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Abstrakt

Jesttabnik vésenkovity (Hieracium prenanthoides agg.) je velmi variabilni polyploidni
druhovy agregét. Prace se zabyva studiem reprodukénich systémil dvaceti Sesti populaci
riznych ploidii a morfotypti z izemi Francie, Ceské republiky a Slovenska. Byly
provedeny palynologické analyzy a zjistén zplsob vzniku semen v pfirodnich
populacich 1 semen vzniklych experimentalnim kiizenim. Dv¢ tfetiny populaci tvotily
pyl, vétSina ve velkém mnoZstvi, ov§em s primérnou viabilitou jen 40 %. Alexandrovo
barveni vykazovalo faleSné pozitivni vysledky, tetrazoliovy test naopak faleSné
negativni; barveni acetokarminem se ukazalo jako nejspolehlivéjsi pro zjisténi pylové
viability. Pyl vSech analyzovanych rostlin mél heterogenni velikost. Naprosta vétSina
semen polyploidil jak z pfirodnich populaci, tak po experimentalnim kiizeni vznikla
apomikticky — embrya méla stejnou ploidii jako matefské rostliny a endosperm s
dvojnasobnym obsahem DNA oproti somatickym buiikam. U tetraploidnich populaci
byly zaznamendny tii ojedinélé vyjimky: 1) semeno s tetraploidnim embryem a
hexaploidnim endospermem, 2) semeno s oktoploidnim embryem, a 3) semeno s
pentaploidnim embryem. Vysledky jsou diskutovany zejména v evoluénim kontextu

druhu i celého rodu Hieracium.

Klicova slova: apomixie, mikrosporogeneze, pylova viabilita, barveni pylu,
Alexandrovo barvivo, TTC test, acetokarmin, ploidie, embryo, endosperm, hybridizace,

rezidudlni sexualita, mentor efekt, pentaploidie



Kocian J. (2013): Reproduction systems of the Hieracium prenanthoides polyploid
complex. Master thesis, Department of Botany, Faculty of Science, Palacky

University in Olomouc, 65 pp., in Czech.

Abstract
Prenanth hawkweed (Hieracium prenanthoides agg.) is a highly polymorphic polyploid
agregate species. The thesis focuses on a reproduction systems of twenty six
populations of different ploidy and morphology originating from France, the Czech
Republic and Slovakia. Palynological analyses were carried out and the mode of seed
developement was determined both in natural populations and in seeds originated via
experimental hybridization. Two thirds of populations produced pollen, most of them in
a big amount, however, with the mean viability of only 40 %. Alexander stain showed
false positive results, on the other hand tetrazolium test showed false negative results;
acetocarmine stain was determined as the most reliable pollen viability stain. Pollen of
all analysed plants was of heterogenous size. The vast majority of seeds of polyploid
plants, both from natural populations and from experimental hybridization, rised via
apomixis — the embryos had the same ploidy as the mother plants and the endosperms
with double-somatic DNA content. Three rare exceptions were detected in tetraploid
populations: 1) a seed with tetraploid embryo and hexaploid endosperm, 2) a seed with
octoploid embryo, and 3) a seed with pentaploid embryo. The results are discussed in

the species as well as the whole Hieracium genus evolutionary context.

Keywords: apomixis, microsporogenesis, pollen viability, pollen staining, Alexander
stain, TTC test, acetocarmine, ploidy, embryo, endosperm, hybridization, residual

sexuality, mentor effect, pentaploidy
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1. Uvod

vvvvvv

Vysledky studii zabyvajicich se rozmnozovacimi mechanismy rostlin maji Siroké
uplatnéni zejména ve Slechténi a produkci zemédé€lskych plodin, zaroven maji svou
dalezitou tlohu pro pochopeni rtiznych biologickych procest.

Kvetouci rostliny maji v obecné roviné tfi typy generativni reprodukce: 1)
cizospraSnost, 2) samosprasnost, a 3) apomixii (Allem 2003, Richards 2003). Zatimco
pii cizosprasnosti a v omezengj$i mife i pfi samosprasnosti vznikd potomstvo, které je
geneticky odlisné od mateiskych rostlin, v pfipadé¢ apomixie dochdzi ke vzniku
potomstva geneticky stejného (Richards 2003). Apomixie je tedy objektem zajmu jak
védct studujicich napt. moznost fixace F1 heterozygotnich hybridi kulturnich plodin,

tak téch, ktefi studuji evolu¢ni mechanismy rostlin (Barcaccia & Albertini 2013).

1.1. Apomixie

Apomixie je asexualni zpisob reprodukce rostlin, kdy pfi tvorbé semen nedochazi ke
splynuti pohlavnich bun¢k (Winkler 1908). Potomstvo je tak geneticky identické s
matefskou rostlinou. Gametofyticka apomixie se déli na nékolik typt (Nogler 1984). Pii
diplosporii vznikd megagametofyt ze samici archesporalni burky, zatimco pii aposporii
vznikd z jiné bunky nucelu. Diplosporie se dale déli na nékolik typl podle toho, jakym
zpusobem megagametofyt vznika (Asker & Jerling 1992). V naprosté vétSiné piipadu je
apomixie vdzana na sami¢i zdrode¢nou linii; ojedinéle jsou znamy i1 pifipady samci
apomixie (Pichot et al. 2000).

