x, 5x, 6x. Pylova
lacka u triploidi nevykazovala téméf Zadnou klicivost (0-5%, median = 1%), coz
dokazuje omezenou schopnost triploidi Gcastnit se sexualniho rozmnozovani (Levin
1975). U béznych cytotypti (2n = 4x, 5x, 6x) vykli¢ilo 20-60% pylovych la¢ek a nebyl
mezi nimi prokdzan zadny rozdil.

Jandova (2010) studovala cytotypovou kompozici generativniho potomstva. Jeji
vysledky pritokové cytometrie ukazaly, ze druh A. oleraceum je schopen produkovat
cytotypové variabilni potomstvo u semen 1 semenacki, které byly vyprodukovany 4x,
5x 1 6x matefskymi rostlinami. U téchto rostlin bylo v pfipad¢ tetraploidi
vyprodukovano 86,5% tetraploidd, 1,0% triploidi, 8,3% pentaploidd, 1,6% hexaploidi
a 2,6% heptaploidii. Pentaploidni matefské rostliny produkovaly 5x semena s frekvenci
68,9%, 6x semena s frekvenci 22,6%. V ostatnich ptipadech byla produkovana 4x
(7,3%), 7x (0,6%) i 8x (0,6%) semena. Mezi semenacky se vyskytli pentaploidi (80%),
hexaploidi (3,4%), 4x (15,2%) 1 7x (1,4%) rostlin. Vysledky tedy vypovidaji o vysoce
nepravidelném redukénim déleni pentaploidii. V generativnim potomstvu hexaploidi
dominoval 6x cytotyp (87,7%) u semen a u semenacku 67,6%. Druhym cytotypem byli
pentaploidi (6,6%) a u semenacki 32,4%. U semen byli nalezeni i heptaploidi (3,8%)
a oktoploidi (1,9%) pouze v ramci smisenych populaci (5%, 6x a 4x, 5x, 6x), které
mohly prispét dalsi cytotyp. Autorka dle svych vysledka predpoklada, ze hexaploidi
produkuji pravdépodobng pievazné 4x, 3x a 2x gamety. Safafova & Duchoslav (2010)
ve své praci zvazuji vznik smisenych populaci 4x, 5x a 4x, 5%, 6x zapticinény fazi
redukovanych a neredukovanych gamet. Toto zvazovani je podporovano piitomnosti

hexaploidid mezi generativnimi potomky 4x i 5x v praci Jandové (2010).



18

7. Material a metody

Vzorky, tedy kvéty s pylovymi zrny A. oleraceum jsem postupné odebirala
z evropskych populaci rostlin zapéstovanych Vv plastovych kontejnerech (15x15x18 cm)
zapusténych vedle sebe v liniich do zemé na pozemku vV pokusné zahradé¢ Katedry
botaniky UP v arealu Holice. U vSech studovanych populaci oznacenych Stitkem
S popisem populace a roku sbéru byl jiz dfive zjistén stupen ploidie pomoci pritokové

cytometrie (Duchoslav et al. 2015).

7.1. Stanoveni fertility mikrospor

Pro studium fertility mikrospor A. oleraceum jsem odebirala kvéty 33 jedinctim
(Ptiloha, tabulka 1) Ctyf cytotypt (2n = 3x, 4x, 5x, 6x) zjiz existujicich populaci
zapéstovanych v pokusné zahradé v arealu PfF UP v Holici. Cerstvé rozkvetly kvét byl
odebran vzdy v dopolednich hodindch, aby se zachovaly zralé praSniky. Pro stanoveni
fertility mikrospor jsem pouzila metodu fluorescen¢ni mikroskopie (Jetabkova 2005).
Mikrospory jsem naprasila do kapky fluoresceindiacetatu (FDA) na podloznim skle
odmasténém lihem a inkubovala po dobu 5 minut pifi pokojové teploté. Kapku jsem
piikryla krycim sklickem a pozorovala pod fluorescencnim mikroskopem (Olympus
Bx60, Olympus Optical Co. Europa GmbH), pii stonasobném zvétSeni. V zorném poli
jsem spocitala vS§echny mikrospory a pocet vSech mikrospor, které pod fluorescenénim
filtrem svitily jasn¢ zelenou barvou (= fertilni mikrospory). Z téchto pocta jsem ziskala

pomér vyjadiujici fertilitu mikrospor v procentech.

