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1 Uvod

Je¢men sety (Hordeum vulgare subsp. vulgare) je diploidni rostlina (2x), ktera ma 14 chromozomd,
stejné tak jeho progenitor divoky je¢men (Hordeum vulgare subsp. spontaneum; IBGSC, 2012). Semena
jeémene setého se tvoii béhem tzv. dvojitého oplozeni, kdy je zarodeény vak oplozen dvéma
spermatickymi bunikami. Jedna splyva s vaje¢nou buiikou za vzniku diploidniho embrya a druhé splyva
S dvéma jadry zarode¢ného vaku, kdy vznika triploidni pletivo tzv. endosperm, ktery zajistuje vyzivu
embrya. Endosperm tak obsahuje dvé kopie matetského genomu a jednu otcovského (2m:1p) a tento
pomér je zasadni pro spravny vyvoj semene. K naruseni tohoto poméru mtze dochazet mezidruhovym,
¢i interploidnim kifiZenim, které mohou vést ke vzniku tzv. paternalniho konfliktu. Parentalni konflikt
pfedpoklada, Zze zajmy matky a otce jsou v rozporu, kdy otec usiluje o maximalni vyvoj potomki,

zatimco zajmem matky je stejny vyvin vSech potomku (Pires, 2014; Kinoshita, 2018).

V této diplomové praci jsme se proto zaméfili na studium vlivu parentalniho konfliktu na vyvoj semen
vzniklych interploidnim kfiZzenim u je€mene. Abychom toto mohli sledovat u je¢mene, prvnim krokem
bylo vytvofit tetraploidni linie, poté tyto linie charakterizovat a vybrat stabilni linii pro finalni krok,

kterym bylo samotné interploidni kiiZeni.



2 Cile prace

Pro vypracovani diplomové prace byly stanovené nasledujici cile prace:

1.

N o o~ w

Zpracovani literarni reSerSe na téma genomové stability polyploidu a pohlavim ovlivnéného
vyvoje semen.

Optimalizace in vitro protokolu tvorby tetraploidniho jeémene (oSetfeni kolchicinem
diploidniho je¢mene).

Charakteristika rostlin tetraploidniho je¢mene (vegetativni a reprodukéni faze rastu rostlin).
Porovnani exprese vybranych gent kveteni u diploidnich a tetraploidnich rostlin (RT-gPCR).
Kf¥izeni a studium fenotypu vyvoje F1 interploidnich semen.

Studium anatomie hybridnich semen pomoci mikrotomovych fezi.

Zvladnuti prace se svetelnym, fluorescencnim a semi-konfokalnim mikroskopem.



3 Literarni prehled

3.1 Taxonomie a morfologie je¢cmene

Je¢men sety (Hordeum vulgare subsp. vulgare; 2n = 2x = 14; 5,1 Gbp/1C) je jednoleta obilovina fadici
se do krytosemennych jednodéloznych rostlin spadajicich pod celed” Poaceae (lipnicovitych) a rod
Hordeum. Tento rod pojima celkové 32 druhd se zékladnim po¢tem chromozomi x = 7, véetné
diploidnich, tetraploidnich a hexaploidnich druhdi. Zatimco jeCmen sety jako jediny kultivovany
zastupce tohoto rodu a jeho progenitor Hordeum vulgare subsp. spontaneum (dale nazyvany jako divoky
je¢men) jsou diploidni druhy s po¢tem chromozomi 2n = 2x = 14 (IBGSC, 2012; Blattner, 2018).

Kultivovany je¢men je ¢tvrtou obilninou v celosvétové produkcei a péstuje se zhruba ve 100 zemich
celosvétove (Bartlett et al., 2008; Langridge, 2018). Jeho semena jsou vyuZzivana jako krmivo pro zvitata
(70 %), k produkci alkoholickych napoju (21 %), ale také jako zdroj potravy (6 %). K tomu v dnesni
dobé dochazi ke zvySovani zdjmu o vyuziti jecmene pro vyrobu biopaliv, kosmetiku a molekularni

zemeédelstvi (Hicks et al., 2014; Holaskova et al., 2018; Langridge, 2018; Nowicka et al., 2021).

Divoky je¢men je pro je¢men sety bohatym zdrojem gent rezistentnich, jak k abiotickym stresim jako
jsou sucho (Wang et al., 2018), salinita (Yan et al., 2008), chlad (Chen et al., 2008), ¢i teplo (Bahrami
et al., 2019), tak k biotickym stresim jako jsou naptiklad plisné (Fetch et al., 2003). Coz jsou zadouci

vlastnosti, které jsou nad¢ji pro zlepseni obilovin.

Co se tyce morfologie jeCmene, tato rostlina je tvofena dlouhym dutym stonkem, ktery nazyvame stéblo,
jeji kvétenstvi se nazyva klas a plod obilka. Stébla jsou vzpiimena a skladaji se z dutych internodii
oddélenych uzly nesoucich listy. Listy jeCmene jsou carkovité a tvoii se na opacnych stranach stonku

(AGO, GTR, 2021).
3.1.1 Reprodukéni morfologie jeCmene

Rostlina zralého je¢mene se sklada z centralniho stonku a 2—5 vétvenych stonkd nazyvanych odnoze.
Vrchol centralniho stonku a kazda fertilni odnoz nese klas. Klas je poté tvotren jednotlivymi klasky
a kazdy klasek nese jeden kvitek. Klasek se poté sklada ze dvou pluch, coz jsou prazdné listeny a uvnitf
se nachazi kvitek, ktery je tvofen dvéma listeny lemma a palea, které¢ uzaviraji reprodukéni organy
(Obrazek 1; AGO, GTR, 2021). Jednotlivé klasky mohou byt uspofadany na klasech do dvou ¢&i Sesti
fad (Komatsuda et al., 2007).
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Obriazek 1: Stavba klasku je¢mene (inspirovano AGO, GTR, 2021).

JeCmen lze rozdé€lit na zimni a jarni typ. Odridy zimniho jeCmene pro zahajeni kveteni potiebuji obdobi
chladu (vernalizace), zatimco odridy jarniho je¢mene vernalizaci nepotiebuji. Zimni odridy navic

produkuji vice odnozi oproti jarnim odriaddm (AGO, GTR, 2021).

Kultivovany je¢men a jeho progenitor divoky je¢men se rozmnozuji vyhradné samoopylenim (~99 %)

a genovy tok v jeCmeni je tak velmi nizky (AGO, GTR, 2021).
3.1.2 Stavba a vyvoj semene

Semeno je dulezitym organem, diky kterému je rostlina schopna se pohlavné rozmnozovat. Sklada se
ze tii dulezitych ¢asti. Prvni z nich je embryo, které nese samostatnou genetickou informaci pro dalsi
generaci. Druhou dilezitou soucasti semene je endosperm, ktery slouzi jako zasobarna Zivin pro embryo
a podporuje tak embryogenezi a je tedy z velké ¢asti spotiebovan vyvijejicim se embryem nebo po
vykliceni sazenice (Lopes a Larkins, 1993). U je¢mene v suchych semenech endosperm zabira 80 %
z celého semene (Nowicka et al., 2021). Posledni ¢ast semene tvoii tzv. osemeni, které slouzi jako

ochranné pouzdro celého semene pti dormanci, ¢i kli¢eni (Dante et al., 2014).

Riist a vyvoj semene, od oplodnéni aZ po zralé semeno, miizeme rozdélit do tii fazi. Faze I (0—6 dni po
opyleni — ang. day after pollination — DAP) zac¢ina dvojitym oplozenim a pokracuje naslednou
proliferaci. Faze II (7-20 DAP) je typicka diferenciaci bun¢k a akumulaci zasobnich latek. A kone¢na
faze, faze 11l (21 DAP a dal) je charakteristicka ubytkem hmotnosti z divodu vysychani semene
a dormance (Obrazek 2; Rodriguez et al., 2015, Nowicka et al., 2021).
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Obrazek 2: Fenotyp vyvijejicich se semen je¢mene kultivaru Compana (pfevzato a upraveno z Nowicka et al., 2021). Méfitko

odpovida 5 mm.

Vyvoj semene u jeCmene je stejné jako u jinych krytosemennych rostlin iniciovan dvojitym oplozenim.
Jedna se o proces, pii kterém dochazi ke splynuti jedné spermatické bunky s vaje¢nou buiikou za vzniku
diploidniho embrya (2x — obsahuje jednu kopii genomu od kazdého rodi¢e, 1m:1p), zatimco druha
spermatickd buiika splyva se dvéma jadry centralni buiiky a vznikd tak triploidni endosperm (3x —
obsahuje dvé kopie samic¢iho genomu a jednu kopii samciho genomu, 2m:1p). Cely tento proces
se odehrava v zarodecném vaku (samic¢i gametofyt), ktery se nachazi uvnitt vajicka. Samci gametofyty
oproti tomu vznikaji v prasniku ve formé pylovych zrn, kde kazdé zrno obsahuje jednu vegetativni a dvé
generativni bunky jinymi slovy dvé spermatické buiiky. Po opyleni se tak z vajicka stdva semeno (Lopes

a Larkins,1993).

Semena jeCmene stejné jako semena jinych obilovin jako jsou naptiklad pSenice, ryze, kukutice, oves
a zito jsou zdrojem bohatym na vitaminy, mineraly, sacharidy, tuky a bilkoviny. Jsou tak vyuzivany pro
tvorbu potravin jako jsou téstoviny, chléb, mouka, ¢i alkoholické napoje, ale také slouzi pro vyrobu
krmiva pro zvifata (Sarwar et al., 2013). Semena obilovin také obsahuji pro zdravi ¢lovéka dualezitou
rozpustnou vlakninu. Bylo prokazéno, Ze tato vlaknina snizuje riziko rakoviny tlustého stieva
a kone¢niku (Bingham et al., 2003), obezity (Liu et al., 2003), divertikularni choroby (Aldoori et al.,
1998), cukrovky druhého typu a kardiovaskularnich onemocnéni (Jacobs a Gallaher 2004).

3.1.3 Stavba a vyvoj embrya

Strukturu embrya miizeme rozd¢lit do tii hlavnich ¢asti. Prvni z nich je embryonalni koten (radikula),
ktery je obklopeny kotenovou pochvou (koleorhiza). Dale se déli na vyhonkovy apikalni meristém
(plumula), ktery dava zaklad epikotylu a je chranén pupenovou pochvou (koleoptile) a na Stitek
(scutellum — modifikovany cotyledon; Obrazek 3). V embryu u jednodé€loznych rostlin se nachazi pouze

jeden kli¢ni list (cotyledon; Rodriguez et al., 2015).
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Obrazek 3: Popis embrya u podélného fezu semene je¢mene starého 16 DAP (inspirovano Rodriguez et al., 2015).

Vyvoj embrya neboli embryogeneze je proces, ktery je zah4jen oplozenim vajecné buiiky spermatickou
buitkou za vzniku zygoty. Zygota se pak nasledné asymetricky dé€li a vytvaii tak apikalni a bazalni
buitku. U mnoho rostlin je proembryo tvofeno pouze proliferaci apikalni bunky, nicméné naptiklad
u lipnicovitych se apikalni a bazalni bunky podileji stejnou mirou na tvorbé embryonalnich struktur.
Apikalni bunka dava zaklad klicnimu listu a horni ¢asti stonku (epikotyl), zatimco bazalni bunka dava
zaklad tvorbé radikuly a hypokotylu. Pozdéjsi faze vyvoje embrya zahrnuji rizné fyziologické zmény,
které umoziuji embryu tolerovat vysuseni nebo také navodit dormanci a zamezit tak kliceni po urcitou

dobu (Dante, 2014; Sabelli, 2012).
3.1.4 Stavba a vyvoj endospermu

Endosperm je zasobni organ, ktery vznika diky dvojitému oplozeni. PIné vyvinuty endosperm se sklada
ze &tyt hlavnich typti bunék. Skrobového endospermu, aleuronové vrstvy, transferovych bunék a bunék

obklopujicich embryo (Obrazek 4; Olsen, 2001).

Aleuronova vrstva

Skrobovy endosperm

Buriky obklopujici embryo o Transferové buriky

Obriazek 4: Schéma podélného fezu semenem a jednotlivych typt bunék v endospermu (pfevzato a upraveno z Olsen, 2001).



Aby mohlo dojit ke vzniku téchto jednotlivych bunék, musi endosperm projit nékolika fazemi vyvoje.
Prvni dvé faze jsou tvorba syncytia a celularizace. Poté nésleduje diferenciace, kterd zahrnuje mitozu,
endoreduplikaci a akumulaci zdsobnich sloucenin. Finalni fazi je pak samotné zrani (Sabelli a Larkins,
2009).

Prave po dvojitém oplozeni nastava faze tvorby syncytia. Jedna se o fazi, kdy vzniklé triploidni embryo
prochazi fadou synchronizovaného déleni pifi absenci bunétné stény a cytokineze, ¢imz dochazi
k vzniku syncytia obsahujiciho mnoho jader, obklopujici velkou centralni vakuolu (Olsen, 2001). Tato
faze trva obvykle az 5 DAP, podle zavislosti na daném druhu (Sabelli a Larkins, 2009). Faze celularizace
je zahdjena vznikem radidlniho mikrotubularniho systému, ktery se tvofi z oball jednotlivych jader
syncytia a dochazi tak vzniku trubicovitych struktur, které nazyvame alveoly. Disledkem mitotického
déleni jader v alveolech, cytokineze a naslednou tvorbou bunécné stény dochazi ke vzniku nové
periferni vrstvy bunék a nové vrstvy alveol smérem k centralni vakuole. Cyklickym opakovanim
stejnych udalosti, tak dochazi k postupnému potlac¢eni centralni vakuoly az do jejiho samotného zaniku
a tim kompletace celularizace (Olsen, 2001). Tento proces je obvykle u obilnin dokon¢en béhem 8 DAP

(Sabelli a Larkins, 2009).

Déle nastava faze diferenciace, kdy dochézi ke vzniku ctyt hlavnich typi bunek zminénych vyse.
Nékteré vrstvy endospermu v blizkosti placenty se zacinaji dieferencovat diive, dokonce jiz pred
ukon¢enim samotné celularizace, a to na transferové bunky. Tyto buniky maji zvétSeny povrch
cytoplazmatické membrany pro snazsi absorpci zivin a jejich nasledny pienos do endospermu (Olsen,

2001; Sabelli a Larkins, 2009).

Aleuronové buiiky pokryvaji cely obvod endospermu, kromé oblasti transferovych bunék. U nekterych
druhtt mohou tvoftit jednu az dvé vrstvy, vyjimkou je jeCmen, ktery obsahuje vrstvy tfi. Aleuronové
buiiky obsahuji hustou zrnitou cytoplazmu, diky ptfitomnosti malych vakuol s inkluznimi t€lisky, které
nazyvame aleuronova zrna. Diky specialnimu vyvojovému programu jsou aleuronové burky tolerantni

k vysychani a jsou tak schopny piezit proces zrani (Olsen, 2001).

vvvvvv

Jednu z nejdulezitéjsich &asti endospermu tvori $krobovy endosperm. Skrobovy endosperm predstavuje
nejvetsi ¢ast bunééné hmoty v endospermu, ktera se u jeémene sklada z 80 000-90 000 bungk (Olsen,
2001). Jedna se o dilezity zdroj Skrobu, jehoz tvorbu zabezpecuji Etyfi enzymy: ADP-gluko6zo-
pyrofosforylaza, skrobova syntaza, odvétvovaci a vétvici enzym (James et al., 2003). Dalsi dalezitou
soucasti skrobového endospermu jsou zasobni proteiny prolaminu a globuliny, ale mize dochazet
k hromadéni i jinych minoritnich proteint. Jak prolaminy, tak i globuliny tvoii nerozpustna proteinova
téliska v lumenu drsného endoplazmatického retikula, k jejichz hromadéni dochazi zejména v pozdni
fazi vyvoje endospermu. Po celularizaci a diferenciaci buiiky Skrobového endospermu podstupuji
endoreduplikaci (vysvétleno pozdgji) a poté proces podobny programované bunécné smrti u zivocisnych

bun¢k (Olsen, 2001, Sabelli a Larkins, 2009).