Apomixie ma oproti sexudlnimu rozmnozovani né€kolik vyhod. Tou hlavni je zajiSténi
reprodukce bez predchoziho opyleni, coz muze byt velmi pfinosné v extrémnich
klimatickych podminkach. Mnoho apomiktickych druhli netvoii pyl, jehoz tvorba je
vysoce energomateridlové naro¢nd. Pokud jsou apomikti polyploidni hybridi, 1ze u nich
ocekavat vysokou heterozygozitu, ktera je zvyhodni pted sexualy. Nadto, protoze je
apomixie ¢asto spojena s polyploidii, jsou rostliny konkuren¢né zdatné&jsi, jelikoz byvaji
diky vyssi ploidii celkové vétsi nez sexudlové (Richards 1997). Naproti tomu ma
apomixie i své zjevné nevyhody. Tou zésadni je, Ze u nich tak jako u sexudlti nedochazi
ke vzniku novych genotypt, které by se mohly pfizptsobit ménicim se podminkam.
Apomixie je zndma u nejméné 33 rostlinnych ¢eledi a apomiktické linie se vyvinuly

nezavisle mnohokrat ze svych sexudlnich ptibuznych (Nygren 1967, Carman 1997).



Apomiktické druhy maji ¢asto hybridni piivod a obvykle byvaji polyploidni (Carman
1997, Richards 1997). V Ceské republice patii mezi vyznamné Celedi s vy3sim
zastoupenim apomiktickych roda razovité (napt. rody Rubus, Rosa, Alchemilla; Holub
1995, Vétvicka 1995, Plocek 1995) ¢i hvézdnicovité (napt. Taxaxacum, Hieracium,
Pilosella; Travnicek et al. 2011, Chrtek 2004). Tyto rody se v nezanedbatelné mife
podileji na ¢eské rostlinné biodiverzité (cf. Danihelka et al. 2012).

V celém aredlu celedi hvézdnicovitych byl apomikticky zplsob rozmnozovani
vysledovan u mnoha rodl, napt. Antennaria (Stebbins 1932), Leontopodium
(Sokolowska-Kulczycka 1959), Arnica (Bakker 1966) ¢i Erigeron (Noyes & Soltis
1996). Rozsahle byla apomixie studovana u chlupackt (napt. Koltunow et al. 1998,
Fehrer et al. 2007, Krahulcova et al. 2009, Koltunow et al. 2011), v mens$i mife také u
blizce ptibuzného rodu jestfdbnik. V tomto rod€ je naprostd vétSina druht
apomiktickych a celd skupina je jiz velmi dlouhou dobu pfedmétem védeckého

zkoumani.

1.2. Rod Hieracium

Rod Hieracium L. — jestiabnik, je vyznamnou holarktickou skupinou rostlin rozsitenou
primarné v Evropé, Asii a Severni Americe. Jedna se o vytrvalé byliny s ptimymi, bud’
nevétvenymi a jednoubornymi, nebo chocholi¢naté vétvenymi a mnohoubornymi
lodyhami. Lodyhy jsou olisténé nebo bezlisté, listy rtiznych tvart, celokrajné az rizné
hluboce zubaté. Kvéty jsou zpravidla jazykovité, pétizubé, zluté. Plody jsou nazky
(Chrtek 2004). Dilezitym charakterem je odéni, které tvoii jednoduché, zldznaté a
hvézdovité chlupy; jejich pfitomnost, cetnost a pomér na riznych castech rostliny maji
zasadni vliv pro determinaci (Zahn 1921-1923).

Z hlediska taxonomie se jedna o jeden z nejkomplikovanéjSich rodl na svéte. Na
vyssi taxonomické Grovni byva do rodu Hieracium nékdy tazeny i rod Pilosella, ktery
je mu blizce ptibuzny. Oba rody tak nékdy byvaji uvadény na urovni podrodii v ramci
spolecného rodu Hieracium s. 1. (napt. Sell & West 1976, Chrtek 2004). Ob¢ skupiny se
vSak 1i81 mnohymi charakteristikami, zejména morfologickymi a reprodukénimi, a tak
byvaji opravnéné vyclenovany spise jako samostatné rody (Dostal 1989, Schou 2001,
Danihelka et al. 2012).

V ramci rodu je rozliSovano (v zavislosti na taxonomické koncepci) az ne€kolik
tisic druht (Chrtek 2004). V Evrop¢ existuji dvé hlavni klasifika¢ni koncepce:

1. Ve sttedni Evropé se pouziva koncepce SirSiho pojeti druhu a hierarchicky systém
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vnitrodruhové variability, kdy se vétSina druhii dale d€li na subspecie, variety a
formy. Jsou rozliSovany tzv. hlavni druhy (Hauptarten, species principales), které
jsou viceméné bézné, maji Siroké aredly a jsou morfologicky jasné odliSitelné, a

druhy vedlej$i (Zwischenarten, species intermediae), které stoji morfologicky v

riznych mistech pomyslné spojnice mezi dv€éma ¢i vice hlavnimi druhy a jsou
pravdépodobné hybridniho ptivodu. Tuto koncepci mezi prvnimi pouzili Nigeli &
Peter (1885, 1886—1889) a Zahn (1921-1923).

2. Na druhou stranu ve Velké Britanii, Skandinavii, Rusku a nékterych dalSich zemich
se pouziva Uzké vymezeni druhu, kdy jsou vSechny morfologicky vymezitelné
jednotky hodnoceny na druhové trovni (Uksip 1960, Sell & Murrell 2006).

Oba systémy nejsou vzajemné zcela pievoditelné. V soucasné Kvétené CR se
vychazi primamé ze stfedoevropské tradice Sirokych druhi. Uzké pojeti druhu bylo
pfijato u nékterych v posledni dobé podrobnéji zpracovavanych horskych skupin
jestrabnikli, u nichz se zda vice odpovidajici usporddani morfologické variability
(Chrtek 2004).