7.2.Méreni velikosti mikrospor
Nasledné jsem pomoci softwaru QuickPHOTO CAMERA 3 zméfila délku
v mikrometrech alespoi u 100 pylovych zrn v kazdém preparatu Vjiz zminéném
zorném poli (Ptiloha, Obr. 5 - 9). U kazdého preparatu jsem vyfotografovala pomoci
kamery snimek v normalnim zobrazeni (bez rezimu fluorescence). Jen u nékterych
snimkd bylo mozné vyfotografovat zivé a svitici mikrospory. Ke vSem snimkiim jsem
(v ramci programu QuickPHOTO CAMERA 3) pfipojila vrstvu s méfitkem tak, aby

odpovidalo aktualnimu zvétSeni objektivu mikroskopu.
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7.3. Stanoveni zivotnosti (kli¢ivosti) mikrospor

Pro studium zivotnosti jsem pouzila metodu kli¢ivosti pylu in vitro (Dafni 1992)
optimalizovanou pro A. sativum, A. longicupsis a A. fistulosum (Havranek, in litt.)
Pfipravila jsem 100 ml zasobniho roztoku z 20 mg H3BO3, 60 mg Ca(NOs),.4H,0, 17 g
sacharosy adestilované vody. Roztok jsem napipetovala do 10 ,.ependorfek®
azamrazila. Z5 ml zasobniho roztoku jsem pfipravila agarovou plenu. Do 5 ml
zasobniho roztoku jsem piidala 50 mg agaru a smés rozvarila ve vodni lazni. Jesté
horkou smés jsem nalila na odmasténd vodorovné poloZend podlozni sklika tak, aby jej
rovnomérné pokryla vrstvou tenkou pfiblizné 1 mm. Po zchladnuti tenkého filmu jsem
naprasila na jeho povrch pyl z Cerstvé otevienych prasnikd. Pyl jsem inkubovala po
dobu 24 hodin pfi pokojové teploté v uzavienych krabickach polozenych na buniciné
nasaklé destilovanou vodou. Za 24 hodin se mély pod mikroskopem spocitat vSechny
kli¢ici pylové lacky a celkovy pocet mikrospor v zorném poli. VZdy mélo byt spocitdno

minimalné 500 pylovych zrn v zorném poli u jednotlivych vzorkd.

7.3. Statistické zpracovani

Data byla analyzovana v programu NCSS 9 (NCSS Inc., Kaysville, USA), pro
testovani vlivu ploidniho stupné na fertilitu mikrospor byla pouzita jednocestna
ANOVA, kde jednotlivé opakovani reprezentovalo procentuelni podil fertilnich
mikrospor. VIliv ploidie na délku mikrospor byl analyzovan obecnym linearnim
modelem (GLM), kde ploidie byla faktorem s pevnym efektem a jedinec byl ndhodnym
faktorem podfazenym ploidii. Do této analyzy byly zahrnuty pouze nesmiSené
populace. Velikost pylovych zrn byla zméfena celkem u 33 kvetoucich jedinct, z nichz
2 byli triploidni, 8 jedinct tetraploidni, 18 jedinct pentaploidni a 2 jedinci hexaploidni
(Ptiloha, tabulka 3). Analyza stanoveni zivotnosti mikrospor zcela chybi kvuli nekli¢eni

pylovych lacek.
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8. Vysledky

8.1. Velikost pylovych zrn

Velikost pylovych zrn se u jednotlivych ploidii A. oleraceum navzajem vyrazné
nelisila, mezi jedinci (populacemi) v ramci ploidii vSak byla odlisna (GLM ploidie:
F =0,420; P = 0,738; jedinec: 24,20, P = 0,000, DF ploidie = 3; DF jedinec = 29; DF
total = 3519). Nepatrné¢ delsi pylova zrna vykazovaly hexaploidni (6x) a tetraploidni
(4x) vzorky A. oleraceum, naopak nejkrat$i byla pylova zrna pentaploidi (Obr. 1,
tabulka 1). Naznak dvouvrcholového rozdéleni velikosti mikrospor u triploidi (Obr. 2)
je zpusoben vyraznym rozdilem mezi studovanymi populacemi. Nejvétsi rozsah

velikosti mikrospor byl zjistén u pentaploidd, nejmensi u hexaploida (Obr. 1).
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Obr. 1. Velikost pylovych zrn (pramér + standardni chyba) studovanych cytotypa Allium oleraceum
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Obr. 2. Histogramy velikosti pylovych zrn v mikrometrech pro jednotlivé ploidie
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8.2. Fertilita pylovych zrn
Jednocestnd ANOVA neprokézala signifikantni vztah mezi fertilitou pylovych
zrn a ploidii (ANOVA, ploidie: F = 1.14, P = 0.348). AvSak nepatrné vyssi fertilitu

pylovych zrn jsem zaznamenala u hexaploidnich (6X) a tetraploidnich (4x) jedincu.
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Obr. 3. Fertilita pylovych zrn (pramér + standardni chyba) studovanych cytotypa Allium oleraceum
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Obr. 4. Krabic¢kovy diagram fertility pylovych zrn a ploidie A. oleraceum
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Obr. 5. Fotografie mikrospor A. oleraceum pii zvét§eni 10x20 — ¢islo populace: 04/87B, tetraploid