Poslednim typem bunck, které vznikaji diferenciaci, jsou bunky obklopujici embryo. Tyto bunky
se skladaji z nékolika vrstev a obklopuji tak celé embryo v jeho rané fazi. S ristem embrya pak dochazi
k redukci téchto bunék a okolo 12 DAP mzeme pozorovat pouhé jejich pozistatky v tésné blizkosti
embrya (Sabelli a Larkins, 2009). Konkrétni funkce téchto bunék neni zcela prozkoumana, ale
predpoklada se, Ze se podileji na zdsobovani embrya cukry nebo také ze predstavuji fyzickou bariéru
mezi embryem a endospermem a poskytuji tak prostor pro komunikaci mezi témito dvéma strukturami

(Olsen, 2004; Sabelli a Larkins, 2009).
3.1.5 Vyvoj osemeni a jeho funkce

Osementi je ochranna struktura matetfského ptvodu, kterd se vyviji z integumentd obalujicich vajicko.
U lipnicovitych je osemeni navic srostlé s oplodim, které také jinak nazyvame perikarp (Sabelli, 2012).
Z botanického hlediska, kvili pfitomnosti perikarpu, je je¢né zrno jednosemennym ovocem (Rodriguez
etal., 2015). Jeho riist a diferenciace je zahajena fertilizaci a prochazi fadzemi bunécného de€leni, elongaci
bun¢k, samotnou diferenciaci a programovanou bunécnou smrti, kterd je koordinovana s vyvojem
embrya a endospermu (Haughn a Chaudhury, 2005). Pfed oplozenim vajicka jsou bunky relativné
nediferencované, nicméné po oplozeni dochazi k jejich zna¢né diferenciaci na specializované typy
bunék, nebo muze dokonce dochazet k akumulaci pigmentd, které napomahaji utvaret celkovou

morfologii semene (Moise et al., 2005).

Osemeni poskytuje mechanickou bariéru, kterd chrani embryo a endosperm a zaroven zajistuje vymeénu
plynt a tekutin s okolnim prostfedim. Jeho hlavni funkeci je ochrana semene pii dormanci, kdy osemeni
brani vyvoji embrya v semenacek, ¢i rostlinku a umoznuje tak potomstvu pieziti za nepfiznivych
vnéjSich podminek. Osemeni hraje také dilezitou roli béhem kli¢eni semene, kdy musi dojit
k jeho oslabeni a rozlomeni, ¢imz mtize poskytnout slozky, které piispivaji k odolnosti viéi biotickym

a abiotickym stresim (Moise et al., 2005).
3.2 Polyloidie

Ploidii Ize charakterizovat jako pocet kopii genomu obsaZzenych v jednom samostatném jadie. Diploidni
bunééné jadro tak obsahuje dveé kopie genomu, zatimco bunécné jadro, které obsahuje vice jak dvé kopie

genomu, napiiklad 3, 4 nebo 8, nazyvame jako polyploidni (Robinson et al., 2018).

K oznadeni ploidie se pak pouZivaji dva zakladni terminy, a to hodnota ,,n“ a hodnota ,,C*“. Hodnota ,,n*
nam udava pocet samostatnych chromozomu v bunice (Edgar a Orr-Weaver, 2001), zatimco hodnota
,,C* stanovuje obsah DNA v jedné haploidni sadé chromozomu pied samotnou replikaci DNA (Dolezel
a Bartos, 2005).



Pii zméné, tedy zvyseni, €i snizeni ploidie dochdzi ke zméné, jak objemu chromatinu v jadfe, tak
i ke zméné poctu kopii kazdého genu. S témito zménami jsou spojeny ucinky, které zahrnuji zmény

Vv genové expresi, velikosti jadra, velikosti bunék a celkové velikosti organismu (Robinson et al., 2018).

V rostlinné fiSi je zvySovani ploidie tzv. polyploidizace béznd a u nékterych rostlinnych linii je
spojovana se zvySenou genetickou rozmanitosti (Comai, 2005). Polyploidizace je také dulezitym
mechanismem pro evoluci rostlin. Témé&f 70 % krytosemennych rostlin si pro§lo béhem svého vyvoje

polyploidizaci (Zhang et al., 2014).

U rostlin miize dochazet ke zméné ploidie dvéma zptsoby. Prvnim mechanismem je znasobeni celého
genomu (zkratka WGM -z anglického nazvu whole-genome multiplication), ktery bude detailné popsan
Vv nasledujici podkapitole. Druhym zptsobem je endoreduplikace (Robinson et al, 2018). Tato zména
nastava v jednotlivych buiikach béhem diferenciace. Endoreduplikace je navozena prostiednictvim
tzv. endocyklu, ktery je alternativou k bunéénému mitotickému cyklu. Klasicky bunéény cyklus
zahrnuje zdvojeni obsahu DNA a nésledné rozdé€leni genetického materialu jadra do dvou dcetinych
bunek. V ptipad¢ endoreduplikace dochazi ke zmozeni obsahu DNA, ale nedochdzi k mitéze, tedy
segregaci, coz vede ke vzniku chromozomi se zvySenym poctem chromatid (Joubés a Chevalier, 2000).
Endoreduplikace je tak spojena se zvétSenou velikosti buné€k a je pfitomna ve vétSing pletiv u vétSiny
krytosemennych rostlin (Barow, 2006). U vyvijejicich se semen probiha v embryu, endospermu,

a dokonce i v osemeni (Nowicka et al., 2021).
3.2.1 Polyploidizace celogenomovou multiplikaci

Jak uz nazev napovida, tak WGM zvysuje ploidii ve vSech buikach organismu. Tato zména je
asociovana se zvétSenim velikosti bunék, ale také se zvétSenim samotné rostliny (Robinson et al., 2018).
K znasobeni celého genomu mize dochazet bud’ mezidruhovym kiizenim, kdy prostfednictvim
pohlavnich bunék dochazi ke splyvani dvou odlisnych genomu nesoucich nehomologni chromozomy.
Schopnost téchto nehomolognich chromozomu se parovat je poté navozena jejich duplikaci. Takto
vzniklé rostliny nazyvame jako allopolyploidni. Druhou moznosti je zdvojeni chromozomi
pochazejicich od stejnych druhti a zabranéni jejich nasledné segregace. Takové rostliny nazyvame jako

autopolyploidni (Manzoor et al., 2019).

Polyploidie miize byt pro vyzkumné ucely také navozena uméle interploidni a interspecifickou
hybridizaci, somatickym zdvojenim kolchicinem, nebo jako vedlejsi G€inek regenerace a péstovani
rostlin in vitro (Fatima et al., 2015). Pro indukci polyploidie se pouZzivaji rizné rostlinné organy, ¢i

pletiva. Pfikladem mohou byt kofeny, semena, nebo apikalni meristém (Obrazek 5; Ghani et al., 2014).
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Obrazek 5: Schématické znazornéni in vitro indukce polyploidizace (pfevzato a upraveno z Gantait a Mukheriee, 2021).

Zajem o polyploidii ve $lechténi rostlin se objevil az po objeveni mitotického inhibitoru — kolchicinu.
Kolchicin se ziskava z cibuli a semen ocuinu jesenniho nebo Safranu lu¢niho. Jednd se o extrémné
jedovaty alkaloid, ktery je snadno rozpustny ve vodé, chloroformu a alkoholu, naopak v teplé vodé se
jeho rozpustnost snizuje. Kolchicin je tzv. mitoticky jed, ktery zabraruje tvorbé mikrotubull a indukuje
polyploidii tim, Ze brani segregaci chromozomil po jejich duplikaci (Manzoor et al., 2014). Jelikoz je
kolchicin pro rostliny vysoce toxicky, je doporu¢ovano podavat nizké davky, a naopak proslouzit dobu
expozice pro spolehlivé snizeni toxicity a urychleni tvorby polyploidd (Sajjad et al., 2013). Dalsi
antimitotické ¢inidlo, které se v8ak pouziva v men$im méfitku, je oryzalin a/nebo trifluralin (Gantait

a Mukheriee, 2021).
3.2.2 Uméla tetraploidizace/polyploidizace jecmene

Slechténi je dnes jednim z neji¢inn&jsich opatieni pro zabezpedeni zemédélské vyroby. Generovani
zdvojenych haploidi neboli kiizeni dvou haploidd s naslednym zdvojenim chromozomii pomoci
kolchicinu se ukazalo byt nastrojem pro urychleni $lechténi. Haploidi jsou zakladnim typem ploidie,

prostiednictvim kterych mohou byt snadno produkovani diploidi ¢i tetraploidi (Satpathy et al., 2021).
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Haploidni rostliny mohou byt vytvoteny hned nékolika zplsoby. Prvnim znich je mezidruhova
hybridizace mezi jeémenem setym a Hordeum bulbosum. Timto zptisobem vznika hybridni zygota, kdy
dojde ke ztraté chromozomu pochazejicich od H. bulbosum jiz v rané fazi vyvoje a dochazi tak vyvoji
haploidni rostliny je¢mene (Gernand et al., 2006). Dal§im zpisobem muze byt vyuziti explantatovych
kultur, konkrétné napiiklad mikrospor nebo praS$nikli, které prosli androgenezi a jsou schopny
produkovat haploidni rostliny kultivaci in vitro. Zdvojeni chromozomu je pak v obou pfipadech
navozeno chemicky kolchicinem. Tento zplsob Slechténi vytvari geneticky stabilni homozygotni

diploidy (Chen at al., 2021).

Pro zlepSeni odrid plodin je nasledné vyuzivana ume¢la tetraploidizace neboli vytvoreni tetraploidnich
linii navozenim zdvojeni chromozomi diploidnich jedinct. U je¢mene byla prvni tetraploidizace
navozena pusobenim vysoké teploty (40—45°C) pted prvnim délenim zygoty (Miintzing et al., 1937).
Cast&jsim zptisobem je navozeni tetraploidizace chemicky prostiednictvim antimitotickych &inidel

(uvedeno vyse) jako je kolchicin (Sourour et al., 2014; Sun et al., 2020).

Tetraploidni rostliny jeCmene vykazovaly pomalejsi rist, krat$i odnoze a nizsi pocet listl ve srovnani

s kontrolnimi diploidnimi rostlinami (Sourour et al., 2014).
3.3 Parentalni konflikt a jeho ptivod

Pojem parentalni konflikt popisuje tzv. valku mezi rodi¢i tykajicich se vyvoje jejich potomstva.
Parentalni konflikt tvrdi, ze z4jmy matky a otce jsou v rozporu. Zatimco otec usiluje o co nejvetsi
a nejsilngjsi potomstvo, zajmem matky je rovnocenny vyvoj vSech potomkii na tkor jejich velikosti

(Pires, 2014; Kinoshita, 2018).

Drive v semennych rostlinach jedinou moznosti pro otce, jak zvysit uspésnost jejich potomkt bylo
prostfednictvim zlepSeni fitness sam¢iho gametofytu a gamet. Rozhodovani o pterozdéleni vyzivnych
zdroji pro potomky bylo pouze na matce, jelikoz vyvoj embrya probihd vyhradné¢ v matefském
sporofytu. To se vSak zmeénilo s vyvojem tzv. biparentdlni vyzivné tkané neboli endospermu
u krytosemennych rostlin. Evoluce takovéhoto endospermu umoznila otcim zapojeni do embryogeneze
a zapojeni do rozhodovani o pferozdélovani vyzivnych zdroji. Pravé toto zapojeni otcti do
embryogeneze umoznilo vytvofit potenciondlni konflikt mezi otcem a matkou o prerozdéleni vyzivnych
zdroju pro potomky. Nicméné nékteré linie ranné kvetoucich rostlin brzy po evoluci biparentalniho
endospermu zdvojnasobily ploidii centralni bunky zarode¢ného vaku, coz vedlo k zdvojnasobeni
matefského genomu v endospermu, coz umoznilo matkdm opét ziskat kontrolu nad embryogenezi

(Dilkes a Comai, 2004; Pires, 2014).

Takovyto zarode¢ny vak vznika z haploidni megaspory, ktera poté prochazi ttemi mitotickymi délenimi
a vznika tak 8 jader v syncytiu. Syncytium nasledné€ prochazi fazi celularizace a dava tak za vznik dvéma

synergidam a vaje¢né bunice na mikropylarnim konci, centralni bufice se dvéma jadry a tfem antipodam
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na chaldznim konci. Po oplozeni takového zarodecného vaku s diploidni centralni buiikou, dochazi ke
vzniku triploidniho endospermu a zajistuje tak, ze endosperm obsahuje dvé kopie matetského a jednu

kopii otcovského genomu (2m:1p; Friedman a Williams, 2003).

Evoluci triploidniho endospermu jiz nedochazi prakticky k zddnym zvratim zpét k diploidnim
endospermiim, jinymi slovy nedochazi k vyzivovani embrya pouze sami¢im gametofytem. Takto
vznikly endosperm s rozdilnym pomeérem rodiCovskych genomtli se stal soucasti embryogeneze

u kvetoucich rostlin, jakou zname dnes (Friedman et al., 2012).
3.3.1 Interploidni k¥iZeni a triploidni blok

Udrzovani parentalniho konfliktu v balanci je zasadni pro spravny vyvoj semene. Nejvice nachylnou
tkani na udrzeni této balance je endosperm. K naruseni takto nastolené rovnovahy miize dochazet bud’
prostfednictvim mezidruhovych, ¢i interploidnich kiizenich. Divodem tohoto jevu je izolac¢ni bariéra,

kterou nazyvame také jako triploidni blok (Brandvain a Haig, 2005).

Pti kiizeni jedinct s rGznou trovni ploidie, ¢asto dochazi k poskozeni endospermu, coz brani tispésné
hybridizaci. Zatimco pii kiizeni dvou diplodnich, ¢i dvou tetraploidnich jedincti dochazi k uspésnému
vyvoji. Naopak je tomu pfi kiizeni diploidniho a tetraploidniho jedince, kdy dochazi casto

k abnormalnimu vyvoji, ¢i k abortu semene (Haig, 2013).

Jelikoz tato reprodukéni bariéra/ triploidni blok zasahuje i do kiiZzeni mezi diploidem a z ného
odvozenym autotetraploidem, lze predpokladat, ze zde neni nijak zasadni geneticky rozdil, ktery by mél
branit spravnému vyvoji. Byla proto provedena fada studii, ktera se snazila tento triplodni blok vysvétlit.
Nejprve byl pfisuzovan triploidni blok nerovnovaze v poméru genomu v rdznych tkanich semene
(Miintzing, 1930; Watkins, 1932; Valentine, 1954). Poté padla myslenka, Ze selhani endospermu muize
byt zpusobeno genetickou konstituci samotného endospermu (Wangenheim, 1957). Nicméné v roce
1971 Sarkar a Coe popteli vSechny predchazejici hypotézy a jako zasadni podminku pro spravny vyvoj
semene povazovali triploidni endosperm, avSak bez jakéhokoliv odivodnéni. AZ studie provadéna na
kukufici dokazala tento fenomén objasnit. Ukazalo se, Ze nutnosti pro spravny vyvoj semene, respektive
endospermu je ptitomnost dvou maternalnich genomu na jeden paternalni genom, tedy udrZeni poméru

2m:1p (Lin, 1984).

KiiZeni mezi diploidem a teteraploidem byla provadéna také u modelové rostliny Arabidopsis thaliana
a ruznych druhti z ¢eledi Brassicaceae, napiiklad brukve zelné a kokosky pastusi tobolky. VSechny
zminované druhy predstavuji typ semene, kde vyvijejici se embryo spotiebovava vétsinu endospermu
pred dozranim semene. Ukazalo se, ze v piipad¢, kdy byla kiizena diplodni matka s tetraploidnim otcem
a doslo tak ke zméné poméri v endospermu na 2m:2p, endosperm se zacal typicky nadmérné
proliferovat kvuli zrychlené rychlosti mitotického déleni a opoZzdéné celularizaci. V takovémto piipadé

se jedna o efekt tzv. paternalniho nadbytku a pokud v takovémto piipadé vznikaji Zivotaschopna semena,
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jsou typicky vétsi a t€z8i nez klasicka semena. Naopak, pokud dochazelo k tzv. maternalnimu nadbytku,
Vv ptipadé kiizeni tetraploidni matky s diploidnim otcem, dochazelo ke zméné poméru v endospermu na
4m:1p (Obrazek 6). V takovéto situaci endosperm vykazoval snizené mitotické déleni a pted¢asnou
celularizaci, coz vedlo k produkci mensich a leh¢ich semen (Scott et al., 1998; Stoute et al., 2012; Lafon-

Placette et al., 2018).

KfiZeni stejnych ploidif Interploidni k¥iZeni
Samci gamety Spermatické buriky Spermatické buriky Spermatické buriky Spermatické buriky
® e @ 0
1x 1x 2x  2x 1x 1x 2% 2x
Fertilizace | ‘
e (e (Dol e e
1x 1x
CB VB CB VB CB VB CB VB
7
yposa 3x 4x
primarni ox 3x
endosperm
Endosperm Embryo Endosperm  Embryo Endosperm Embryo Endosperm Embryo
Pomér genomu 2m:1p im:1p 2m:1p im:1p 2m:2p 1m:2p 4Am:1p 2m:1p
Diploid Tetraploid Paternalni nadbytek ~ Maternalni nadbytek

Obrazek 6: Schématické znazornéni nasledku kiizeni stejnych ploidii a interploidniho kfizeni (pfevzato a upraveno
z Pennington et al., 2008). CB — centralni buiika; VB — vaje¢na buiika; zndzornéna ploidie (1x — haploidni, 2x — diploidni, 3 —

triploidni, 4x — tetraploidni, 5x — pentaploidni, 6x — hexaploidni) a rodi¢ovsky ptivod (m — maternalni; p — paternalni).