Hlavnim faktorem zodpovédnym za tak velkou variabilitu jestfabnikil je jejich
zpusob reprodukce. Pro jestidbniky je typickd apomixie, konkrétné diplosporie typu
Antennaria, kdy zarode¢ny vak vznikd mitotickym délenim samici archesporalni buiiky
a meidza je zcela potlacena (Skawinska 1962). Potomstvo je nasledné geneticky
uniformni a identické s matetskou rostlinou.

V soucasnosti je tak naprostd vétSina populaci pravych jestfabnikl tvofena
apomiktickymi liniemi. V minulosti nicméné byla situace patrné znacné odlisSna. Hlavni
teorie vysvétlujici vznik tolika rznych druht jestfabnikil (napf. Tennant & Rich 2008)
predpoklada, ze apomixii pfedchazel obvykly sexualni zplisob rozmnozovani. Rostliny,
které v prubehu evoluce vyvinuly apomikticky zplisob reprodukce a zdroven stale
produkovaly pyl, se zktizily se sexudlnimi jedinci, coz vedlo ke vzniku mnoha
asexudlnich linii liSicich se jemnymi rozdily v morfologii. Hybridizaci vznikla
retikuldrni morfologickd variabilita byla nédsledné zafixovana apomiktickym zplsobem
rozmnozovani, ktery se ukédzal evoluéné vyhodn&j$i nez rozmnozovani sexudlni
(Gustaffson 1946—-1947, Merxmiiller 1975, Asker & Jerling 2002).

Apomixie je uzce spjata s polyploidii, kterd je pro jesttdbniky dal§im vyzna¢nym
fenoménem. V rodu Hieracium naprosto prevladaji v ramci celého aredlu tri- a
tetraploidni cytotypy (napi. Schuhwerk 1996, Chrtek et al. 2007 a dalSi chromozomové

seznamy), které se rozmnozuji apomikticky. Vyssi ploidni tirovné jsou ojedinélé: jen u



peti druhii byla zjiSténa pentaploidie (Stace et al. 1995, Chrtek 1996, Pulkina &
Tupitsyna 2000, Tyler & Jonsson 2009), u druhu Hieracium virosum Pall. dokonce
hexa- a heptaploidie (Pulkina & Tupitsyna 2000). Sexudlni typ rozmnozovani byl
zjiStén jen u diploidi, ktefi jsou vzacni a €asto vazani na malé reliktni areédly (cf. Chrtek
et al. 2007). Aneuploidie je dokladdna velmi vzacné (napt. Sokolovskaja & Strelkova
1960, Rostovtseva 1979, Stace et al. 1995).

Obrovska variabilita jestfabniki ptitahuje jiz velmi dlouhou dobu pozornost
védcl. Prvnim, kdo se pokusil experimentalnim kiiZenim objasnit varibilitu jestiabniki,
byl Mendel (Orel 2003). Pokusy vSak ztroskotaly; Mendel zmituje pouze dva kiiZzence
vzniklé z kiizeni Hieracium umbellatum s H. racemosum Willd. a H. vulgatum s. 1. Po
ktizeni Hieracium murorum ziskal morfologicky identické potomstvo, coz vysvétloval
samoopylenim — piestoze se bezpochyby jednalo o apomixii, o které vSak v t¢ dob¢
jesté nebylo nic zndmo (Richards 1997). Recipro¢ni kiizeni mezi H. alpinum L. a H.
murorum L. provedl Zlatnik (1938). Ziskal intermediarni potomstvo, vzdy ale vice
podobné matetské rostliné. Cytologické a embryologické studie provadélo nékolik
autort — Rosenberg (1926), Bergman (1941), Skawinska (1962), kteti objevili nebo
prohloubili znalosti o apomixii. V souasnosti se vyzkumem evoluce a potencialni
soucasné hybridizace v rodu Hieracium zabyvaji vyzkumné tymy P. Mréze a J. Chrtka.
Diplomova préace si klade ambici ptispet k poodhaleni slozitych evoluénich mechanismi
u jestfabnikil prostiednictvim studia reproduk¢nich systémi u okruhu jesttabniku

vésenkovitého.

1.3. Hieracium prenanthoides agg.

Okruh jestfdbniku vésenkovitého zahrnuje byliny charakteristické témito znaky: vysoka,
husté olisténé lodyha; objimavé a houslovité ziiZzené lodyzni listy; stopkatymi zlazkami
husté pokryté stopky tborti a zdkrovni listeny, na kterych zpravidla chybéji jednoduché
chlupy (Zahn 1921-1923).

Jestiabnik vésenkovity mé velky, avSak disjunktni aredl sahajici od Gronska pies
Island, Britské ostrovy a Skandinavii roztrousené severozapadnim Ruskem az po Ural.
Vice ¢i méné izolované arely se nachdzeji ve vysSich pohotich zapadni, stfedni,
jihovychodni, a vzacné 1 jizni Evropy. Zde je druh rozsifen od Pyreneji ptes Alpy po
hory Balkanského poloostrova, na jih po Abruzzi, na sever po Schwarzwald, sudetska
pohoii a Karpaty. Dale roste na Kavkaze, v sousedicich castech severovychodni

Anatolie a Irdnu a na Alborzu. Nejvychodnéji lezici izolované arely jsou ve
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stiedoasijskych pohotich a na Sibifi (Brautigam 1992, Chrtek 2004).
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16.8.2010 Leg. Jifi Kocidn
g RY Det.: i Kocidn
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Obriazek 1: Morfologicka variabilita jestiabniku vésenkovitého. Vlevo nahote diploidni cytotyp (FR),
vpravo nahofte triploidni (R2), dole tetraploidni (R1 a OV; zkratky populaci viz kap. 3.1.).