S—

Obr. 6. Fotografie mikrospor A. oleraceum p¥i zvétSeni 10x20 — ¢islo populace: 04/87B, fluorescenéni rezim,
tetraploid



Obr. 7. Fotografie mikrospor A. oleraceum p¥i zvét$eni 10x20 — Cislo populace: 04/2C, pentaploid

Obr. 8. Fotografie mikrospor A. oleraceum pii zvét§eni 10x20 — ¢islo populace: 04/88, tetraploid




Obr. 9. Fotografie mikrospor A. oleraceum pfi zvétSeni 10x20 — ¢islo populace: 04/14C, pentaploid

26
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9. Diskuse

V této praci bylo studovano 33 kvetoucich zastupci populaci A. oleraceum
rizného ploidniho stupné (2n = 3x, 4x, 5x, 6x). U téchto kvetoucich jedinc byla
zmétena délka mikrospor pod mikroskopem, kde se ukazalo, ze nejdelsi pylova zrna
byla namétena u hexaploidt. Levan (1933) udéava, ze délka pylovych zrn u rodu Allium
vzrustd spolu se zvySujicim se chromozomovym cislem. Ve vysledcich byla namétena

mnohem nizsi délka pylovych zrn u pentaploidi nez u tetraploidu a triploidi.

Pro urceni fertility mikrospor byla vybrana metoda fluorescene¢ni mikroskopie
(Jetabkova 2005). I pres kratky cas, po ktery byly vzorky pylu vystaveny zareni za
ucelem fluorescence, se podatilo urcit fertilitu mikrospor u vSech 33 kvetoucich
zastupct populaci. Nejvyssi procento fertility bylo zjisténo u hexaploidd a tetraploidi.

v v

jejich omezenou schopnost zapojit se do sexudlniho rozmnozovani (Levin 1975).

Absence vysledku kli¢ivosti pylovych zrn je bohuzel z neznamé piiciny. Mohu
se pouze domnivat, zda hrala dileZitou roli délka inkubace pylovych zrn. Pfi ur€ovani
zivotnosti mikrospor in Vvitro jsem narazila na problém, kdy na pfipraveném agaru
mikrospory nekli¢ily, ackoli mikrospory z totoznych jedinci byly vten samy den
podrobeny urcovani fertility pod fluorescen¢nim mikroskopem (byly viditelné fertilni,
a tim 1 zivé). Proto tato metoda stanoveni zivotnosti mikrospor byla upravena nafedénim
koncentraci roztoku od 10 — 90% s cilem nalezeni vhodné koncentrace. To se vSak
nepodarilo, mikrospory stale nekliCily. Zkousela jsem také kli¢it mikrospory ze zcela
jiného druhu rostliny na tomto agaru, ale opét nevyklicily, i kdyz pod fluorescenénim
mikroskopem zieteln¢ vykazovaly fertilitu. Poté jsem zkouSela stejny postup
S agardzou, na které opéct nevykli¢il Zadny pyl. Proto nebyla metoda stanoveni
zivotnosti mikrospor in vitro zahrnuta do vysledki tohoto projektu.

Jirova (2007) studovala kli¢ivost pylu in vitro téméf identickym postupem s tim
rozdilem, Ze pylova zrna inkubovala po dobu jen 16 hodin. Stanovila klic¢ivost pylu
u tetraploidd, pentaploidi a hexaploidd s vysokou variabilitou kli¢ivosti u pentaploidi
(20-60%). U triploidt stanovila kli¢ivost ptiblizné 1%, coz poukazuje na omezenou

schopnost triploidil Gicastnit se sexudlniho rozmnoZzovani (Levin 1975).
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Astrom a Haggstrom (2004) ve své studii uvadi Zivotaschopnost pylu
u pentaploidi A. oleraceum mezi 20% a 76% s prumérem 55% a kli¢ivost pentaploidi
priblizné 16%. Pro dalsi studium by bylo velmi vhodné analyzovat vyssi pocet vzorki
pokud mozno vy$§im poctem vzacnéjSich cytotypi a S vice nez dvéma zastupci na

populaci, aby bylo mozné vypracovat podrobnéjsi statistické analyzy.
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10. Zavér