Podobné vysledky byly pozorovany také u trav (Poaceae), které maji obecné velky endosperm,
a predevsim obiloviny byly vyslechtény pro svou vysokou nutri¢éni hodnotu. Piikladem muze byt
kukufice a ryze, kdy endospermy s pomérem 2m:2p vykazovaly prodlouzenou proliferaci s opozdénym
nastupem endoreduplikace, a zaroven nebyly schopny vytvofit vrstvu transferovych bunék. Naopak
endospermy s pomérem 4m:1p vykazovaly snizenou mitotickou proliferaci s pfedasnym nastupem
endoreduplikace (Leblanc et al., 2002; Pennington et al., 2008; Ishikawa et al., 2011). Coz naznacuje,
ze maternalni nadbytek zpisobuje brzké umlceni genti spojenych s proliferaci endospermu a zaroven
brzkou aktivaci genll spojenych s diferenciaci, zatimco paternalni nadbytek mé opacny efekt (Li

a Dickinson, 2010).

Tyto studie prokazali, Ze pokud kiiZime jedince s riznou ploidii, dochazi k eskalaci parentalniho
konfliktu, jelikoz se méni pomér v endospermu 2m:1p a zajmy otce a matky jsou tak v rozporu.
Zpisoby, jakymi lze udrzet parentalni konflikt v balanci a zajistit tak spravny vyvoj semen, je bud’

prostiednictvim ploidie, ¢i genomového imprintingu (Dilkes a Comai, 2004; Pires, 2014).
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4  Material a metody
4.1 Biologicky material
e Kaultivovany je¢men (Hordeum vulgare ssp. vulgare, 2n=2x=14), jarni typ, dvoufadi elitni
kultivar Compana (Pl 539111)
e Kultivovany je¢men (Hordeum vulgare ssp. vulgare, 2n=2x=14), jarni typ, Sestifady elitni
kultivar Morex (BCC 906)

e Divoky je¢men (Hordeum vulgare ssp. spontaneum, 2n=2x=14) fakultativni typ, dvoufady
(HOR 12560)

Semena kultivaru Compana byla ziskana z Narodni sbirky malych zrn narodniho Systému pro rostlinné
germplazmy Ministerstva zemédélstvi a zeméd€lského vyzkumu USA (angl. National Small Grains
Collection of the National Plant Germplasm Systém of the United States Dapartment of Agriculture-
Agricultural Research Service). Semena zbyvajicich rostlin byla ziskana z Leibnizova institutu pro
genetiku rostlin a vyzkum rostlinnych plodin (angl. Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant

Research — IPK), Gatersleben, Némecko.

4.2 Chemikalie
o 23,5-trifenyltetrazolium chlorid (C19H15CIN4; Sigma-Aldrich, kat. ¢. T8877)
e 37% formaldehyd (Sigma-Aldrich, kat. ¢. F8775)
e 37% kyselina chlorovodikova (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 435570)
o 4’ 6-diamidino-2-fenylindol dihydrochlorid (DAPI; Sigma-Aldrich kat. ¢. 10236276001)
e >99.9% absolutni ethanol (EtOH; Merck kat. ¢. MFCD00003568)
e 96% etanol (Lachner, kat.¢. 20025-A96-M1000-1)
e agar6za (Amresco, kat. ¢. 0491B70)
e blokovaci ¢inidlo (Roche, kat.¢. 11096176001)
e bovinni sérum albumin (BSA; Sigma-Aldrich, kat. ¢. A3294-100G)
e Dbiotin-11-dUTP (Roche, kat. ¢. 11093070910)
e celulaza Onozuka R-10 (Yakult Pharmaceutical Industry, kat. ¢. 150422-01)
e deionizovany formamid (Millipore, kat. ¢. S4117)
e dextran sulfat (Carl Roth, kat.¢. 9042-14-2)
e DIG-Nick translation Mix (Roche, kat. ¢. 11745816910)
e dihydrat disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (Na;EDTA; Sigma Aldrich, kat. €.
E7889)
e dihydrogencitrat sodny (CsH7NaO7; Carl Roth, kat. ¢. R.HN13.1)
e dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2POs; Sigma Aldrich, kat. ¢. P8416)
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dodekahydrat hydrogenfosforeénanu sodného (Na,HPO4- 12H,0; Sigma-Aldrich, kat. ¢. 10039-
32-4)

Draselna sul kyseliny 2-(N-morfolino)ethansulfonové (MES; Duchefa Biochemie, kat. ¢.
M1503)

Entellan (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 108-88-3)

Evansova modf (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 314-13-6)

fenol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 33517)

formamid (Milipore, kat. ¢. S4117)

glycerol (Sigma Aldrich, kat. ¢. G5516)

hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat (Na,HPO4-2H,0; Sigma-Aldrich kat. ¢. 10028-24-7)
hydroxid draselny (KOH; Sigma Aldrich, kat. ¢. 60130)

hydroxid sodny (NaOH; Sigma Aldrich, kat. ¢. S8045)

chlorid draselny (KCl; Sigma-Aldrich, kat. ¢. 30076-APO0)

chlorid sodny (Lachner, kat. ¢. 30093-AP0)

chlornan sodny (NaClO; Sigma-Aldrich, kat. ¢. 1056142500)

kolchicin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. C9754)

koriské sérum (Sigma-Aldrich, kat.¢.H0146-5ML)

kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA; Sigma-Aldrich, kat. ¢. 10378-23-1)

kyselina mlé¢na (CsHesOs; Lachner, kat. ¢. 201-196-2)

kyselina octova (Lachner, kat. ¢. 61019-001-P0000-1)

kysely fuchsin (C1gH17Ns-HCI; Sigma.Aldrich, kat. ¢. 857343)

lak na nehty (She, Ceska republika)

lososi spermie (10 mg-ml™; Invitrogen, kat. ¢. AM9680)

Lugolav roztok (Io/KCI; Sigma-Aldrich, kat. ¢. 32922)

malachitova zeleni (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 13-05722)

methanol (Merck, kat ¢. MFCD00004595)

monohydrat kyseliny citronové (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 5949-29-1)

Murashige a Skoog (MS) médium, basal salt mixture (Duchefa Biochemie, kat. ¢. M0221.0050)
pektolyaza Y23 (Duchefa, kat. ¢. 9033-35-6)

protilatka anti-digoxigenin konjugovana s fluorescein isothiokyanatem (FITC; Roche, kat. €.
11207741910)

protilatka streptavidin-Cy3 (Molecular Probes, kat. ¢. SA1010)

RNaza A (Thermo Fisher, kat. ¢. EN0531)

ROTI®-Histol (Carl Roth, kat. ¢. 8028-48-6)

Roti®-Plast 100 % parafin (Carl Roth, kat. ¢. 8002-74-2)

15



Sachar6za (Lachner, kat. ¢. 10135-AP0)

Toluidinova mod# (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 6586-04-5)
tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris; Sigma-Aldrich, kat. ¢. 77-86-1)
Triton X100 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T8787)

Tween-20 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P9416)

Vectashield s DAPI (Vector Laboratories, kat. ¢. H-1000-10)

4.3 Soupravy

gPCR 2x SYBR Master Mix (Top-Bio, kat. ¢. P553)
Quick-RNA MiniPrep (Zymo Research, kat. ¢. R1055)

RevertAiD First Strand cDNA Synthesis kit (Thermo Fisher, kat. ¢. K1621)

4.4 Roztoky a jejich priprava

0,1% Evansova modFr

100 mg Evansova modf

100 ml deionizované vody

0,1% kolchicin

100 mg kolchicin
100 ml deionizovana voda

kapka Tween-20

% MS médium

3,6 g MS média

20 g sachardza

19 MES

6 g agar

pH = 5,8 (KOH)

doplnit do objemu 1000 ml deionizovanou vodou

sterilizace autoklavovanim

0,5 M EDTA (pH = 4)

18,61 g EDTA rozpustit v 80 ml deionizované vody
pH =4 (NaOH)

doplnit do objemu 100 ml deionizovanou vodou
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0,5% tetrazolium

e 300 mg 2,3,5-trifenyltetrazolium chlorid

e 60 ml deionizované vody
1% Toluidinova mod¥

e 1 g Toluidinové modt

e 100 ml deionizované vody
1M KCI

e 373gKCl

e rozpustit v 500 ml deionizované vody
1xKCl pufr

e 750 ul IMKCI
e 75ul0,5M EDTA (pH = 4)

e Doplnit do objemu 10 ml deionizovanou vodou
4% formaldehyd

o 54 ml 37% formaldehydu
e 5ml 10xPBS

e Doplnit vodu do 50 ml (vzdy ptipravit Cerstvé)
7% NaClO

e 7 ml chlornan sodny
¢ 3 ml deionizované vody

e 100 ul Tween-20

10xPBS
e 809 NaCl
e 2gKCI

o 17,8 g Na;HPO4-2H,0
o 2,4 g KH2P04

e Rozpustit v objemu 1000 ml deinizované vody
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20xSSC

e 175,3 g NaCl
o 64,2 g CeH;NaO,

e Rozpustit v objemu 1000 ml deionizované vody

Alexandrovo barvivo

e 20 ml 95% EtOH

e 20 mg malachitové zeleng
e 50 ml deinizované vody

e 40 ml glycerolu

e 100 mg kyselého fuchsinu
e 5gfenolu

e 0,5-1 ml kyseliny mlécné

Blokovaci pufr

e 0,3 g BSA rozpustit v 1 ml kofiského séra

e 1 ml10xPBS

e 8 ml deionizované vody
e 10 ul Tween-20

e Skladovat pii — 20 °C

Enzym

e 0,2 gcelulazy
e 0,05 g pektolyazy
e  5ml 1xKCI pufr

Inkubacéni pufr

e 0,19 BSA rozpustit v 2 ml 20xSSC
e 8 ml deionizované vody

e 20 pl Tween-20

e priefiltrovat pies ¢ 0,22um filtr

e skladovat pii — 20 °C

o 4.2 g monohydratu kyseliny citronové

e 1 ml Tween-20
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o doplnit do objemu 200 ml deionizovanou vodou
e prefiltrovat pfes ¢ 0,22um filtr
e skladovat pii 4 °C

Otto 11

e 28,659 Na,HPO4 12H>0

e doplnit do objemu 200 ml deionizovanou vodou

e priefiltrovat ptes ¢ 0,22um filtr

e Pridat pfed pouzitim DAPI (konecna koncentrace 4 pg/ml)
RNaza A

e 1,5 ul RNaza A (zasobni roztok 10 mg/ml)
e 298,5 ul 2xSSC

TE pufr

e 15759 g Trisa 9,92 g Na2EDTA rozpustit v 800 ml deionizované vody
e pH=7,6(HCI)

o doplnit do objemu 1000 ml deionizovanou vodou

4.5 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni
e analytické vahy (Sartorius)
e automatické pipety (Nichipet EXII, Nichiryo)
e automaticka tfepacka (Heidolph Reax)
e cpifluorescencni mikroskop Axiolmager Z2 (Zeiss) s vybavenym DSD2 otacejicim se diskem
a konfokalnim modulem (Andor), spojeny s monochromatickou Zyla 4.2 kamerou (Andor)
e centrifuga myFuge Mini (Bechmark Scientific)
o digestor (Merci)
o flowbox (Telstar)
o fotoaparat Nikon D90 (Nikon)
o fytotron (Weiss Technik)
e homogenizator MM301 (Retsch)
e hybridizér Slide Moat (Boekel SCientific)
e magneticka michacka (Variomag)
e mikroskop s fazovym kontrastem (Primo Star, Zeiss)

o mikrotom (Reichert)
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nanodrop One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer, program ND-1000 V3.8.1 (Thermo
Fisher Scientific)

pH metr Inolab (WTW)

pratokovy cytometr (FACSAria II, SORP)

rustova komora (Percival Scientific)

standartni orbitalni tfepactka (VWR)

stereoskopicky mikroskop (SZX16, Olympus) s kamerou Regita 1300 QImaging a softwarem
Qcapture x64 (Olympus)

svételny mikroskop (Olympus BX60) s kamerou Promicra 3-3CP (Sony)

termoblok (Medax)

termocykler C1000 Touch (Bio-Rad)

termocykler C1000 Touch CFX96TM Real-Time Systém (Bio-Rad) s CFX Maestro 2.0
softwarem (Bio-Rad)

termocykler Mastercycler nexus (Eppendorf)

termostat (Biological Thermostat, BT 120)

vakuovy systém (Labobase)

vodni lazen (Memmert)

vyrobnik ledu (MF26, Scotsman)

4.6 Software

Adobe Photoshop CS5 6.0 (Adobe Systems Corporation, San Jose, CA)
1Q3 (Andor)

CFX Mastro 2.0 (Bio-Rad)

ImagelJ (verejné vlastnictvi)

Imaris 9.2.1 (Bitplane, Oxford instruments), zdkladni verze
Imaris 9.2 (Bitplane, Oxford Instruments), rozsifena verze
Inkscape (kolektiv autort)

Microsoft Excel (Microsoft)

MS (Olympus)

Minitab (Minitab Inc.)

Qcapture x64 (Olympus)
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4.7 Metodika

4.7.1 Tvorba tetraploidniho je¢mene

Ptiprava materidlu pro tetraploidizaci probihala dvéma zpisoby: rostlinny materil byl péstovan v ptdé

nebo v in vitro podminkach. TFitydenni sazenice byly poté oSetieny kolchicinem (Obrazek 7).

oSetfeni
kolchicinem

o

3 tydny staré sazenice
0,1% kolchicin

in vitro

Obrazek 7: Schématické znazormnéni osetteni diploidnich sazenic kolchicinem.
4.7.1.1 Vysev a podminky riistu rostlin

Pro kli¢eni semen byly piipraveny Petriho misky vystlané bunicinou, ptekryté filtracnim papirem
a navlhéené destilovanou vodou. Do takto ptipravenych Petriho misek bylo na navlhceny filtracni papir
vyskladano zhruba 15 semen a Petriho misky spolu se semeny byly umistény za G¢elem stratifikace

neboli synchronizace kli¢eni do lednice pfi 4 °C na 48 hodin.