Okruh jestfabniku vésenkovitého je taxonomicky zna¢né komplikovany a



nedostate¢né prozkoumany. Nejpodrobné&jsi praci zabyvajici se jeho variabilitou je
zpracovani druhu Hieracium prenanthoides v Zahnové hieraciologické monografii
(Zahn 1922-1938). Autor povazuje jestiabnik vésenkovity za tzv. hlavni druh; v ramci
n¢j vyliSuje na Uzemi zapadni, stifedni a jihovychodni Evropy 37 subspecii dale
délenych na desitky variet, subvariet a forem. Severskymi autory, pouzivajicimi
taxonomickou koncepci uzkych druhti, nebyl jestiabnik vésenkovity originalné
zpracovan. Jeho zpracovani v severskych hieraciologickych dilech vychéazi z Zahnovy
monografie, pfi¢emZ za druhy jsou povazovany poddruhy sensu Zahn (napf. Uksip
1960). Samotné Zahnovo zpracovani je pomérné nejasné a z determinac¢niho hlediska je
prakticky nepouzitelné. Je ziejmé, ze cely agregat jestiabniku vésenkovitého zahrnuje
patrn¢ desitky mikrospecii s potencialné vysokou védeckou ¢i ochranarskou hodnotou a
nutn¢ vyzaduje moderni taxonomickou revizi.

Z karyologického hlediska zahrnuje jestfdbnik vésenkovity tfi ploidni Urovné:
diploidni (2n = 18), triploidni (2n = 27) a tetraploidni (2n = 36). Triploidi vSak zna¢né
pfevazuji a jsou uvadéni z Gronska (Bocher & Larsen 1950, Jorgensen et al. 1958),
Pyreneji (Castro et al. 2007, Chrtek et al. 2007), Sudet (Chrtek 1996, Chrtek et al. 2009,
Kocidn 2012, Kocian nepubl.), Zapadnich Karpat (Uhrikova 1974, Chrtek 1996, Chrtek
et al. 2004 Kocidn nepubl.), Turecka (Hayirlioglu-Ayaz & Inceer 2004), Kavkazu
(Nazarova 1984) a Uralu (Lavrenko et al. 1990). Triploidni pocet uvadi u péstovanych
rostlin nejasného plivodu rovnéz Rosenberg (1926). Tetraploidni chromozomovy pocet
byl zjistén jen u rostlin pochézejicich z Islandu (Love 1970), u rostlin nezndmého
puvodu (Christoff & Popoff 1933) a nové i u nékolika populaci v Sudetech (Kocian
2012, Kocian nepubl.). Diploidi byli zji$téni pouze ve Francouzskych Alpach (Favarger
1969a, 1969b, Chrtek et al. 2009, Kocian nepubl.).

Diky existenci tfi ploidnich trovni a né€kolika desitek pravdépodobné blizce
ptibuznych typt zahrnujicich jak sexualné se rozmnozujici rostliny, tak apomikty, jevi
se okruh jestfabniku vésenkovitého jako vhodny model pro studium reprodukénich
systému v rodu Hieracium. Probiha u rostlin mikrosporogeneze? Pokud ano, jaké jsou
charakteristiky pylu? Jakym zpisobem dochazi ke vzniku semen v pfirodnich
populacich? Jsou polyploidi opravdu striktné apomikticti nebo u nich existuje rezidualni
sexualita? K ¢emu dojde, kdyz se provede experimentalni hybridizace rostlin rizné

ploidie? Diplomova prace se na tyto otazky pokusi odpovédeét.



2. Cile prace

Magisterska préce si klade tii dil¢i cile:

1. Kvantitativné a kvalitativn€é zhodnotit tvorbu pylu vybranych populaci
jesttabniku vésenkovitého rtznych ploidnich urovni a otestovat pylovou
viabilitu.

2. Zanalyzovat pomoci pratokové cytometrie ploidni Groven semen tri- a
tetraploidnich rostlin z pfirodnich populaci a vyhodnotit zplisob vzniku semen.

3. Provést experimentalni kiizeni rostlin rtznych ploidnich tGrovni s naslednou

analyzou semen pomoci pratokové cytometrie pro zjiSténi zptisobu vzniku

seémen.



3. Material a metody

3.1. Piivod a taxonomicka pozice studovanych rostlin

Celkem bylo pro tcely diplomové prace vybrano 26 populaci jestiabniku vésenkovitého
z uzemi Francie, Ceské republiky a Slovenska (viz tabulka 1). Vybér probéhl tak, aby
byly zastoupeny vSechny tii zndmé cytotypy a zaroven aby bylo zahrnuto co nejvice
riznych morfologickych typl z co nejvétsiho tizemi. Ploidni Groven sedmi populaci jiz
byla zndma (Chrtek et al. 2009, Kocian 2012), ploidie ostatnich devatenacti populaci
byla zjisténa v ramci diplomové prace (viz kapitola 4.1.1.).