Ptedlozend prace je zamétfena na reprodukéni biologii polyploidniho komplexu
A. oleraceum. Rozsifeni druhu je od Skandinavie po oblast Stfedomofi, pfiemz se
hojn¢ vyskytuje ve stfedni, vychodni a zédpadni Evropé (Krahulec & Duchoslav 2010).
U tohoto druhu je znamo zatim Sest cytotypu, od triploidi po oktoploidy (Duchoslav et
al. 2010, Safafova et al. 2011). Ve stiedni Evropé jsou nejéast&jsi tyfi cytotypy
(2n=3x, 4x, 5x, 6x), které se Gasto vyskytuji ve smiSenych populacich (Safatova
& Duchoslav 2010; Safatova et al. 2011). Triploidni jedinci jsou velmi vzacni (Safafova
etal. 2011). Cilem této prace bylo poskytnout literarni reSerSi na uvedené téma
a pomoci studia pylu zjistit mozny vztah mezi ploidnim stupném (2n = 3X, 4%, 5x, 6x)
a fertilitou mikrospor. Studovan byl také mozny vztah mezi délky pylovych zrn

a ploidnimi arovnémi.

Pii analyze studia pylu A. oleraceum jsem dospéla k témto vysledkiim:
1) Velikost pylovych zrn

e velikost pylovych zrn se u jednotlivych ploidii A. oleraceum navzajem vyrazné
nelisila, mezi jedinci (populacemi) v ramci ploidii v§ak byla odli$na

e nepatrné vétsi velikost pylovych zrn vykazovaly hexaploidni (6X) a tetraploidni
(4x) vzorky A. oleraceum, naopak nejmensi byla pylova zrna pentaploida

e naznak dvouvrcholového rozdé€leni velikosti mikrospor u triploid

e nejvetsi rozsah velikosti mikrospor byl zjistén u pentaploidi, nejmensi

u hexaploida
2) Fertilita pylovych zrn

e signifikantni vztah mezi fertilitou pylovych zrn a ploidii nebyl prokazan

e nepatrné vyssi fertilitu pylovych zrn jsem zaznamenala u hexaploidnich (6x)
a tetraploidnich (4x) jedincu.

v v

zrn A. oleraceum
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Ze zjisténych vysledkd vyplyva, ze velikost pylovych zrn je v ramci ploidie
odlisna, avsak predpokladanad (Levan 1933) vzrustajici délka pylovych zrn se
zvySujicim se ploidnim stupném neodpovidd v piipadé pentaploidd. To miize
poukazovat na moznost existence aneuploidie u pentaploidd, popf. triploidd, kde se
mohou tvofit pylova zrna s niz§im poc¢tem chromozomu. Z analyzy vysledku fertility
pylovych zrn vyplyva, ze u triploidi a pentaploidii pravdépodobné existuje omezena

schopnost t¢astnit se sexudlniho rozmnozovani.
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Prilohy

Tabulka 1. Primér a standardni chyba GLM velikosti pylovych zrn a studovanych cytotypi Allium oleraceum

standardni
ploidie pocet primér chyba
3x 223 41.70 1.633264
4x 822 42.34 0.850693
5x 2274 41.48 0.511462
6x 200 42.99 1.724622

Tabulka 2. Fertilita pylovych zrn (priiméry a standardni chyba) studovanych cytotypia Allium oleraceum

standardni
ploidie pocet prumér chyba
3X 2 10,03 16,08007
4x 9 36,41 7,580217
5x 20 31,63 5,084964
6x 2 41,88 16,08007
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Obr. 10. Praméry hodnoty velikosti pylovych zrn u studovanych cytotypia A. oleraceum v mikrometrech
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Obr. 11. Primérné hodnoty fertility pylu studovanych cytotypua A. oleraceum v procentech
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Tabulka 3. Pfehled evropskych populaci pouZitych p¥i vyzkumu

Lo fertilita . B
populace jedinec ) ploidie stat
mikrospor v %

1 04/2C 18,08 5 Slovensko
2 04/4A 41,82 5 Slovensko
3 04/4cC 9,44 5 Slovensko
4 04/5A 5,83 5 Madarsko
5 04/5C 19,71 5 Madarsko
6 04/10E 19,53 5 Slovensko
7 04/12F 12,34 5 Slovensko
8 04/14C 19,31 5 Slovensko
9 04/16 4,94 4 Slovensko
10 04/33E 10,90 5 Madarsko
11 04/48C 20,00 6 Rakousko
12 04/86A 34,00 4 Slovensko
13 04/87B 29,00 4 Slovensko
14 04/88 30,00 4 Slovensko
15 04/103 64,70 4 Francie
16 05/133A 24,16 5 Némecko
17 05/137 53,01 5 Némecko
18 05/157 58,80 4 Slovensko
19 06/12B 58,70 5 Chorvatsko
20 06/14 A 52,77 5 Madarsko
21 06/2A 26,75 5 Madarsko
22 06/16 C 64,34 5 Madarsko
23 06/24 11,00 3 Madarsko

24 06/46 63,00 6 Italie
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Obr. 12. Cesneky z mezinarodni databaze ve skleniku, vyuZité pro studium (ilustraéni fotografie)