Po uplynuti 48 hodin byly Petriho misky pfeneseny do termostatu, kde byly uchovavany ve tmeé pfi
25 °C po dobu dalsich 48 hodin. Poté byly semena piemisténa do malych kvetindct o rozmeérech 5x5%5
cm naplnénych smési zeminy a pisku v poméru 3:1 (v/v) a ponechana v uzavieném klimatizovaném
prostoru tzv. fytotronu za danych podminek: 16 hodin svétla (200 umol-m2-s?) pii teploté 20 °C,
8 hodin tmy pii teploté 16 °C a 60% vlhkosti jak za svétla, tak i tmy po dobu jednoho tydne. Po tydnu
byly rostliny divokého jeémene umistény do vernaliza¢ni komory (kratkodenni rezim; 8 h den pfi 4 °C,
intenzita svétla 200 pmol-m2-s%; 16 h noc pii 4 °C; vlhkost 85 %) na tfi tydny. Pro oSetfeni kolchicinem
(popsano nize) byly pouzity tii tydny staré semenacky kultivart Morex a Compana. Po vernalizaci byly
semenacky divokého je¢mene opét pieneseny do fytotronu (16 hodin svétla pii teploté 20 °C, 8 hodin

tmy pfi teploté 16 °C a 60% vlhkosti) a zde byly ponechany dalsi dva tydny pted oSetfenim kolchicinem.
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4.7.1.2 Sterilizace semen

Semena kultivari Morex a Compana a divokého jeCmene byla sterilizovana ve flowboxu. 15 semen
kazdého genotypu bylo sterilizovano zvlast v 15ml zkumavce typu Falcon pomoci 5 ml 70% ethanolu
(EtOH). Obsah zkumavky byl michan pfevracenim zkumavky po dobu 5 minut. Po ubéhnuti ¢asového
intervalu byl 70% EtOH odebran a nahrazen 5 ml 7% NaClO. Obsah zkumavky byl opét michan stejnym
zplisobem a po uplynuti 7 minut byl 7% NaClO odebran. Semena byla nasledné promyvana sterilni
vodou po dobu 5 minut celkové Ctytikrat. Po poslednim promyti byla voda odstranéna a nahrazena Cistou
sterilni vodou, tak aby byla vSechna semena v ni ponoiena. Takto vysterilizovana semena byla pies noc

ponechéana v lednici pti 4 °C.
4.7.1.3 Preparace embrya a in vitro podminky rustu rostlin

Vysterilizovana semena spolu se sterilni vodou byla ve flowboxu pfenesena ze zkumavky typu Falcon
do Petriho misky. Petriho miska byla nasledné umisténa pod stereoskopicky mikroskop umistény
ve flowboxu a za pomoci vysterilizované pinzety a skalpelu byla provedena preparace. Timto zpisobem
ziskand embrya byla nasledné pienesena na sterilni prihledné plastové krabicky (15x10x12 cm
S pfipravenym %2 MS s 0,6% agarem) a uzavieny pomoci parafilmu. Poté byly tyto krabicky umistény
do ristové komory (16 h svétlo — 30 umol**m?-s™/8 h tmy pfi 21 °C) po dobu tii tydni. Po uplynuti

daného ¢asového useku byly semenacky pripraveny pro oSetieni kolchicinem.
4.7.1.4 OSetreni kolchicinem

Po uplynuti doby tii tydni byly jednotlivym sazenicim vSech tfi genotypti (Morex, Compana, divoky
je¢men) péstovanych jak v zeming, tak v in vitro podminkach oplachnuty a nasledné zasttizeny koteny

(cca 1 cm) a listy tak, aby cela rostlina méfila zhruba 20 cm (Obrazek 8).

o
4

i b & O A

Obrazek 8: Piiprava sazenic pro oSetfeni kolchicinem (kultivar Morex). A — rostliny péstované in vitro; B — rostliny péstované

Vv pidé; C — Sazenice umistény do zkumavek typu Falcon pied nalitim roztoku kolchicinu.
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Zkracené rostlinky byly nasledné pfemistény do 50ml zkumavky typu Falcon s 0,1% kolchicinem
s kapkou Tweenu (pfiprava a manipulace s kolchicinem byla provedena skolitelkou Mgr. Annou
Nowickou, Ph.D.), tak aby doslo k ponofeni kofent a hypokotylu. Rostliny byly nasledné inkubovany
na svétle pfi teploté 21 °C v rGznych casovych intervalech, a to po dobu 6, 12, 16 nebo 24 hodin. Po
uplynuti konkrétniho ¢asového tiseku byl kolchicin odstranén proudem tekouci vody a takto vytvofené
tetraploidni rostliny byly zasazeny do kvétinacii o velikosti 15x15x15 cm naplnénych smési zeminy
a pisku v poméru 3:1 (v/v) a ponechany ve fytotronu (16 hodin svétla — 20 °C, 8 hodin tma — 16 °C,
60% vlhkost) po dobu 8 tydnt. Timto zpiisobem byla vytvofena prvni generace tetraploidni linie
(Obrazek 9).

Co C1 C1 C2 C2 Cs Cs

Obrazek 9: Schématické znazoméni jednotlivych generaci nové vytvoiené tetraploidni linie. C — kolchicin; 1-3 — &isla

jednotlivych generaci.

4.7.1.5 Kontrola u¢innosti tetraploidizace pomoci priitokové cytometrie

Sest tydnii po osetieni kolchicinem byla provedena kontrola tetraploidizace prostfednictvim prittokové
cytometrie. Jako materidl slouZily listy jednotlivych odnozi je¢mene (C1 generace) vSech tfi genotypt
(Morex, Compana, divoky je¢men). Zhruba 1 cm? kazdého listu byl homogenizovan Ziletkou v Petriho
misce obsahujici 500 pl roztoku Otto I a nasledné obarveny 1 ml roztoku Otto II obsahujiciho DAPI.
Poté byly takto piipravené vzorky analyzovany pomoci CyFlow Space prutokového cytometru
(Sysmex-Partec) vybaveného UV-LED diodami. Méfeni provadéné na pratokovém cytometru bylo

provadéno spolu se skolitelkou Mgr. Annou Nowickou, Ph.D.
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4.7.2 Charakterizace a selekce stabilnich tetraploidnich linii

Vegetativni rust Reproduktivni rist

€2 C3

2-tydny staré rostliny 4-tydny staré rostliny > 10-tydnt staré rostliny Suché rostliny ‘ ‘

&

*+  Test klieni + Kontrola ploidie * Hustota a tvar * Doba metdni +  Délka klasu *  Fenotyp semen
stomatélnich *  Vyska rostliny e Pocet semen na *  Vaha semen
znaki * Pocet klasii na rostlinu klas *  Test kliceni

* RT-qPCR +  Zivotaschopnost a * Kontrola poétu
velikost pylu chromozomu
(FISH)

Obrazek 10: Experimentalni navrh charakterizace a selekce tetraploidnich linii.
4.7.2.1 Vegetativni faze ristu rostlin

Semena diploidnich kultivard Morex, Compana a divokého je¢mene a semena (C2 generace) sesbirana
z tetraploidnich odnozi (C1) byla vykli¢ena a péstovana tak, jak je popsano v podkapitole ,,Vysev
a podminky rtstu rostlin“. Pfed pfemisténim semenackl do vétsich kvétinaca, byla u dvou tydnti starych
sazenic zmeéfena jejich ploidie stejné jako v kapitole ,,Kontrola ucinnosti tetraploidizace pomoci

pratokové cytometrie®.
4.7.2.2 Hustota a tvar stomatalnich znaku

Stomatalni otisky byly provedeny metodou ,,Nail polish. Strucné feceno, stomatdlni otisky byly
ziskany prosttednictvim laku na nehty aplikovaného na abaxialni stranu listil ¢tyfi tydny starych rostlin.
Lak na nehty (She, Ceské republika) byl aplikovan na povrch listu v tenké vrstvé a ponechan na vzduchu
po dobu 5-7 minut. Po zaschnuti laku byl lak na nehty pomoci pinzety z povrchu listu sundan a ptenesen
na mikroskopické sklicko. Pro zachyceni snimkid stomatélnich otiskli byl pouzit svételny mikroskop
(Olympus BX60) s kamerou Promicra 3-3CP (Sony) a MS software (Olympus). Pocet priducht byl
poté stanoven ruéné pocéitanim praducht jeden po druhém v kazdém jednotlivém snimku. Plocha

a obvod pruduchu byla zmétena v ImageJ.
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4.7.2.3 Porovnani exprese vybranych genii kveteni u diploidnich a tetraploidnich

rostlin

4.7.2.3.1 Izolace RNA

RNA byla izolovana z rostlin kultivaru Morex s ploidii 2x a 4x. Kultivar Morex byl vybran z divodu
anotovaného genomu. Pro kazdou ploidii byla provedena 3 biologickd opakovani. Pro porovnani
exprese gend byla ze 4-tydnd starych rostlin odebrdna ¢ést listu a vlozena do 2 ml mikrozkumavek
se sklenénymi kulickami. Mikrozkumavky byly néasledné vlozeny do tekutého dusiku a poté byly
homogenizovany v homogenizatoru Retsch TissueLyser (Qiagen) po dobu 2 minut a frekvenci 30 Hz.
Nasledna izolace RNA byla provedena prostiednictvim kitu Quick-RNA MiniPrep (Zymo Research)
podle instrukci vyrobee. Cistota a koncentrace izolované RNA byla poté zméfena na NanoDropu One

Microvolume UV-Vis a skladovana pfi teploté —80 °C.
4.7.2.3.2 Reverzni transkripce

Izolovana RNA byla reverzni transkripci pfepsdna do komplementarni DNA (cDNA) prostfednictvim
kitu RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Thermo Fisher) podle instrukci vyrobce. Pro piepis do
c¢DNA byly pouzity 2 pg RNA a oligo (dT)1s primery. Ziskana cDNA byla poté ziedéna v poméru 1:1

s RNase-free vodou a skladovana pfi teploté —80 °C.
4.7.2.3.3 Kvantitativni polymerazova retézova reakce s reverzni transkripci

Pro urceni relativni exprese tii gent kveteni PHOTOPERIOD 1 (HvPPD), VERNALIZATION 1
(HVWRN1) a FLOWERING LOCUS T (HVFT) u diploidni a tetraploidni linie kultivaru Morex byla
provedena kvantitativni PCR s reverzni transkripci (RT-gPCR) s vyuzitim termocykleru se systémem
pro vyhodnocovani PCR v realném ¢ase C1000 Touch Thermal Cycler CFX96TM Real-Time System
(Bio-Rad). Vzorky byly napipetovany ve tfech biologickych a tfech technickych opakovanich do 96-
jamkové desti¢ky, kde probihala samotna RT-qPCR. Jako referen¢ni gen byl pouzit AKTIN (HVAKT).
Reakéni smés byla piipravena podle Tabulky 1, podminky reakce byly nastaveny podle Tabulky 2
a primery, které byly pouzity jsou uvedeny v Tabulce 3. Ziskana data prostfednictvim RT-gPCR byla
nasledné vyhodnocena pomoci 2 ~ 4“4 metody prostiednictvim softwaru CFX Maestro 2.0 software

(Bio—Rad).
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Tabulka 1: Reakéni smés pro RT-gqPCR.

Komponenty reakce Objem 1 vzorku reakce [pl]
2xXSYBR Green Master Mix 7,5
Forward primer, 10 mmol I 0,4
Reverse primer, 10 mmol-1? 0,4
cDNA templat 1
Sterilni voda 5,7
Celkovy objem 15

Tabulka 2: Nastaveni teplotniho programu pro RT-qPCR.

Krok cyklu Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Pocatecni denaturace 94 5 min 1
Denaturace 94 10s
Anelace 60 40s 44
Extenze 72 10s
Analyza teploty tani 65 — 94 0,5 °C/s 1

Tabulka 3: Seznam pouzitych gent a primert pro RT-gPCR.

Gen Sekvence primeru (5¢ — 3°) Zdroj
F: CAAATCAAAGAGCGGCGATC Hemming et al.,
HVPPD
R: TCTGACTTGGGATGGTTCACA 2008

F: TGAAGCTCAGAAATGGATTCG
HvWRN1 Trevaskis et al., 2006
R: TATGAGCGCTACTCTTATGC

F: ATCTCCACTGGTTGGTGACAGA
HVFT Yan et al., 2006
R: TTGTAGAGCTCGGCAAAGTCC

F: GCCGTGCTTTCCCTCTATG
HVAKT Trevaskis et al., 2006
R: GCTTCTCCTTGATGTCCCTTA

*F = forward primer; R = reverse primer
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4.7.2.4 Reprodukcni faze ristu rostlin

4.7.2.4.1 Fenotypova analyza rostlin

U rostoucich diploidnich a tetraploidnich rostlin byla sledovana doba metani, coz je faze riistu rostliny,
kdy z listu vy¢niva pravé polovina klasu (faze 55 podle Zadaksovy stupnice; Zadoks et al., 1974;
Alqudah a Schnurbusch, 2017). U kazdé¢ rostliny byla uréena doba metani — pocet dni od vysazeni do
doby metani rostliny. Dale byla zméfena vyska rostliny za pomoci metru, kde byla méfena vzdalenost
od zem¢ az k nejvysSimu vrcholu rostliny. Poté byl spocitan pocet odnozi u jednotlivych rostlin.

Vsechna méfeni byla provedena pro 2—6 rostlin na genotyp.
4.7.2.4.2 Kontrola Zivotaschopnosti a velikosti pylu

Nasledn¢ byla provadéna kontrola zivotaschopnosti pylu, a to jak u diploidnich, tak u tetraploidnich
rostlin. Jako prvni byly vyjmuty pomoci pinzety prasniky. Lehkym poklepanim prasniku na podlozni
sklicko doslo k uvolnéni pylu, ktery byl nasledné obarven prostfednictvim Alexandrova barveni a zakryt
krycim sklickem. Takto pfipravena sklicka byla nasledn¢ inkubovana 30 minut pii teploté 4 °C. Po
uplynuti inkubace bylo provedeno mikroskopovani s vyuzitim svételného mikroskopu (Olympus BX60)
s kamerou Promicra 3-3CP (Sony) a MS softwaru (Olympus). Pro kazdy genotyp (Morex, Compana,
divoky je¢men) a ploidii (2x, 4x) byly pfipraven vzdy dva preparaty na rostlinu. U kazdého preparatu
byla provedena pozorovani vzdy v 10 zornych polich. Snimky byly pouzity pro urceni Cetnosti
zivotaschopnych pylovych zrn (=zivotaschopna zrna/vSechna zrna) a méteni plochy (velikosti)

pylovych zrn pomoci Imagel.
4.7.2.4.3 Fenotypova analyza suchych klast

Pro blizsi charakterizaci tetraploidnich linii byla zmétena délka jednotlivych klasti za pomoci pravitka
a také prepocitana frekvence poctu semen na jeden klas. Tato semena byla poté rozdélena do dvou

skupin a to na normalné vyvinuta semena a abortovana vajicka.
4.7.2.4.4 Charakterizace semen tetraploidnich a diploidnich linii

Mésic po sklizeni byla such4 semena jednotlivych genotypt (Morex, Compana, divoky je¢men, C3
generace) a ploidii (2x, 4x) zvaZzena prostfednictvim analytickych vah. Ziskand vaha byla poté
pfepocitana na hmotnost tisice semen pomoci (HTS) vzorce: HTS = (1000 x hmotnost)/pocet semen.
Pro kazdy genotyp byly provedeny tii biologické repliky. Poté byla semena vyfotografovana digitalnim
fotoaparatem Nikon D90 (Nikon).
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4.7.2.4.5 Test kli¢eni semen generace C2 a C3

Pro test kli¢eni bylo pouzito 10 semen pro kazdy genotyp a ploidii ve tfech biologickych replikach.
Semena byla pfenesena na Petriho misky (jedna miska = jeden replikat) vystlané bunicinou, filtracnim
papirem a navlh¢ené destilovanou vodou. Takto ptipravené Petriho misky byly pfeneseny do lednice pti
teploté 4 °C na 48 hodin. Po uplynuti 48 hodin byly Petriho misky pfeneseny do termostatu, kde byly
uchovavany ve tme pii 25 °C po dobu dal$ich 48 hodin. Test kliceni byl vyhodnocen pomoci vzorce:

pocet vyklicenych semen/celkovy pocet semen.
4.7.2.5 Kontrola stability tetraploidnich linii pomoci fluorescenéni in situ
hybridizace

4.7.2.5.1 Priprava mitotickych chromozomii

Synchronizované kotenové Spicky byly pouzity pro pfipravu metafazovych chromozomu na zakladé
literatury (Lysak et al., 1999) s modifikacemi. Tato ¢ast byla provedena pro semena diploidniho

a tetraploidniho divokého je¢mene (C3 generace) pani Zdeitkou Dubskou.
4.7.2.5.2 Fixace korenii je¢mene

Sementim byly odfezany kotinky a byly vlozeny do 2ml mikrozkumavek naplnénych sterilni vodou
ulozenych na ledu. Po uplynuti 2 minut byla voda nahrazena 90% kyselinou octovou a inkubovéna po
dobu 10 minut na led€. Po uplynuti daného casového useku byla kyselina octova odstranéna a nasledné
bylo provadéno promyvani 70% EtOH, to celkem tfikrat s tim, Ze potreti byl 70% EtOH ponechan
v mikrozkumavce. Timto zpiisobem zafixované kotinky byly skladovany pfi teploté — 20 °C maximalné

po dobu 2 mésicu.
4.7.2.5.3 Priprava sklic¢ek

Sklicka s metafazovymi chromozomy byla pfipravena pomoci tzv. drop technique (Danilova et al.,
2012). Ve zkratce do 2 ml mikrozkumavek naplnénych sterilni vodou ulozenych na ledu byly vloZeny
zafixované kotinky. Bylo provadéno promyvani sterilni vodou celkové tfikrat 3 minuty. Po tfetim kole
promyvani byla voda odstranéna a nahrazena 1xKCl po dobu 5 minut. Mezitim byly pfipraveny nové
1,5ml mikrozkumavky s 20 pl enzymu. Po uplynuti 5 minut byl 1XKCI odstranén a kofinkim byly
ufiznuty Spicky, které byly poté vloZeny do nové ptipravenych mikrozkumavek s enzymem (smés 4%
celulazy Onzuka R-10 a 1% pektolyazy Y-23 v 1xKCl) a inkubovany ve vodni lazni pfednastavené na
37 °C 58 a 73 minut pro 2x a 4x v tomto poradi. Po skonceni inkubace byla odebran enzym a reakce
byla zastavena TE pufrem, ktery byl ponechan ve zkumavce 5 minut na ledu. Nasledn¢ byly provadény
tfi kola promyvani 100% EtOH kazdé 2 minut. V meziase byl pfipraven roztok kyseliny octové

a methanolu (9:1) a po tfech kolech promyvani 100% EtOH, byl EtOH odstranén a nahrazen smési
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kyseliny octové a methanolu. Kofinky byly poté pomoci opacného konce ockovaci smycky ve zkumavce
lehce rozdrceny a poté ponechany zhruba 5 minut na ledé. Déle byla pfipravena vlhkéd komora
s podloznimi sklicky, na které byl kapan pipetou z vySky roztok s kotfinky o objemu 7 pl na jedno
sklicko. Vlhka komora byla poté z asti zakryta a ponechana tak 20 minut. Po uplynuti 20 minut byla
suché sklicka zkontrolovana pod mikroskopem s fazovym kontrastem (Primo Star, Zeiss). Pro dalsi

experimenty byla pouzita sklicka s minimalné péti metafazemi.
4.7.2.5.4 Fluorescen¢ni in situ hybridizace

Fluorescenéni in situ hybridizace byla provedena na zaklad¢ literatury (Nowicka et al., 2023)
S nasledujicimi modifikacemi. Sondy pro hybridizaci byly oznaceny $kolitelkou Mgr. Annou Nowickou,

Ph.D.