Populace nebylo mozné taxonomicky zafadit do subspecii resp. nizSich
taxonomickych jednotek (sensu Zahn 1922-1938) z diivodu zna¢né€ nejasného vymezeni
taxond na subspecifickych urovnich v citovaném dile. V ramci souboru populaci bylo
nicméné mozno jejich bliz§Sim srovndnim vyli§it nejméné 12 morfologicky odliSnych
typt, u kterych Ize predpokladat, ze jsou ve skutecnosti jednotlivymi mikrospeciemi.
Kazda populace byla tvofena vzdy jen jednim morfologickym typem. JelikoZ komplexni
taxonomickd revize celého okruhu jestfdbniku vésenkovitého bude pfedmétem dalsiho
vyzkumu, nelze v soucasnosti populace exaktné zminovat jako subspecie resp.
mikrospecie. Piesto byla morfologicka odlisnost jednotlivych populaci povazovéana za

dilezité kritérium pfi vybéru rostlin do pylovych analyz ¢i hybridizacnich experimentt.

Ploidie = Oznaceni NaleziSté GPS

populace populace

2x FR* Francie, Kottick¢ Alpy, svahy v udoli 2,5 km VJV od obce 44°5532"N
Montegenevre, 1740 m n. m. 6°41'49"E

3x K2%** Ceska republika, Krkonose, Dlouhy dil, okraj zelené turistické 50°43'80.6"N
stezky v fidkém smrkovém lese, 1190 m n. m. 15°40'28.7"E

R2** Ceska republika, Rychory, okraj cesty lemujici horskou louku 50°39'33.9"N
mezi rozcestnikem Kutna-Rychory a Rychorsky kiiz, 1000 m n. m. 15°5127.6"E
R3** Ceska republika, Rychory, travnaty okraj cesty mezi Rychorskou 50°39'30.4"N
boudou a rozcestnikem Kutna - Rychory, 1000 m n. m. 15°51'09.1"E
JVR** Ceska republika, Hruby Jesenik, Velkd kotlina, horni ¢ast 50°03'22.6"N
Vitaskovy rokle, travinobylinny porost skalni terasy, 1340 mn. m. 17°14'07.9"E
JPM Ceska republika, Hruby Jesenik, travnaty porost nad i pod modrou 50°03'30.8"N
turistickou stezkou na JV svahu Vysok¢ hole, 1300 m n. m. 17°14'30.1"E
KRA Slovensko, Mala Fatra, Kraviarske, u modré turistické stezky pred 49°12'48"N
vrcholem hory smérem od Sedla za Kraviarskym, asi 1300 m n. m. 19°00'99"E
MFP Slovensko, Mala Fatra, Pekelnik, J svah, 1550 m n. m. 49°11'24.7"N
19°01'12.3"E



MFSA Slovensko, Mal4 Fatra, Pekelnik, pod skalnatym komplexem pfed 49°1123.5"N
vrcholem Pekelniku, 1570 m n. m. 19°01'21.3"E
MFSB Slovensko, Mala Fatra, Pekelnik, pod skalnatym komplexem pted 49°1123.5"N
vrcholem Pekelniku, 1570 m n. m. 19°01'21.3"E
MFMK  Slovensko, Mala Fatra, okraj ¢ervené hiebenovky na Maly Krivan 49°11'13.3"N
ze sméru od sedla Bublen, 1560 m n. m. 19°00'03.4"E
MFSZH Slovensko, Mala Fatra, JV svah Sedla Za Hromovym, pod 49°11'26.0"N
¢ervenou hi‘ebenovou turistickou stezkou, 1560 m n. m. 19°03'31.7"E
MFTA Slovensko, Mala Fatra, JV svah nad traverzem pod vrcholem 49°1122.5"N
Hromového, 1610 m n. m. 19°0321.7"E
MFTB Slovensko, Mala Fatra, JV svah nad traverzem pod vrcholem 49°11'22.5"N
Hromového, 1610 m n. m. 19°03'21.7"E
MFVKP Slovensko, Mala Fatra, svah mezi Velkym Krivaném a 49°11'25.8"N
Pekelnikem, 1570 m n. m. 19°42'89"E
OS2LOK Slovensko, Zapadni Tatry, Osobita, podél zelené turistické stezky 49°15'33.3"N
na Sedlo pod Osobitou, okraj cesticky na okraji lesa a pruklestu, 19°42'52.2"E
cca 1300 m n. m.
OSNC Slovensko, Zapadni Tatry, Osobita, nad zelenou turistickou 49°15'5S7"N
stezkou na Sedlo pod Osobitou, cca 1300 m n. m. 19°01'12.3"E
OSSPO  Slovensko, Zapadni Tatry, Osobita, sedlo pod Osobitou, horskda 49°15'31.0"N
louka, 1530 m n. m. 19°43'17.3"E
OSCNV  Slovensko, Zapadni Tatry, Osobita, u cesty ze sedla na vrchol, 49°15'38.3"N
1600 m n. m. 19°43'17.1"E
OSP Slovensko, Zapadni Tatry, Osobita, Z ¢ast, svahova horska louka v 49°15'40.1"N
pruklestu, cca 1350 m n. m. 19°43'02.6"E
SPP Slovensko, Vysoké Tatry, mezi Strbskym a Popradskym plesem, 49°08'11"N
cca 1490 m n. m. 20°03'91"E
4x R1** Ceska republika, Rychory, horskad louka pii okraji cesty mezi 50°39'38.6"N
Maxovou vyhlidkou a Rychorskou boudou, 1000 m n. m. 15°50'59.0"E
OV** Ceska republika, Hruby Jesenik, Vysoka hole, vysokobylinny 50°40'13.9"N
porost nad chatou Ov¢arna, 1310 m n. m. 17°14'20.9"E
JRTH Ceska republika, Hruby Jesenik, Velké kotlina, svahova biezina v 50°03'16.9"N
Rathsburgové biehu, okraj skalky, 1145 m n. m. 17°14'20.3"E
JHS Ceska republika, Hruby Jesenik, horské travinobylinné porosty 50°04'17.6"N
zapadné okolo chaty Horské sluzby na Ovcarné, 1310 m n. m. 17°14'11.2"E
JOV6KV Ceské republika, Hruby Jesenik, Velka kotlina, dolni &ast, levy 50°03'18.1"N
bieh Moravice, bylinny porost biezové svétliny, 1145 m n. m. 17°14'22.0"E