Ze spodu pripravenych skli¢ek prostiednictvim diamantového pera byla oznacena oblast s chromozomy.
Sklicka byla umisténa do Coplin nddoby a promyvana dvakrat po dobu 5 minut v 2xSSC. Poté bylo
provedeno osetfeni sklicek RNA4dzou A 30 minut pii teploté 37 °C ve vlhké komofte. Poté byla skli¢ka
opét dvakrat promyvana 5 minut 2xSSC a nasledné po dobu 1 minuty promyvéna v 1xPBS. Dale byla
provedena fixace sklicek v 4% formaldehydu v 1xPBS pfi pokojové teploté 20 minut v digestofi.
Nasledné byla sklicka tfikrat promyvana v 1xPBS pokazdé 5 minut pfi pokojové teploté¢ a mirné
michéana na tfepacce. V prub&hu promyvani byl pfipraveny hybridiza¢ni mix podle Tabulky 4. Tento
mix byl denaturovan 4 minuty pii 95 °C v termocykleru a poté ponechan 5 minut na ledé. Takto
pfipraveny hybridiza¢ni mix byl napipetovan na sklicko a denaturovan 4 minuty pti 80 °C (Mastercycler
nexus). Po ukonceni denaturace byla sklicka okamzité pfemisténa do vlhké komory a inkubovana pfi

37 °C ptes noc.

Tabulka 4: Ptiprava hybridiza¢niho mixu pro fluorescenéni in situ hybridizaci.

Komponenty Zasobni koncentrace | Vysledna koncentrace 20 pl/1 sklicko
Formamid 100% 50% 10 pl
SSC 20x 1x 1l
Dextran sulfat 50% 12,5% Sul
45S rDNA
] . 10 pg/ul 400 ng/pl 1wl
(digoxygenin)
5S rDNA (biotin) 10 pg/ul 400 ng/pl 1wl
CEREBA-Cy5 10 pg/ul 400 ng/pl 1wl
Lososi spermie 10 mg/mi 05ug 1wl
Sterilni voda - - doplnéno do 20 pl
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Druhy den byla sklicka promyvéna v Coplin nadob¢ ve vodni lazni predehtaté na 42 °C, nejprve dvakrat
Vv 2XSSC 7 minut, jednou v 0,1xSSC 10 minut, a nakonec jedenkrat v 2xSSC 5 minut. Nasledné byla

sklicka promyvana dvakrat 7 minut v 4xSSC jiz za pokojové teploty.

Sklicka po promyvani byla osuSena, pievrstvena 100 pl blokovaciho pufru a inkubovana ve vlhké
komote 30 min pii 37 °C. Po uplynuti daného casového useku byla provedena dalsi inkubace
se sekundarnimi protilatkami — straptavidin-Cy3 fedény v inkuba¢nim pufru v poméru 1:200 (v/v) pro
biotinem znacené sondy a anti-digoxigenin-FITC fedény v inkubaénim pufru 1:200 (v/v) pro
dioxigeninem znaCené sondy — ve vlhké komote pii 37 °C 1 hodinu. Nasledn¢ bylo provedeno
promyvani v Coplin nadobé v 4xSSC ve vodni lazni pii teploté 37 °C tfikrat 5 minut. Poté byla
provedena dehydratace vzorkd promyvanim v fad¢ ethanolll v tomto poradi: 70% EtOH, 90% EtOH
a 96% EtOH celkové 6 minut. Na konec byla sklicka pievrstvena roztokem DAPI (1 pg-ml™?) a zakryta
krycim sklickem.

Pro analyzu a zachyceni fluorescencnich signalt byl pouzit epifluorescenc¢ni mikroskop Axiolmager Z2
(Zeiss) vybaveny konfokalnim modulem DSD?2 a kamerou Zyla 4.2 (oba Andor). Snimky byly ziskany
v 1Q3 systému (Andor) zvlast pro kazdy fluorochrom vyuzivajici dané excitacni filtry (DAPI A =390/40
nm, GFP A = 482/18 nm, RFP A = 561/14 nm, Cy5 A = 640/14 nm) a emisni filtry (DAPI A = 452/45
nm), GFP A = 525/45 nm, RFP A = 609/54 nm, Cy5 A = 676/29 nm).

K ptipravé karyotypt bylo provedeno parovani homolognich chromozomu na zakladé polohy lokusi
rDNA a signalt CEREBA-centromerické sondy. Klasifikace jednotlivych chromozomt byla provedena
podle (Kapousi et al., 2012). Samotné karyotypy byly sestaveny v Adobe Photoshop CS5 6.0.

4.7.3 Interploidni kfiZeni a charakterizace hybridnich semen

4.7.3.1 Interploidni k¥iZeni

Jednotlivé klasy divokého je¢mene byly pozorovany, aby byly pfipraveny na kastraci v dobé, kdy
prasniky zbarveny svétle zelené zacaly Zloutnout, ale zaroven jesté nedoslo k uvolnéni pylu. Kastrace
byla provadéna prostfednictvim pinzety, kdy byly vSechny ti prasniky odejmuty z jednotlivych kvitkd.
Vykastrované klasy byly poté zakryty malymi sacky a v pfipad¢ diploidnich matek byly provedeno
opyleni 3—4 dny po kastraci, u tetraploidnich matek 4-5 dnt po kastraci. Kiizeni bylo provedeno
ve ¢tyfech kombinacich, a to kiizeni diploidni otce s diploidni matkou (2x x 2x), diploidniho otce
S tetraploidni matkou (2x x 4x), tetraploidniho otce s diploidni matkou (4x x 2x) a tetraploidniho otce

s tetraploidni matkou (4x x 4x). Tato ¢ast byla provedena Skolitelkou Mgr. Annou Nowickou, PhD.

Klasy v den opyleni (anglicky day of polination; DOP) byly oznaceny ¢islem (ID) a datumem. Tyto
informace byly zaznamenany do tabulek vytvofenych v Microsoft Excel. DAP se poté pocital podle

vzorce: DAP = DOP + x, kde x = o¢ekavané DAP.
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4.7.3.2 Hodnoceni fenotypii semen

Klasy se suchymi semeny byly sklizeny okolo 50 DAP z pIn¢ suchych matetskych rostlin a skladovany
30 dni pti 20 °C. 15-20 klast bylo hodnoceno na zéklad¢ z n¢j ziskanych semen na: normalni semena
(NS), pozdé-abortovana semena (angl. late-aborted seed — LAS) a brzy-abortovana semena (angl. early-
aborted seed — EAS). LAS dosahla vice jak poloviny délky NS, zatimco EAS nedosahlo poloviny délky
NS. Poté byla semena jednotlivych kombinaci zvazena a zaznamendna stejné jako v kapitole

,»Charakterizace semen tetraploidnich a diploidnich linii* a nasledn¢ byl proveden také test kliceni.
4.7.3.3 Test Zivotaschopnosti bunék barvenim tetrazoliem

Kontrola viability suchych semen byla provedena barvenim tetrazoliem. Jako prvni byla semena (cca
10) umisténa do kadinky, zalita destilovanou vodou a umisténa do lednice (4 °C) pies noc. Takto
namocena semena byla poté prefezana podélné¢ a umisténa do novych kadinek s 0,5% roztokem
tetrazolia a inkubovana v termostatu nastaveného na teplotu 37 °C po dobu 1, 5 hodiny. Po uplynuti
daného casového tiseku byl roztok tetrazolia odstranén a nahrazen destilovanou vodou tak, aby byla
vSechna semena ponofena, a timto zpisobem byla semena uchovavana v lednici (4 °C), aby nedochazelo
k jejich vysuSovani. Pro dokumentaci byla semena vyfocena prostfednictvim stereoskopického
mikroskopu SZX16 (Olympus). Snimky byly pofizeny kamerou Regita 1300 QImaging a softwarem
Qcapture x64 (Olympus).

4.7.3.4 Test bunécné smrti barvenim Evansovou modri

16 DAP semena byla pfi¢né ptefezana prostiednictvim skalpelu a pfemisténa do kadinek a zalita 0,1%
roztokem Evansovi modii. Po uplynuti 2 minut byla Evansova modi odebrana a semena byla nasledné
dvakrat po dobu 5 minut promyvana destilovanou vodou. Po poslednim promyti byla voda odstranéna
a nahrazena Cistou destilovanou vodou. Timto zptisobem byla semena uchovavana v lednici (4 °C) pted
samotnym vyhodnocenim, aby nedochézelo k jejich vysuSovani. Dokumentace byla provedena stejné

jako v predchazejici kapitole.
4.7.3.5 Histologicka analyza

4.7.3.5.1 Fixace semen

V uzaviratelné nadob¢ v mikrovinné troubé bylo ohtato 180 ml destilované vody. K ni bylo pfidano
8 grami paraformaldehydu a cela nadoba i s obsahem byla umisténa na michacku za stalého odsavani
vzduchu. Po rozpusténi paraformaldehydu bylo ptiddno 100 pl NaOH, 400 pl Triton X—-100 a 400 pl
Tween 20 v tomto potadi. Po rozpusténi vSech pridanych sloucenin byl roztok doplnén o 20 ml 10xPBS
a chlazen na ledu. Po vychladnuti bylo zkontrolovano pH. V ptipadé, kdy bylo pH vyssi jak 7, bylo

upraveno piidanim HCI. Nésledné bylo do 50ml zkumavek typu Falcon nalito zhruba 20 ml
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pripraveného roztoku a opét chlazeno na ledu. Poté byla semena stara 16 DAP upravena ofezanim podle
Obrazku 11 a vlozena do ptipravenych zkumavek a zakryta sitem, aby v dal$im kroku nedoslo k jejich
vyplaveni na povrch. Zkumavky spolu se semeny byly vlozeny do vakua po dobu celkové 1 hodiny
s preruSenim vakua kazdych 10 minut. Poté bylo sito odebrano a roztok nahrazen Cerstvym roztokem

a ulozen do lednice (4 °C) pies noc.

Obrazek 11: Schématické znazornéni ofezu semene (16 DAP) pro jeho fixaci. Bilé pferuSované ¢ary zndzoriuji mista ofezu.

Dalsi den byl fixacni roztok nahrazen vychlazenym 50% EtOH a ponechan 90 minut na ledu, ktery byl
nasledn¢ nahrazen vychlazenym 70% EtOH a opét ponechan 90 minut na ledu. 70% EtOH byl poté
nahrazen postupné 85% EtOH a 95% EtOH, kdy kazdy byl po nechan 90 minut v lednici (4 °C).
Nakonec byl 95% EtOH nahrazen 100% EtOH a ponechan ptes noc v lednici (4 °C).

Tteti den byl 100% EtOH nahrazen Cerstvym 100% EtOH a ponechéan v lednici (4 °C) 90 minut. Po
uplynuti 90 minut byl EtOH odebran a nahrazen ¢istym 100% EtOH a ponechan 60 minut za pokojové
teploty. Nasledné byla pfipravena smés 50% EtOH a 50% Rotihistolu (1:1), 100% EtOH byl odebran
a nahrazen timto roztokem (60 minut pfi pokojové teploté). Poté byla provadéna série promyvani 100%
Rotihistolem celkové trikrat 60 minut pti pokojové teplote. Po poslednim kole promyvani byl Rotihistol

odstranén a nahrazen ¢istym 100% Rotihistolem s pfidavkem vosku a inkubovan pfi teploté 50 °C.

Nasledujici den byl rozpustén vosk pfi teploté 60 °C, smés 100% Rotihistolu a vosku byla nahrazena
timto rozpusténym voskem a inkubovana ve vodni 1azni pii teploté 60 °C. Dalsi vyména vosku byla poté

provedena vecer. To bylo opakovano dalsi dva dny, kdy dochazi k vyméné vosku rano a vecer.

Sedmy den byla semena s voskem premisténa do silikonovych forem. Termoblok byl pfedehtaty na
60 °C, na n¢j byly umistény silikonové formy. Do forem byla nalita trocha rozpusténého vosku a do n¢j
bylo nasledné vloZeno semeno a opét zalito voskem. Takto vyplnéné formy byly poté schlazeny v ledové

vode¢ a ulozeny v lednici (4 °C).
4.7.3.5.2 Tvorba Fezii pomoci mikrotomu

Zafixovana semena ve vosku byla nasledné fezana na tenké fezy o tloustce 5 a 10 mm pomoci

mikrotomu. Takto nafezané fezy byly poté poloZeny lesklou stranou na podlozni sklicko. K feziim byla
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poté pfidana destilovana voda a celé sklicko i s vodou bylo polozeno na termoblok pfedehtaty na 42 °C,
aby doslo k narovnani fezu. Poté co dojde k narovnani fezu a dojde k jeho zprtihlednéni, byla voda

odebrana a sklicko ponechano na termobloku pro dosuseni zhruba 5 minut.
4.7.3.5.3 Barveni fezli provedenych mikrotomem

Sklicka se 10 mm fezy byla za Gcelem odstranéni vosku umisténa do Coplin nddoby a promyvana
jednotlivymi roztoky po urcitou dobu. Jako prvni byla sklicka promyvana dvakrat 100% Rotihistolem
po dobu 10 minut. Nasledné byla provedena promyvani EtOH vSechna po dobu 1 minuty, a to v tomto
potadi: dvakrat 100% EtOH, dale jedenkrat 95% EtOH, 85% EtOH, 50% EtOH a 30% EtOH. Poté byla
promyta destilovanou vodou opét po dobu 1 minuty a vzapéti 1xPBS po dobu 2 minut, 4%
formaldehydem v 1xPBS po dobu 10 minut a na zavér byla provedena tii promyvani 1xPBS kazdé po

dobu 2 minut.

Takto pripravena sklicka s odstranénym voskem byla nasledn¢ barvena, a to Toluidinovou modii
a Lugolovym roztokem. Barveni Toluidinovou modii bylo provadéno tak, Ze jednotliva sklicka byla
zalita 1% roztokem Toluidinové modii po dobu 1 minuty, nasledné dvakrat promyta destilovanou
vodou, ususena a zakryta krycim sklickem s vyuzitim Entellanu. Pfi barveni Lugolovym roztokem byla
sklicka barvena po dobu 30 sekund a nasledné jednou promyta destilovanou vodou, ususena a zakryta

krycim sklickem s Entellanem.

Na zavér bylo provadéno samotné vyhodnocovani jednotlivych barveni prostfednictvim svételného
mikroskopu (Olympus BX60) s kamerou Promicra 3-3CP (Sony) a MS softwaru. Semena byla

fotografovana po ¢astech a poté slozena jako jeden obraz ve Photoshopu.
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5 Vysledky

5.1 Tvorba tetraploidniho je¢mene

Za ucelem tvorby tetraploidnich linii byly rostliny péstovany standartné v zeminé a v in vitro
podminkach. Po uplynuti tfi tydnl byly rostliny vystaveny plsobeni 0,1% kolchicinu v riiznych
casovych intervalech: 6, 12, 16 a 24 hodin a nasledné bylo pozorovano, jaké mnozstvi rostlin oSetfeni

kolchicinem pfezilo. Data poté byla zaznamenana a zpracovana vV podobé¢ grafti viz Obrazek 12.

Morex

120%

100%

E0% 4

Pomér predit]

40% 4

Eh 12h 16h 24h Eh 12h 15h 24h

vpidé in vitra

Compana
120% -

100% - zb ab

0% 4 =b b

Pomér pregiti

&h 12h 16h 24h &h 1Zh 16h 24h

v pidé i vitro

Hordeum vulgare subsp. spontaneum (divoky
je¢men, HS)

120% 1

100% 4 2 2 2 zb ab

20% b EL]

Pomér pregit]

&h 12h 16h 24h &h 1Zh 16h 24h

vpldé i vitro

Obrazek 12: Pomér pieziti rostlin C1 generace péstovanych v ptidé a in vitro podminkach po jejich vystaveni kolchicinu.
Hodnoty jsou prumérem (+SD) z 6 hodnocenych rostlin. Rizna pismena znaci vyznamné rozdily v hodnotach (p<0,05;

jednosmérnd ANOVA, nasledovana Tukeyho post hoc testem).

Nejvyssi celkovy pomér preziti C1 rostlin byl pozorovan u kultivaru Morex (Obrazek 12), pficemz
rostliny péstované v in vitro podminkach mély slabsi pomér pieziti, jak rostliny péstované v ptdé.
Nejhiife na ptisobeni kolchicinem reagovali rostliny péstované v in vitro podminkach po dobu piisobeni

kolchicinu 24 hodin.
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Druhy nejvyssi celkovy pomér preziti byl pozorovan u divokého je¢mene (Obrazek 12), kdy opét
rostliny péstované vin vitro podminkach mély razantné niz§i pomér pieziti, oproti rostlinam
péstovanych v pudé. Nejhufe na puasobeni kolchicinem reagovali rostliny péstované v in vitro

podminkach po dobu ptisobeni kolchicinu 24 hodin.

Nejnizsi pomér pieziti byl pozorovan u kultivaru Compana (Obrazek 12). Opét byl pozorovan horsi
prubéh u rostlin péstovanych v in vitro podminkach, nicméné pozorujeme i snizeny pomér preziti
U rostlin péstovanych v ptidé pii ptisobeni kolchicinu po dobu 16 a 24 hodin. Stejné tak jako u kultivaru
Morex a divokého je¢mene, nejhiife reagovaly na pisobeni kolchicinem rostliny péstované in vitro

podminkach vystavené kolchicinu po dobu 24 hodin.
5.1.1 Kontrola Gdinnosti tetraploidizace pomoci priitokové cytometrie

S cilem zjistit, zda vytvorené tetraploidni rostliny jsou skute¢n¢ tetraploidni, byla provedena kontrola
prostfednictvim prutokové cytometrie. Jako material byly pouzity listy jednotlivych odnozi, které byly

vyhodnoceny za pomoci ziskanych histogramii (Obrazek 13A).

Na zaklad€ timto zplsobem ziskanych dat bylo pozorovano, Ze ispésnost tetraploidizace (4x) neni
100%. Prestoze cilem bylo ziskat Cisté tetraploidni linie, 1ze i pfesto pozorovat jak tvorbu diploidnich
(2x), tak dokonce tzv. mixoploidnich (2x+4x; 4x+2x) odnozi neboli odnozi s kombinaci dvou ploidii

(Obrazek 13A).

Poté byl proveden vypocet ziskanych vysledkii z prutokové cytometrie. Na zakladé grafického
zpracovani byla pozorovana rizna u¢innost tetraploidizace u tii genotypd (Morex, Compana, divoky
je¢men). U kultivaru Morex se jako nejlepsi zptisob tvorby tetraploidni linie ukazuje byt puisobeni
kolchicinem po dobu 24 hodin, a to u rostlin péstovanych in vitro (17 %). Podobné je tomu u kultivaru
Compana, kde se opét ukazuje byt jako nejlepsi zptisob pouzit rostliny péstované in vitro, ale po dobu
16 hodin (20 %). Naopak u divokého je¢mene se jako nejlepsi zpiisob tvorby tetraploidni linie ukazuje

oSetteni kolchicinem po dobu 16 hodin, avSak u rostlin péstovanych v ptdé (13 %; Obrazek 13B).
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Obrizek 13: Uginnost tetraploidizace C1 generace u tii genotypt jeémene. A — Histogramy ziskané pritokovou cytometri;
2C, 4C, 8C — obsah jaderné DNA daného piku; G1, G2 — faze bunéného cyklu. Diploid — 2C = G1, 4C = G2; Tetraploid
—-4C =G1, 8C =G2; Mixoploid —-2C = G1, 4C = G1/G2, 8C = G2. B — Procento diploidnich, mixoploidnich a tetraploidnich
odnozi na jednu rostlinu. Hodnoty jsou primérem z 6 hodnocenych rostlin. Kazda rostlina pojimala 5 az 25 analyzovanych

odnozi.
5.2 Charakterizace a selekce stabilnich tetraploidnich linii

5.2.1 Vegetativni faze ristu

Jako prvni byla sesbirdna semena (C2 generace) z tetraploidnich odnozi (C1) Morex, Compana a divoky
jeCmen. Na téchto tetraploidnich semenech byl proveden test kliceni a nasledna kontrola ploidie

tetraploidnich sazenic. Jako kontrola slouzila semena a sazenice diploidnich rostlin.

Semena diploidnich rostlin méla GspéSnost kli¢eni 100 %. Zatimco u tetraploidnich linii kultivaru Morex
a Compana dochazi k zna¢né redukci schopnosti kli¢eni zhruba na 10-20 %, kdezto tetraploidni linie

divokého je¢mene maji usp&$nost kli¢eni zhruba 90 % (Obrazek 14A).

Nésledné byla také zmétena ploidie u dvou tydnti starych sazenic prosttednictvim pritokové cytometrie,
ktera ukazala, ze vSechny vybrané tetraploidni linie z kapitoly ,,Kontrola ucinnosti tetraploidizace

pomoci pritokové cytometrie® jsou skutec¢né tetraploidni viz Obrazek 14B.
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Obrazek 14: Schopnost kliceni tetraploidnich semen C2 generace u tii genotypt jemene. A — Procentualni zastoupeni
vyklicenych semen. Riznad pismena zna¢i vyznamné rozdily v hodnotach (p<0,05; jednosmérma ANOVA, nasledovana
Tukeyho post hoc testem). B — Kontrola tetraploidie u rostlin C2 generace s vyuzitim prutokové cytometrie na zakladé (A).
Hodnoty jsou pramérem (+SD) ze 3 biologickych replik, kazda tvofena 3-8 rostlinami.

5.2.1.1 Hustota a tvar stomatalnich znakua

Polyploidizace ovliviluje velikost a hustotu stomat (Hosseini et al., 2018). Pro doplnéni vysledki
ziskanych pritokovou cytometrii byly nasledné studovana stomata a jejich znaky tetraploidnich linii

(C2) v porovnani s diploidnimi.

Bylo vypozorovano, Zze u vSech tetraploidnich linii byla stomata vétsi oproti diploidnim rostlindm.
Napiiklad u kultivaru Compana byla plocha stomat 641 pm? a 1150 um? u diploidni a tetraploidni
rostliny v tomto pofadi. Stejny trend byl pozorovan u obvodu (Obrazek 15B). Co se ty¢e kruhovitosti
stomat, stomata tetraploidnich linii kultivarG Morex a Compana byla téméf identické s diploidnimi
liniemi, zatimco kruhovitost tetraploidnich linii divokého jeCmene byla vyssi jak u diploidnich linii
divokého je¢mene (Obrazek 15B). U tetraploidnich linii kultivaru Morex a divokého je¢mene byla také
pozorovana vy$§i hustota stomat, konkrétné 507 mm?® a 532 mm?3. Nicméné u kultivaru Compana
pozorujeme opacnou situaci, kdy diploidni linie (691 mm®) maji vyss§i hustotu stomat na mm? jak
tetraploidni (502 mm?; Obrazek 15B).
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Obrazek 15: Charakterizace stomatalnich znakti u diploidnich a tetraploidnich (C2 generace) rostlin jecmene. A —
Reprezentativni snimek vzhledu a velikosti stomat u divokého je¢mene. B — Kvantifikace stomatalnich znak. Hodnoty jsou
prumérem (£SD) z 10 mikroskopickych zornych poli. Rizna pismena znaéi vyznamné rozdily v hodnotach (p<0,05;

jednosmérnd ANOVA, nasledovana Tukeyho post hoc testem).
5.2.1.2 Porovnani exprese vybranych genii kveteni u diploidnich a tetraploidnich
rostlin

Pro porovnani exprese tii genll ovliviigjicich kveteni (HvPPD, HvVRN1, HvFT) u diploidni

a tetraploidni linie kultivaru Morex byla provedena RT-qPCR a jako referencni gen byl pouzit gen
ACTIN.

38



Na zakladé ziskanych vysledkil byla pozorovana vyssi exprese genu HVPPD u tetraploidni linie o vice
jak polovinu v porovnani s diploidni linii. U genu HVWRN1 byla naopak pozorovana vy$si exprese
u diploidni linie v porovnani s tetraploidni linii. Co se ty¢e genu HVFT, tak jeho exprese byla znaéné

vyssi u diploidni linie, zatimco jeho exprese u tetraploidni linie byla minimalni (Obrazek 16).
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Obrazek 16: Relativni exprese u diploidniho a tetraploidniho je¢mene kultivaru Morex. Rizna pismena znaéi statisticky
vyznamné rozdily (p<0,05; jednosmérna ANOVA, nasledovana Tukeyho post hoc testem). Hodnoty jsou pramérem ze 3

biologickych opakovani. Pro normalizaci hodnot byl pouzit ACTIN gen.

5.2.2 Reproduktivni faze ristu

5.2.2.1 Fenotypova analyza vzrostlych rostlin

Nésledné byla provedena charakterizace vzrostlych tetraploidnich linii kultivaru Morex, Compana
a divokého je¢mene (C2 generace). Jako prvni byla pozorovéna faze riistu zvanad metani — pocet dni od
kliceni az do doby, kdy jsou viditelné osiny na prvnim klasu (Obrazek 17A). Data jsou prezentovana na

Obrazku 17B.

U vsech tetraploidnich linii v porovnani s diploidnimi bylo pozorovano opozdéni rustu. Konkrétné
tetraploidni linie kultivaru Morex byly opozdény oproti diploidnim v priméru o 33 dni, tetraploidni
linie kultivaru Compana v prameéru o 20 dnd a tetraploidni linie divokého je¢mene v priméru o 29 dnti

(Obrazek 17B).

Poté byla zdokumentovana vyska rostliny a pfepocet jednotlivych klast na rostlinu. Na zaklad¢ téchto
pozorovani bylo zjisténo, ze tetraploidni linie maji v ptipadé kultivaru Morex a divokého je¢mene mensi
pocet klastl na rostlinu oproti diploidnim rostlinam (naptiklad diploidni divoky jeémen ma 45 klast,
zatimco tetraploidni divoky je¢men pouze 34), vyjimku tvofi pouze tetraploidni linie kultivaru

Compana, kde diploidni linie maji v priméru 28 klast na rostlinu, zatimco tetraploidni linie maji 44
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(Obrazek 17C). Podobna pozorovani byla ziskana v ramci vysky rostlin, kdy bylo zjisténo, ze
tetraploidni linie jsou o par centimetri niz$i jak diploidni linie, opét s vyjimkou tetraploidni linie

Compana, kde byl pozorovan vyssi rust rostliny v porovnani s diploidni linii (Obrazek 17D).
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Obrazek 17: Fenotypova analyza diploidniho a tetraploidniho je¢mene v reproduktivni fazi ristu. A — Reprezentativni snimek
12 tydnd starych diploidnich a tetraploidnich rostlin jeémene kultivaru Morex. B — Kvantifikace doby metani pfedstavujici
pocet dni od vysazeni do doby metani. C — Pocet klasii na jednu rostlinu. D — Vyska rostliny. Hodnoty jsou praimé&rem (£SD)
ze 2 biologickych replik, kazda tvotena 2—4 rostlinami. Rizna pismena zna¢i vyznamné rozdily v hodnotach (p<0,05;

jednosmérna ANOVA, nasledovana Tukeyho post hoc testem).
5.2.2.2 Kontrola zivotaschopnosti a velikosti pylu

Pro urceni Zivotaschopnosti pylu bylo provedeno Alexandrovo barveni, které diky obsahu fuchsinu
a malachitové zeleni je schopné odliit Zivotaschopné a neZivotaschopné buiiky. Zivotaschopné
se obarvi do fialova, jelikoz dojde k navazani fuchsinu na protoplast, zatimco nezivotaschopné bunky
jsou diky pfitomnosti malachitové zeleni obarveny do modro-zelena, protoze dojde k navadzani
malachitové zelen¢ na celulozu v bunééné stén¢ pylu (Alexander, 1980). Obarveny pyl byl poté
pozorovan a zdokumentovan prostiednictvim svételného mikroskopu (Obrazek 18A). Pro vyhodnoceni

velikosti pylu byl pouzit ImagelJ a v§echna data byla zpracovana ve formé grafu viz Obrazek 18B.

Na zéklad¢ Alexandrova barveni byla pozorovana redukce zivotaschopnosti pylu u vsech tetraploidnich
linii (C2 generace) v porovnani s diploidnimi rostlinami. Nejvys$§i redukce byla pozorovana v piipadé
kultivaru Compana, a to o 19 %, o trochu mensi byla pozorovana v ptipad¢ kultivaru Morex, a to o 14 %.

Kdezto nejmensi redukce byla pozorovana u divokého je¢mene, konkrétné o 10 % (Obrazek 18B).

40



Co se tyce velikosti pylovych zrn, velikost u pylovych zrn vSech tetraploidnich linii byla namétena vyssi

jak u diploidnich linii viz Obrazek 18C. To je dalSim dikazem potvrzujicim Gspésnou tetraploidizaci.
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Obrizek 18: Zivotaschopnost pylu u diploidniho a tetraploidniho (C2 generace). A — Reprezentativni snimek pylovych zrm
izolovanych z diploidnich a tetraploidnich HS rostlin barvenychAlexandrovym barvivem. Fialova — viabilni; zeleno-modra —
neviabilni pyl. B — Kvantifikace Zivotaschopnosti pylu. Hodnoty jsou primérem (+SD) z 10 mikroskopickych zornych poli.
Rulizna pismena zna¢i vyznamné rozdily v hodnotach (p<0,05; jednosm&ma ANOVA, nasledovana Tukeyho post hoc testem).

C — Velikost individualnich zivotaschopnych pylovych zrn. Data byla ziskana a vyhodnocena stejné jako (B).
5.2.2.3 Fenotypova analyza suchych klasi

Pro blizsi charakterizaci tetraploidnich linii byla zméfena délka jednotlivych klast a také frekvence
poc¢tu semen na jeden klas. Na zakladé téchto pozorovani byla zjisténo, ze délka klasu u vSech
tetraploidnich linii v porovnani s diploidnimi byla delsi (Obrazek 19A). Zaroven bylo pozorovano, ze

jednotlivé klasy diploidnich linii maji okolo 80 % normalné se vyvyjejicich se semen, zbytek tvoii
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abortovana vajicka (vajicka, ktera se nevyvinula v semeno). Zatimco v piipad¢ tetraploidni linie Morex
nebylo pozorovano jediné normalné se vyvijejici semeno. U kultivaru Compana a divokého je¢mene byl

pozorovan vznik okolo 60 % a 50 % normalné se vyvijejicich semen (Obrazek 19B).
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Obriazek 19: Charakterizace klasu a semen diploidniho a tetraploidniho je¢mene. A — Délka klasu. Hodnoty jsou primérem
(£SD) ze 3 biologickych replik, kazda tvorena 10 klasy. B — Frekvence semen na klas. NS — normalni semeno; AS — abnormalni
semeno. Hodnoty jsou primérem (£SD) ze 10-25 hodnocenych klasti. Riizné pismena znaci vyznamné rozdily v hodnotach

(p<0,05; jednosmérna ANOVA, nasledovana Tukeyho post hoc testem).
5.2.2.4 Charakterizace semen tetraploidnich a diploidnich linii

Pro charakterizaci semen (C3 generace) tetraploidnich linii a jejich porovnani s diploidnimi byla semena
zdokumentovana prostfednictvim stereoskopického mikroskopu a zvazena pomoci analytickych vah.
Ziskana vaha byla pfepoctena na hmotnost tisice semen. Ze ziskanymi semeny byl nasledné proveden

test kli¢eni.

U kultivaru Morex byla pozorovana absence tvorby semen u tetraploidni linie (Obrazek 20A). Zatimco
u kultivaru Compana a divokého jeCmene byla pozorovana tvorba semen u tetraploidnich linii, jejich
hmotnost byla vSak v porovnani se semeny diploidnich linii t€z8i. Konkrétné u tetraploidni linie
kultivaru Comapana se hmotnost zvysila asi 1,5krat ve srovnani s diploidni linii. U divokého je¢mene
byl tento nartst téméf dvojnasobny (Obrazek 20AB). Nicméné po provedeni testu kli¢eni vyklicilo
pouze 20 % semen tetraploidni linie Compana, zatimco semena tetraploidni linie divokého je¢mene

méla téméf 100% Gspésnost kli¢eni (Obrazek 20C).
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Obrazek 20: Charakterizace diploidnich a tetraploidnich (C3 generace) semen u jeCmene. A — Reprezentativni snimek
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znazoriyjici fenotyp oloupanych (nahych) semen. B — Véaha semen. C — Schopnost kli¢eni semen. Hodnoty (B a C) jsou
priméry (£SD) z 6 hodnocenych rostlin. Rizna pismena (B a C) znaci vyznamné rozdily v hodnotach (p<0,05; jednosmérna

ANOVA, nasledovana Tukeyho post hoc testem).
5.2.2.5 Analyza poctu chromozomii

Pied samotnym interploidnim kiizenim byla provedena kontrola poctu chromozomu u vyselektované
stabilni tetraploidni linie divokého je¢mene (C3 generace) pro kontrolu potencialnich aberaci
a nestability. Pro porovnani a kontrolu byly pozorovany metafazové chromozomy také u diploidni linie

divokého je¢mene.