Tabulka 1: Zdrojové lokality rostlin pouzitych pro ucely diplomové prace. Ploidie populace oznacené
hvézdickou byla prevzata z prace Chrtek et al. 2009, ploidie populaci oznac¢enych dvéma hvézdickami

byly pfevzaty z prace Kocian 2012, ploidie ostatnich populaci byly zjistény v ramci diplomové prace.



3.1.1. Ploidie pokusnych rostlin

Zjisténi ploidie, resp. DNA-ploidni tirovné (Suda et al. 2006) bylo provedeno metodou
pratokové cytometrie (Dolezel et al. 1989). Jako materidl byly pouzity listy rostlin
kultivovanych na pokusné plose Katedry botaniky Ptirodovédecké fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci nebo listy odebrané z rostlin z piirodnich populaci. Cast méfeni
byla provedena na pritokovém cytometru Partec PAS (Germany) a ¢ast na priatokovém
cytometru Partec CyFlow (Germany) v Laboratoii pratokové cytometrie na Katedie
botaniky Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Bylo pouZito
metody vnitiniho standardu (Dolezel 1997) o znamém obsahu DNA — jako referencni
standard byla pouzita kukutice Zea mays CE-777 2C = 5,43 pg (Lysék & Dolezel 1998).

Ze vzorkované rostliny i standardu byly odebrany asi 1 cm? velké &asti listové
Cepele a tyto byly spole¢né nasekany ziletkou na Petriho misce v 1 ml LBO1 pufru
(Dolezel et al. 1994). Vzorek byl ptefiltrovan do kyvety ptes nylonovy filtr s velikosti
otvor 42 um. K takto homogenizovanému vzorku bylo pfidano 50 ul fluorescen¢niho
barviva propidium jodid. Po kratké centrifugaci se nechal vzorek pfiblizn€¢ pét minut
probarvovat. Nasledné byl zanalyzovan priatokovym cytometrem.

Ploidni uroven byla zjiSténa na linearni stupnici grafického vystupu cytometrie na
zéklad¢ vzdalenosti mezi G1 vrcholy (peaky) standardu a vzorku (index). Peak
standardu byl nastaven na kanal 50 a peak vzorki jestfdbniku vésenkovitého lezel od
tohoto bodu na ose vpravo. U kazdého vzorku bylo zméteno 1500 jader s CV 3-6 %.

Rozsah indext pro triploidy je 1,9 — 2,1 a pro tetraploidy 2,7 — 2,9 (Kocian 2012).
Rostliny z Ceské republiky a Slovenska byly zanalyzovany autorem diplomové préace.

Rostliny z Francie byly zanalyzovany kolektivem autort (Chrtek et al. 2009).

3.2. Pylové analyzy
Pyl byl zkoumén zejména za ucelem vybéru rostlin do hybridiza¢nich studii. Z toho
davodu byly zjistény zakladni pylové charakteristiky — zda viibec dochézi k tvorbé pylu,
jaka je jeho kvantita a jakou maji pylova zrna velikost. Pro potfeby hybridizace pak
bylo zasadni zjistit, zda jsou pylova zrna viabilni.

Vybér rostlin byl proveden tak, aby byly reprezentativné zahrnuty vSechny zndmé
ploidie, co nejSirsi ¢ast zkoumaného aredlu druhu a co nejvice morfologickych typi.
Celkem bylo vybrano 12 morfologicky rtiznych populaci. Z kazdé populace byla

vybrana jedna testovana rostlina, ktera byla podrobena analyzam.
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3.2.1. Tvorba pylu a jeji kvantifikace
Informace, zda rostliny tvofi pyl, byly zjiSt€ény vizualnim pozorovanim cerstvé
rozkvetlych kvéti ubort zaizolovanych ve fazi poupéte. Tvorba pylu byla ovéiena
mikroskopicky pfi zvétseni 100x.

Kvantifikace tvorby pylu probéhla vizudlnim porovnadnim mnozstvi pylu mezi
rostlinami jednotlivych populaci rovnéZ s naslednou mikroskopickou kontrolou.
Vzhledem k problemati¢nosti piesné kvantifikace jsou ve vysledcich informace o

kvantité pylu uvedeny pouze slovné.

3.2.2. Velikost pylovych zrn

Méiena byla pylova zrna odebrana pro potieby stanoveni pylové viability pomoci
barveni acetokarminem (viz kapitoly 4.2.3. a 4.2.3.3.). Vzorky byly nafoceny na
mikrofotografickém systému Olympus DP70 pii zvétSeni 100x a nasledné méteny. Bylo

zméteno vzdy 100 pylovych zrn. Byl méfen vnéjsi praimeér pylového zrna.

3.2.3. Pylova viabilita

Materidlem byla pylova zrna z &erstvé rozkvetlych kvéti. Ubory, jejichz kvéty byly
pouzity, byly zaizolovany tkanivem ve fazi poupéte z divodu zabranéni transportu ¢i
kontaminace pylu.