Za timto ucelem byla provedena fluorescenc¢ni in situ hybridizace, kdy chromozomy byly oznaceny
CEREBA-centromerickou sondou a 45S a 5S rDNA sondami. K experimentu byly pouzity chromozomy
kofenového apikalniho meristému naklicenych C3 semen. Chromozomy byly na zakladé vzniklych
signall sefazeny a byl vytvofen karyotyp pro diploidni a tetraploidni linii divokého je¢émene podle

literatury (Kapusi et al., 2012; Nowicka et al., 2023).

Tato metoda potvrdila podle pfedpokladu ptitomnost vzdy zdvojnasobené mnozstvi pard chromozomiu

u tetraploidni linie, tedy misto jednoho paru, pary dva (Obrazek 21).
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Obrazek 21: Potvrzeni po¢tu chromozomi u diploidniho a tetraploidniho (C3 generace) divokého jeémene na metafazovych

chormozomech kotenového apikalniho meristému. Snimky znazorfuji karyotypy zparované na zakladé lokace CEREBA-
centromerické (rizova), 45S (zelend) a 5S (Cervend) rDNA sondy s vyuZitim fluorescenéni in situ hybridizace. DNA obarvena

DAPI (modra).
5.3 Interploidni kfiZeni a charakterizace hybridnich semen

Za ucelem studia parentalniho konfliktu na vyvoj semen u jeCmene byla provedena interploidni kfizeni
mezi diploidnimi a tetraploidnimi (C3 generace) liniemi divokého je¢mene. Konkrétné bylo provedeno
kiizeni ve Ctyfech kombinacich: diploidniho otce s diploidni matkou (2x X 2x), diploidniho otce
S tetraploidni matkou (2x % 4x), tetraploidniho otce s diploidni matkou (4x X 2x) a tetraploidniho otce
S tetraploidni matkou (4x x 4x; Obrazek 22A). Vznikla semena z jednotlivych kiizeni byla poté zvazena

na analytickych vahach a pfepocitana na hmotnost tisice semen.

Nejvyssi hmotnost byla pozorovana u kontrolnich kfizeni 2x % 2x (~ 25 gramil), o né€co nizsi byla
pozorovana u 4x x 4x (~ 15 grami; generace C4). Naopak u semen z kiiZeni rodict s riznou ploidii

(2x x 4x; 4x x 2x) byla hmotnost tisice semen vyrazné nizsi, okolo 2,5 gramt (Obrazek 22B).

Rozdil v hmotnostech mtize byt vysvétlen riznym fenotypem semen ziskanych kfizenim. Semena byla
rozdg¢lena do tii fenotypd: NS, LAS a EAS. Urceni téchto fenotypt bylo provedeno na zakladé literatury
(Nowicka et al., 2021; Yang et al., 2021).

V ptipadé 2x x 2x bylo pozorovano 95% zastoupeni NS a minimalni zastoupeni LAS a EAS. Zatimco
Vv ptipad¢ 4x x 4x je zastoupeni EAS a LAS vyssi jak u 2x x 2x, avSak stale dochazi k prevaznému
zastoupeni NS (65 %). Kdezto u k¥izeni rodi¢li s riznou ploidii (2x x 4X; 4x x 2X) nebylo pozorovano

zadné normalné se vyvijejici semeno. V téchto pripadech bylo pozorovano pouze zastoupeni EAS
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a LAS. Konkrétné v pfipade kiizeni 2x x 4x bylo pozorovano vyrazné vyssi zastoupeni LAS (92 %),
naopak u kiizeni 4x x 2x vyssi zastoupeni EAS (60 %; Obrazek 22C).
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Obrazek 22: Fenotypové defekty semen ziskanych vzajemnym interploidnim kfizenim mezi diploidnimi a tetraploidnimi
rostlinami divokého je¢mene. A — Reprezentativni snimek znazoriujici fenotyp semen. B — Véaha semen pro dana kiizeni.
Hodnoty jsou priméry (+SD) z celkové 20 klasti. Rtizna pismena znac¢i vyznamné rozdily v hodnotach (p<0,05; jednosmérna
ANOVA, nasledovana Tukeyho post hoc testem). C — Frekvence tii fenotypti semene; NS — normdlni semeno; LAS — late-
aborted seed (pozdé-abortované semeno); EAS — early-aborted seed (brzy-abortované semeno). Data byla ziskana ze stejnych

klast jako v (B). Statistika byla provedena stejnym zptsobem jako v (B).
5.3.1 Test zZivotaschopnosti bunék barvenim tetrazoliem

Z diivodu neschopnosti interploidnich kiizeni (2x x 4x; 4x x 2x) vytvaret NS, byl proveden test
zivotaschopnosti bun¢k embrya, a to prostfednictvim barveni tetrazoliem. Viabilni embryo bylo
obarveno cCervené, zatimco neviabilni embryo zistalo neobarveno. Na zaklad¢ tohoto testu bylo
pozorovano u vsech 4 typu kiizeni (2x x 2X; 2X x 4X; 4X x 4x; 4x x 4x) zivotaschopné embryo Viz
Obrazek 23A.

Proto byl poté proveden navic test kliceni, kde vS§ak doslo pouze k vykli¢eni semen kiizeni 2x x 2X
a 4x x 4x a zadnych semen interploidnich kiizeni (2x x 4x; 4x X 2x), i pfes pozitivitu viability embrya

barvenim tetrazoliem (Obrazek 23B).
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Obrazek 23: Testovani zivotaschopnosti a schopnosti kli¢it semen ziskanych vzajemnym interploidnim kfizenim mezi
diploidnimi a tetraploidnimi rostlinami divokého je¢mene. A — Podélné fezy zndzoriujici zivotaschopnost bun¢k embrya
barvenim tetrazoliem Cerven¢. B — Kontrola schopnosti kli¢eni semen. Hodnoty jsou prumérem (£SD) ze 3 biologickych replik,
kazda tvofena 810 semeny. Rlizna pismena znaci vyznamné rozdily v hodnotach (p<0,05; jednosmérna ANOVA, nasledovana

Tukeyho post hoc testem).
5.3.2 Test bunéc¢né smrti barvenim Evansovou modii

Na zaklad¢ vyse ziskanych vysledki byl nasledné proveden také test bunécné smrti endospermu, a to
prostiednictvim barveni Evansovou modii. Princip barveni je opacny oproti barveni tetrazoliem.
K obarveni modfe dojde pouze u neviabilniho endospermu, zatimco viabilni endosperm zistane
neobarven. V piipadé normalné se vyvijejicich suchych semen by mé¢l byt cely endosperm obarven
modre (Nowicka et al., 2021). Na zaklad¢ tohoto barveni bylo pozorovano u kiizeni 2x x 2x a 4x x 4x,
ze endosperm vyplnil cely prostor semene. V ptipadé kiizeni diploidni matky a tetraploidniho otce byla

pozorovana absence endospermu v hybridnich semenech, zatimco u kiiZeni tetraploidni matky
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S diploidnim otcem endosperm vyplnil cely prostor malého semene. Nicméné u tii typd kiizeni byl

endosperm obarven modie (Obrazek 24).

Obrazek 24: Pritomnost endospermu v semenech ziskanych vzajemnym interploidnim kiiZzenim mezi diploidnimi
a tetraploidnimi rostlinami divokého je¢mene. Pfi¢né fezy obarveny Evansovou modii barvici neZivotaschopné bunky

endospermu modfe.
5.3.3 Histologicka analyza

Z toho divodu byla provedena detailni analyza endospermu u 16 DAP starych semen tvorbou fezli na
mikrotomu a jejich naslednym barvenim. Celkov¢ byla provedena dvé barveni. Barveni Toluidinovou
modii pro obarveni chromatinu a bunécnych stén a barveni Lugolovym roztokem pro obarveni Skrobu

(Ishikawa et al., 2011).

PIna celularizace endospermu byla pozorovana u kontrolnich kfizeni (2x x 2x; 4x x 4x). U kiizeni
diploidni matky s tetraploidnim otcem (2x x 4x) a tetraploidni matky s diploidnim otcem (4x x 2x) byla
pozorovana piitomnost malého embrya. Rozdil byl pozorovan v piitomnosti a dobé celularizace
endospermu. Jelikoz u 2x x 4x byla pozorovana pfitomnost malého mnozstvi endospermu a cely prostor
semene byl vyplnén centralni vakuolou, ktera naznacuje, Ze zde dochazi k opozdéné celularizaci.
V piipadé 4x x 2x doslo k precizni celularizaci, jelikoz centralni vakuola byla jiz nahrazena bunikami

endospermu (Obrazek 25A).

Pro vyhodnoceni vyvojovych prechodli endospermu po celularizaci, bylo zkoumano hromadéni
zasobnich latek, konkrétn¢ Skrobu, prostfednictvim Lugolova barveni. U kontrolnich kiizeni (2x x 2x;
4x x 4x) a interploidniho ktizeni 4x x 2x bylo pozorovano hromadéni skrobu v celém endospermu,
nejhustéjsi v blizkosti embrya, zatimco u kiizeni 2x x 4x byl Skrob pozorovan pouze v osemeni

(Obrazek 25B).
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Obrazek 25: Mikrotomové fezy 16 DAP semen ziskanych vzdjemnym interploidnim kfizenim mezi diploidnimi
a tetrapliodnimi rostlinami divokého je¢mene. A — Rezy obarvené Toluidinovou modii pro vizualizaci vyvoje embrya
a endospermu. Poznamka: Embyro neni pfitomno na obrazcich zobrazujicich semena ziskana kontrolnim kiizenim (2x x 2x;
4x x 4x). B — Rezy obarvené Lugolovym roztokem pro detekci skrobovych zrn. Snimky (A a B) ukazuji detaily vyvoje embrya

a endospermu.
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6 Diskuse

6.1 Tvorba tetraploidniho je¢mene

V soucasné dobé bézné¢ a nejvice pouzivanym zplsobem, jak vytvorit tetraploidni linie u rostlin je za
pomoci mitotického jedu kolchicinu, a to vétSinou u rostlin péstovanych klasicky v pudé¢ (Sourour et al.,
2014). V této praci jsme vyuzili stejného zplsobu piipravy tetraploidnich linii. Nicméné pro urychleni
rastu rostlin jsme pouzili rostliny péstované v in vitro podminkach. In vitro podminky nabizi fadu
vyhod, zejména neni potieba zdaleka tolik mista pro péstovani rostlin v in vitro podminkach jak u rostlin
pestovanych v pude, dalsim plus je, Ze 1ze pestovat vice rostlin na jednom misté, tedy na jednom médiu
a také to znamena urcité vyhody pro nasledujici kroky pfipravy tetraploidnich linii, a to z pohledu ¢isténi
kotfent od hliny. Tento zpiisob piipravy tetraploidnich linii nebyl doposud proveden u obilnin a tento
napad s péstovanim rostlin v in vitro podminkach pro nasledné osetieni kolchicinem pfislo na zakladeé

¢lanku o Arabidopsis, kde je béZnou praxi péstovani rostlin v in vitro podminkach (Yang et al., 2021).

V tomto experimentu jsme pro piipravu tetraploidnich linii jeCmene pouzili kultivar Morex, kultivar
Compana a divoky jeémen. VSechny tii genotypy je¢mene byly péstovany jak v pudé, tak v in vitro
podminkach, nicméné se ukazalo, ze rostliny péstované v in vitro podminkach, které byly nasledné
vystaveny pusobeni kolchicinu, mély nizs§i pomér preziti, jak u rostlin péstovanych v ptd¢é. Diivodem
muze byt, Ze samotné in vitro podminky ptedstavuji pro rostlinu urity stres, a poté, kdy je rostlina
vystavena dal$imu stresu (pasobeni kolchicinem), tak rostlina neni schopna tyto podminky pieZit,

zatimco podminky pro rostliny péstované v pidé napodobuji pfirozené prostiedi (Yildiz, 2011).

Avsak pokud se zamétime na ucinnost tetraploidizace u jednotlivych genotypd, tak si lze pov§imnout,
ze kultivary Morex a Compana maji vyssi ucinnost tetraploidizace, jinymi slovy vice rostlin je Cisté
tetraploidnich u rostlin péstovanych v in vitro podminkach. Kdezto divoky je¢men ma vyss§i ucinnost
tetraploidizace v piipad¢ rostlin péstovanych v pudé. Tento ukaz by se dal vysvétlit tim, ze genotypy
Morex a Compana jsou kultivary, tedy uméle vypéstované rostliny, dalo by se fici, Ze jsou na in vitro
podminky lépe ptipraveny, zatimco pro divoky je¢men in vitro podminky piedstavuji urcity typ stresu,
je tak pro ng jednodussi vytvofit uspé$né tetraploidni linie u rostlin péstovanych jemu ve vice

pfipominajicim pfirozenych podminkach, tedy v pudé (Biagioli et al., 2006).

I pfesto, ze se in vitro podminky pro kultivary Morex, Compana a divoky je¢émen zdaji byt horSimi,
zaroven v pripad¢ kultivard Morex a Compana se ukazuje, Ze pres niz$i procento preziti, je u nich prave

za téchto podminek tetraploidizace nejucingjsi.
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6.2 Charakterizace a selekce stabilni tetraploidni linie

Tetraploidizace, celkové zdvojeni celého genomu, tedy zvySovani ploidie u rostlin hrala v ramci jejich
evoluce velky vyznam. Ploidizace hrala dilezitou roli pfi speciaci rostlin a domestikaci plodin. Mnoho
dilezitych plodin jako je pSenice, bavlna a fepka olejna jsou polyploidy (Song a Chen, 2015). Uméla
tetraploidizace i dnes hraje vyznamnou roli pii Slechténi a zabezpeceni zeméd¢€lské vyroby, jelikoz
vlivem tetraploidizace dochézi ke zvétSovani jednotlivych bunck, ale i celkové velikosti rostliny

z diivodu zvyseni obsahu DNA (Robinson et al., 2018; Satpathy et al., 2021).

Nicméné se ukazuje, ze u tetraploidnich linii mtize také dochézet k jakési nestabilité, kterou nazyvame
»genomovy Sok“. Zdvojovani chromozomi vyvoldva fadu genetickych a epigenetickych modifikaci,
které jsou vysledkem juxtapozice a interakce odliSnych homeolognich regula¢nich siti, coz vede
k novym cis- a trans-ptisobicim u¢inkiim na genovou expresi (Aleza et al., 2011; Doyle a Coate, 2019).
Indukovana vicenasobna ploidie miiZze navic také ovliviiovat vnitini homeostazu bunky, coz mize vést
k meiotické nestabilité, Spatné sexualni reprodukci a dal$im epigenetickym zménam V rostlinach

(Gantait a Mukherjee, 2021).

Tuto nestabilitu jsme pozorovali pii testu kliceni u C2 generace semen tetraploidnich linii, kdy
U kultivart Morex a Compana doslo k redukci schopnosti kliceni az na 20 %, nicmén¢ tento problém
nebyl pozorovan u divokého jeCmene, kde uspésnost kliceni dosahovala 90 %. Muzeme tak fict, ze
se jednd pravdépodobné o genotypove zavislou odpoveéd na tetraploidizaci. Diivodem tohoto jevu mtize
byt, Ze divoky je¢men je zdrojem fady gentl rezistentnich vici biotickym a abiotickym stresiim a dokaze
se tak 1épe vyrovnat se stresy, kterou tetraploidizace mtize piedstavovat, narozdil od kultivart Morex

a Compana, které mohly tuto schopnost ztratit v prib¢hu kiizeni a domestikace (Fetch et al., 2003).

Soucasti této prace bylo také potvrzeni vysledkid tetraploidizace. Z tohoto divodu jsme provedli
experiment sledujici stomatalni znaky rostlin u generace C2, jelikoz tento zpusob potvrzeni
tetraploidizace, konkrétné jejiho efektu na zménu morfologie, byl jiz né€kolikrat proveden (Leal-Bertioli
eta la., 2012; Zhang a Gao, 2020). Tento typ experimentu se navic provadi jako alternativa k méfeni
ploidie pomoci pritokové cytometrie. Tyto studie se shoduji, ze velikost stomat se vlivem
tetraploidizace zvétSuje oproti diploidnim rostlindm, ¢imz dochazi k snizovani jejich hustoty oproti

diplodnim liniim, kdy jsou stomata mensi a vic se jich tak vejde na mensi plochu (Zhang a Gao, 2020).