Toho dne rozkvetlé kvéty (zpravidla 4 na vzorek) byly opatrné vytrZeny z tiboru a
prasniky s ¢nélkou byly namoceny do kapky barviva na podloznim skle, kde byly
pras$niky pomoci prepara¢ni jehly otevieny tak, aby se uvilnila pylova zrna. Jemnym
proméachanim této tkan¢ v kapce barviva byla vytvoiena pylova suspenze.

Pro zjis$téni pylové viability byly pouZzity celkem tfi barvici metody, které by mély

byt schopné rozlisit viabilni pylova zrna od neviabilnich.

3.2.3.1. Alexandrovo barveni

Byla pouzita modifikovand metodika (Daphni et al. 2005) ptivodni Alexandrovy metody
barveni pro rozliSeni abortovanych a neabortovanych pylovych zrn (Alexander 1969).
SloZeni barviva:

— 10 ml 95% etanolu

— 1 ml 1% malachitové zelené v 95% etanolu
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— 50 ml destilované vody

— 25 ml glycerinu

— 5 gfenolu

— 5 ml 1% chloral hydratu v destilované vodé

— 50 ml fuchsinu (5 ml 1% roztoku v destilované vod¢)

— 0,5 ml 1% oranze G v destilované vodé

— 4 ml ledové kyseliny octové
Pylova zrna byla pfemisténa do kapky Alexandrova barviva na podloznim skle. Po
prekryti krycim sklem byl vzorek vlozen do uzaviené Petriho misky s navhl¢enou
buni¢inou, aby nedochézelo k odpatfovani barviva. Vzorek byl zahtan na 50°C po dobu
15 minut.
Abortovana pylova zrna se méla zbarvit zelen€, neabortovana Cervené. Analyzovano

bylo vzdy 100 pylovych zrn na rostlinu.

3.2.3.2. Tetrazoliovy test
Byla zvolena metodika uspésné pouzita u rodu Cirsium (Koneény 2007).
SloZeni barviciho roztoku:

- 0,5% roztok 2,3,5-trifenyltetrazolium chloridu (TTC) ve 20% roztoku sachar6zy

v destilované vodé

Pylova zrna byla pfemisténa do kapky barviciho roztoku na podloznim skle. Po ptrekryti
krycim sklem byl vzorek vlozen do uzaviené Petriho misky s navhl¢enou buniCinou,
aby nedochazelo k odpafovani barviva. Petriho miska byla navic zabalena do alobalu
tak, aby k vzorku nepronikalo svétlo (TTC je nachylny k fotooxidaci). Vzorek byl
zahtan na 30°C po dobu 1 hodiny.
Viabilni pylovéa zrna by se mé¢la zbarvit intenzivné Cervené, neviabilni by méla ztistat

bezbarva. Analyzovéano bylo vzdy 100 pylovych zrn na rostlinu.

3.2.3.3. Barveni acetokarminem
Metoda uspéSné pouzitd pii barveni pylu u néckolika rodd celedi Cichoriaceae
(Rotreklova 2008, Qureshi et al. 2009).
Slozeni barviciho roztoku:
- 1,5% roztok acetokarminu (1,5 g acetokarminu ve 100 ml 45% kyseliny octové)

Pylova zrna byla piemisténa do kapky barviva na podloznim skle. Po prekryti krycim
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sklem byl vzorek vlozen do uzaviené Petriho misky s navhl¢enou bunicinou, aby
nedochdzelo k odparovani barviva, a byl probravovan 45 minut pii pokojové teplote.

Syté Cervené zbarvend pylova zrna byla povazovana za viabilni, nezbarvend nebo jen
slabé zbarvena zrna byla povazovana za neviabilni. Analyzovéno bylo vzdy 100

pylovych zrn na rostlinu.

3.3. Reproduk¢éni systémy

Pro zjisténi zpisobu reprodukce byla analyzovana semena odebrand z ptirodnich
populaci a semena rostlin zahrnutych do opylovacich experimenti. Rostliny, ze kterych
byla odebrana semena, byly pfedem zcytometrovany pro zjisténi ploidie (viz kap. 4.1.1).
U pfirodnich populaci byla semena odebrana z ndhodn€ vybrané 1-10 rostlin. Do
opylovacich experimentli byly vybrané rostliny z 5 morfologicky riiznych populaci: FR
(diploidni), R2 a KRA (triploidni) a OV a RI1 (tetraploidni). Mezi rostlinami rtizné i
stejné ploidie byla v riiznych kombinacich provedena hybridizace. Ubory byly ve fazi
poupéte zaizolovany tkaninou znemoznujici transfer ¢i kontaminaci pylu. Po rozkveteni
byly ubory ve stejné fazi vyvoje vzajemné ruéné opylovany, vzdy jediny ubor jedné
rostliny s jedinym uborem rostliny druhé. Opylovani kazdé dvojice tborG probé&hlo
opakované béhem 2-3 po sobé¢ nésledujicich dnech, vzdy 1-2x za den.

Zpusob reprodukce byl zjistén metodou prutokové cytometrie, pii které byla
zjiSténa ploidie embryi 1 endospermii. Metodicky postup byl analogicky s postupem pfi
analyze ploidie pokusnych rostlin (viz kapitola 4.1.1.) s nésledujicimi Upravami:
Cytometrovany byly celé nazky s odstranénym chmyrem. V jednom vzorku byly
analyzovany zpravidla tfi semena (maximalné pét semen). Nebyl pouZit vnitini
standard. Pro kazdou ploidii bylo nastaveno specifické napéti tak, aby byl peak embryi
nastaven na kanal 100. Peak endospermt leZel od tohoto bodu na ose vpravo.