Na zakladé tohoto experimentu sledujiciho stomatalni znaky, bylo potvrzeno, Ze tetraploidizace opravdu
zveétsuje velikost stomat u tetraploidich rostlin, coz mélo v ptipadé divokého je¢mene za nasledek lehké
zmeny tvaru, jinymi slovy tetraploidni stomata jsou kruhovitéjsi oproti diploidnim. Nicméné tuto zménu
nepozorujeme u kultivardh Morex a Compana, mize se tak jednat o genotypové dany znak. Co se tyce
zmény hustoty stomat, opét se muze jednat o genotypové dany znak, jelikoz v ptipadé kultivaru

Compana doslo ke sniZeni hustoty u tetraploidni linie stejné jako v ¢lancich Leal-Bertioli et al., 2012;
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Zhang a Gao, 2020, zatimco u kultivaru Morex a divokého je¢émene pozorujeme piesné opacny efekt.
V budoucnu by tento experiment by mohl byt doplnén o pocitani poctu chloroplastii a studium Gc¢innosti

fotosyntetického systému.

Data prezentovand v této praci naznacuji, Ze tetraploidizace mize ménit nejen morfologii, ale také
fyziologii rostlin. Proto jsme se rozhodli porovnat expresi genti kveteni. Vybrali jsme tfi dllezité geny
ovliviwgjici kveteni — HYPPD, HVWRN1 a HVFT — a sledovali jsme jejich expresi u kultivaru Morex.
De novo tetraploidizace (navozena kolchicinem) zpiisobila u Morexu znasobeni celého genomu.
Z tohoto dtivodu jsme ptredpokladali i celkové zvyseni exprese vyse uvedenych genti. Analyza exprese
genl ukazala, Ze vyssi exprese nastala pouze u genu HVPPD, zatimco geny HVWRN1 a HVFT mély nizsi
expresi ve srovnani s diploidnim Morexem. Tento vysledek mtize byt dan tim, Ze béhem tetraploidizace
dochazi k interakci dvou kopii genomd, které nasledné mohou vyvolavat riizné genetické a epigenetické
zmeény. Tyto zmény mohou vést k reorganizaci genomu, zméng¢ regula¢nich mechanismi a expresi gentl,
které pomahaji polyploidnim organismim se 1épe adaptovat na okolni prostiedi (Song a Chen, 2015).
Tato data ukazuji, Ze by bylo zajimavé provést studium vétsiho mnozstvi gend, napiiklad pomoci

sekvenovani nové generace (sekvenovani RNA).

Déle pro dtkladné&jsi charakterizaci rostlin tetraploidnich linii byly sledovany zejména fenotypové
znaky. Jako prvni jsme se zaméfili na rdst rostlin, konkrétné na fazi zvanou metani (Alqudah
a Schnurbusch, 2017), kde se ukazalo, Ze tetraploidni rostliny potfebuji vice ¢asu v priméru 27 dnu
k tomu, aby se dostali do této faze metani. Tato informace byla velmi dilezita z hlediska synchronizace
materialu pro interploidni kiiZzeni. Navic jsme vypozorovali, Ze stejné staré tetraploidni rostliny jsou
mensi oproti diploidnim a maji niz§i pocet klasti na rostlinu. Tento jev byl zaznamenan u mnoho uméle
generovanych tetraploidi, ale otazka, jak duplikace celého genomu ovliviuje rist a vyvoj rostlin,
zUstava nezodpovézena (Corneillie et al., 2019). Udaje z jinych rostlinnych druht odhalily, Ze divodem
muze byt pofet bunétnych déleni autotetraploidd (Comai, 2005). Duplikace genomu vyZzaduje
dvojnasobné mnozstvi nukleotidt pro replikaci genomu pied bunéénym délenim. Je mozné, Ze existuje
negativni korelace mezi obsahem DNA a poctem bunécnych dé€leni, coz mize mit za nasledek vétsi
energetické naroky u tetraploidnich rostlin. Tento fenomén byl jiz dfive nazvan jako ,,syndrom vysoké

ploidie* (Tsukaya, 2008).

Vyjimku tvofi kultivar Compana, ktery i pies opozdénou dobu metani zhruba o 20 dni je vys$i a ma
vy$si pocet klast na rostlinu v porovnani s diploidni rostlinou. Opét miize jit o genotypovée dany znak.

Bylo by zajimavé se tomuto tématu v budoucnu vénovat podrobnéji.

Dale jsme se zaméfili na kontrolu viability pylu jednotlivych genotypt prostiednictvim Alexandrova
barveni. Zde se vysledky shoduji u vSech tfi genotypt tetraploidnich linii dochazi k redukci
zivotaschopnosti pylu, tato redukce zivotaschopnosti neni nijak zasadni, jelikoz se pohybuje v ramci

10-20 %. Nicméné i u pylovych zrna pozorujeme vliv tetraploidizace, jelikoz pylova zrna tetraploidnich
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linii vSech genotypt jsou vEtsi oproti pylovym zrntim diploidnich linii. Stejné trendy byly pozorovany

i u Arabidopsis (Yang et al., 2021).

Pro potvrzeni stability tetraploidnich linii byla studovéna semena generace C3. K nasemu velkému
prekvapeni tetraploidni linie kultivaru Morex neprodukovala zadna semena. Jelikoz bylo prokazano, ze
pylova zrna tetraploidni linie kultivaru Morex jsou Zivotaschopné, mize se jednat o problém vznikly pfi
sami¢i meidze (Evans a Rahman, 1989; Mason a Pires, 2014). Do budoucna by tak bylo dobré se zaméfit

prave na studium samici meiozy.

Dalsim prekvapivym zjisténim bylo u kultivaru Compana, ktery i pfesto, ze jeho tetraploidni linie
vyprodukovali semena, tak tato semena méla GspéSnost kliceni pouze néco okolo 20 %. Dlivod neni
jasny, mizeme vidét, Ze semena tetraploidnich linii maji zvlastni barvu v porovnani se semeny diploidni

linie, do budoucna by tak stalo za zjisténi divod jejich nizké schopnosti kliceni.

Na zaklad¢é vSech vySe uvedenych experimentl se jako nejlepsi kandidat pro finalni fazi této prace,
kterou je samotné interploidni kiizeni ukazuje byt divoky je¢men, kde pozorujeme produkci semen, tato
semena tetraploidni linie divokého je¢mene maji vyssi vynos oproti sementim diploidni linie, a co je

dilezité dosahuji témét 100% schopnosti kliceni.

Témet vSichni autotetraploidi produkuji aneuploidni potomstvo kvili nepravidelnostem v meidze
(Doyle, 1986). Z tohoto diivodu jsme na zavér provedli posledni kontrolu stability této tetraploidni linie
divokého je¢mene. Cilem této analyzy byla kontrola po¢tu chromozomu za pomoci fluorescenéni in situ
hybridizace. Ukazalo se podle pfedpokladli, Ze u tetraploidni linie doSlo k znasobeni chromozomi
Z ptvodnich 14 chromozomt, které pozorujeme u diploidni linie na 28 chromozomu. Nepozorujeme zde
zadné aberace, lze tak tuto tetraploidni linii divokého jeCmene povazovat za stabilni a lze ji pouzit

ve finalni fazi této prace, kterou je interploidni kiizeni.
6.3 Interploidni kfiZeni a charakterizace hybridnich semen

Kfizeni rodi¢l s riznou ploidii mize vést k tzv. parentalnimu konfliktu, ktery piedstavuje jakousi valku
mezi genomy otce a matky. Zatimco matka usiluje o rovnocenny vyvoj vSech potomkd na ukor jejich

velikost, zajmem otce je co nejvetsi a nejsilngjsi potomstvo (Pires, 2014; Kinoshita, 2018).

Pro potvrzeni vlivu parentalniho konfliktu jsme provedli kiizeni ve ¢tyfech kombinacich: diploidniho
otce s diploidni matkou (2x x 2x), diploidniho otce s tetraploidni matkou (2x x 4x), tetraploidniho otce

s diploidni matkou (4x x 2x) a tetraploidniho otce s tetraploidni matkou (4x x 4x).

Jednotliva semena ze vSech kfiZeni byla nasledn€¢ zvézena na jejimz zdklad€ bylo vypozorovano, ze
semena z interploidnich kfizeni (2x x 4x a 4x x 2X) byly znac¢né leh¢i v porovnani se semeny kontrolnich
kiizeni. Vypozorovali jsme, Ze je to dano z divodu raznych fenotypti semen, jinymi slovy z davodu

pred¢asného ukonceni vyvoje téchto semen, coz vedlo nasledné k abortu. Rozd¢lili jsme tak tyto semena
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do 3 kategorii NS, LAS a EAS na zéklad¢ doby, kdy doslo k jejich aborci v ramci DAP podle ¢lanku
Nowicka et al., 2021. Pravé u téchto interploidnich kiizeni nebylo pozorovdno zddné normalné se

vyvijejici semeno, kdezto u kontrolnich kiiZeni tento fenotyp semen pievazoval.

Pravé z divodu neschopnosti interploidnich kiizencl tvofit normalni semena byl proveden test
zivotaschopnosti bunék embrya, a to barvenim tetrazoliem. Princip tohoto barveni je zaloZzen na
schopnosti zivych bun¢k preménovat bezbarvou latku 2,3,5-trifenyltetrazolium chloridu na barevny
produkt ve formé Cerveného nerozpustného derivatu tetrazolia diky aktivnim dehydrogenazam

(Grzybowski et al., 2012).

Ptekvapivé vSechna embrya ze vSech kiizeni vcetné interpolidnich byla na zaklad¢é tohoto testu
pozorovana jako viabilni. Pro potvrzeni jsme provedli test kliCeni, nicméné se ukazalo, ze piestoze
semena z interploidnich kiiZzeni maji viabilni embryo, tak nejsou schopny kli¢eni, coz mize poukazovat
na mozné defekty pii vyvoji endospermu. Tato neschopnost embrya vyklicit se nazyva triploidni blok
a je zpiisobena poruchou endospermu (Kohler et al., 2009). Za ucelem potvrzeni tohoto tvrzeni by do
budoucna bylo mozné provést preparaci embrya a ponechat jej klicit na ziviny obohaceném médiu
simulujici funkéni endosperm a sledovat, zda v takovémto piipadé dojde k vykli¢eni embrya (Ishikawa
etal., 2011; Sekine et al., 2013).

Dale jsme se soustfedili na pozorovani vyvoje endospermu. Jako prvni jsme provedli barveni semen
Evansovou modii. Princip tohoto barveni je zaloZen na tom, ze bunky, které jsou mrtvé nejsou schopny
udrzet integritu membrany a vyloucit barvivo, zistavaji tak obarveny modie (Young et Gallie, 1999).
V ptipade semene jeCmene je touto mrtvou tkani endosperm (Nowicka et al., 2021). Bylo pozorovéano,
ze u vSech kfizeni jsou builky endospermu nezivotaschopné, nicméné u kiizeni diploidni matka
a tetraploidni otec byla pozorovana absence endospermu. To mulze byt zplsobeno pravdépodobné
z divodu opozdéné celularizace. Stejné vysledky byly také pozorovany u kukufice a ryze (Pennington

et al., 2008; Sekine et al., 2013).

Pro potvrzeni tohoto tvrzeni jsme vyuZili tvorby ezl za pomoci mikrotomu a jejich nasledného barveni.
Celkoveé byla provedena dvé barveni, a to barveni Toluidinovou modii a Lugolovym roztokem.
Zapomoci barveni Toluidinovou modfi bylo odhaleno, Ze v piipadé kiizeni diploidni matky
S tetraploidnim otcem (2x x 4x) dochazi k tvorbé malého embrya stejné tak u kfizeni tetraploidni matky
s diploidnim otcem (4x x 2x). AvSak byl zde pozorovan rozdil v dobé celularizace, jelikoz u 2x x 4x
byla pozorovana ptitomnost centralni vakuoly, ktera naznacuje, Ze zde dochazi k opozdéné celularizaci
oproti 4x x 2x, kde doslo k precizni celularizaci, jelikoz centralni vakuola byla jiz nahrazena buinkami
endospermu. Tyto vysledky jsou v souladu svysledky diive ziskanymi z interploidnich kiizeni
u Arabidopsis, ryze a kukuftice (Scott et al., 1998; Pennington et al., 2008; Sekine et al., 2013).

zasobniho $krobu (Huang et al., 2021). Z tohoto diivodu byly hodnoceny s vyuzitim barveni Lugolovym
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roztokem vyvojové prechody endospermu po celularizaci, kdy bylo zkoumano hromadéni zasobnich
latek, konkrétné pravé skrobu. U kontrolnich kiiZeni (2x x 2X; 4X x 4x) a kiiZeni 4x x 2X bylo
pozorovano hromadéni skrobu v celém endospermu, nejhustéjsi v blizkosti embrya, zatimco u kiizeni
2Xx x 4x byl 8krob pozorovan pouze v osemeni, coz bylo v souladu s vysledky ziskanymi u ryze (Sekine

etal., 2013).

V této studii jsme poprvé charakterizovali fenotyp endospermu Vv semenech produkovanych
interploidnim kiizenim u je¢mene. Semena s ptebytkem matetfského genomu (4n X 2n) vykazovala
predc¢asnou celularizaci. Naproti tomu semena s nadbytkem otcovského genomu (2n x 4n) vykazovala
opozdénou celularizaci. Tyto vysledky jsou v souladu s vysledky uvadénych diive u jinych druht (Scott
et al., 1998; Pennington et al., 2008; Sekine et al., 2013; Stoute et al., 2012; Lafon-Placette et al., 2018)

a ukazuji vliv parentalniho konfliktu béhem vyvoje interploidnich semen.

Data u jinych druhti ukazuji, Ze vzniklé¢ fenotypy interploidnich kfiZzencd jsou znac¢n€ podobné
interspecifickym kiizenim (Lafon-Placette et al., 2017; Lafon-Placette et al., 2018), tato studie nam tak

muzZe poskytnout detailngjsi odpovéd’ tykajici se mechanismii ovliviiujici hybridizac¢ni bariéru u obilnin.
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7 Zavér

V teoretické casti diplomové prace jsme se zaméfili na zpracovani literarni reSerSe na téma jeCmen sety,
polyploidizace, parentalni konflikt a triploidni blok. V experimentalni ¢asti jsme se poté vénovali tiem
zakladnim tkoltiim. Prvnim ukolem bylo vytvofit tetraploidni linie je¢mene setého. Druhym ukolem
bylo charakterizovat a vybrat ty linie, které jsou stabilni. Tietim ukolem bylo vyuzit tyto stabilni linie

pro finalni fazi experimentu, kterou bylo interploidni kiiZeni.

Pro vytvofeni tetraploidnich linii jeémene jsme vyuzili téi genotypy: kultivar Morex, kultivar Compana
a divoky je¢men. Tyto genotypy jsme péstovali jak v pudé, tak v in vitro podminkach. Tetraploidizaci
jsme navodili aplikaci kolchicinu na rostliny po rtizné dlouhou dobu (624 hod). Cilem bylo zjistit
optimalni délku ptsobeni kolchicinu. Poté jsme hodnotili schopnost téchto rostlin prezit oSetfeni
kolchicinem, ale také uspéSnost tetraploidizace. Ukazalo se, Ze tetraploidizace byla uc¢inngjsi pro
kultivary Morex, Compana Vv in vitro podminkach. Zaroven jsme ale pozorovali u téchto kultivart nizsi
procento preziti. Naopak u divokého je¢mene byla vyssi Gspeésnost tetraploidizace i procento pieziti

u rostlin péstovanych v pade.

Poté jsme provedli fadu experimentt, které ovéiovaly stabilitu jednotlivych tetraploidnich linii vSech tii
genotypi. Vysledky ukazaly, Ze pouze tetraploidni linie divokého je¢mene mély Zivotaschopny pyl

a normalné vyvinuta semena s vysokou kli¢ivosti.

Tyto linie tak byly pouzity pro interploidni kiiZzeni mezi diploidnimi a tetraploidnimi rostlinami
za ucelem sledovani vlivu parentalniho konfliktu na vyvoj semen. Zjistili jsme, ze pti kiizeni tetraploidni
matky s diploidnim otcem dochazi k produkci leh¢ich a mensich semen z diivodu predcasné celularizace.
Pii interploidnim kiizeni diploidni matky a tetraploidniho otce dochazi k opozdéné celularizaci
endospermu, coz ma za nasledek vznik semen s nedostate¢né vyvinutym endospermem. V obou smérech

ktizeni semena byla neklic¢iva.

Vysledky této diplomové prace prokazaly vliv parentdlniho konfliktu béhem vyvoje interploidnich

semen.
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