Pomér mezi polohou peaku pro embryo a endosperm poslouzil jako indikator
zpusobu rozmnoZovani: endosperm s 2nasobnym mnozstvim DNA embrya vznikl
apomikticky; endosperm s 1,5nasobnym mnozstvim DNA embrya vzniknul sexualnim

zptisobem (Matzk et al. 2000).
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4. Vysledky

4.1. Pylové analyzy
K pylovym analyzam jsem vybral 12 populaci. Zjisténé vysledky tykajici se tvorby
pylu, velikosti pylovych zrn a pylové viability jsou shrnuty v tabulce 2.

Rostliny jednotlivych populaci se liSily primarné jiz v tom, zda tvofily nebo
netvofily pyl. Devét rostlin pyl tvofilo, tii tvofily pouze deformované céstecky
mikrosporogenetického pletiva, jedna rostlina tvofila jak pyl, tak deformované ¢astecky
mikrosporogenetického pletiva.

Vizualnim zhodnocenim jsem zjistil, Ze vétSina rostlin tvoficich pyl jej tvorila v
relativné velkém mnozstvi (FR, K2, KRA, MFVKP, R2 a R1). Kvantita pylu byla nizsi
u rostliny populace Z, nizka u DKA a zcela nejniz§i u ZSA (rostlina této populace
nebyla pro minimalni mnozstvi pylu zahrnuta do dalSich pylovych studii). Rostliny,
které viibec netvotily pyl, ale jen deformované ¢asteCky mikrosporogenetického pletiva,
produkovaly tyto ¢astecky jen v malém mnozstvi.

Celkova priimérna velikost pylovych zrn byla 33,4 um. Mezi priimérnou velikosti
pylovych zrn jednotlivych rostlin ani jednotlivych ploidii neni statisticky signifikantni
rozdil (P <0,05). VSechny rostliny tvofily pyl heterogenni velikosti. Ze statistick¢ho

hlediska méla velikost pylovych zrn charakter spojitych proménnych.

Ploidie  Populace Tvorba Velikost Pylova viabilita
pylu pylovych zrn Alex TTC AK
2x FR v 33,1+4,19 um - - 42 %
3x HSD x - - - -
K2 v 32,1 £4,60 pm - - 43 %
KRA v 33,2 +£4,55 um 100 % 0% 44 %
MFVKP v 34,4 £ 8,60 pm - - 35%
OSSPO x - - - -
R2 v 30,8 £3,45 pm 100 % 0% 33%
Z v 33,8 £3,60 um - - 29 %
4x DKA v 34,8 £7,96 pm - - 29 %
ov x - - - -
R1 v 34,4 +£6,19 pm 100 % 0% 66 %
7ZSA vV+x — - — —

Tabulka 2: Tvorba pylu, velikost pylovych zrn a pylovéd viabilita vybranych populaci jestfabniku
vésenkovitého. (Vysvétlivky — Tvorba pylu: v'= tvoii pyl, %= tvoii deformované ¢&astecky
mikrosporogenetického pletiva, v'+%= tvoii pyl a deformované &aste¢ky mikrosporogenetického pletiva;

Pylova viabilita: Alex = Alexandrovo barveni, TTC = tetrazoliovy test, AK = barveni acetokarminem).
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Studium pylové viability se ukézalo jako velice problematické. Ze tfi pouzitych
metod fungovala jedind. Alexandrovo barveni poskytovalo falesn¢ pozitivni vysledky,
tetrazoliovy test naopak falesné negativni. Jedinou uspé$Snou metodou bylo barveni
acetokarminem. Pylova zrna se vybarvila bud’ syté Cervené, svétle Cervené, nebo se
nezbarvila vibec (viz obrazek 2). Bylo tak mozné rozhodnout, kterd pylova zrna jsou
viabilni (syt¢ Cervend) a kterd nejsou (svétle Cervena a nezbarvena). Nejcastéji se
viabilita pohybovala kolem 40 %, ale mezi nékterymi rostlinami byly vyznamné rozdily.
Nejvétsi rozdily jsem zaznamenal u tetraploidi. Mezi tetraploidy patii zarovei rostliny s
nejniz$i 1 nejvyssi zaznamenanou viabilitou (29 % u rostliny populace DKA resp. 66 %
u rostliny populace R1). U triploidii je viabilita mezi rostlinami riznych populaci

viceméné vyrovnana. Viabilita diploidni rostliny (42 %) je srovnatelna s primérnou

viabilitou triploidnich rostlin (37 %), a je tedy prekvapiveé nizka.

Obrazek 2: Pylova zrna rostliny z populace K2 obarvena acerokarminem.

Zajimavym fenoménem je vztah mezi velikosti pylového zrna a jeho viabilitou.
Mensi pylova zrna vykazovala niz$i viabilitu nez pylova zrna vét§i. Primérna velikost
neviabilnich pylovych zrn byla 30,7 um, primérna velikost viabilnich 37,2 um. Ktivky

cetnosti neviabilnich a viabilnich pylovych zrn na velikostni Skale maji podobny
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priabeh, jen jsou fazove posunuté o cca 6 um a odlisné kvantitativné. Situaci znazoriuje
graf na obrazku 3. Pomér viabilnich a neviabilnich pylovych zrn u rostlin jednotlivych
populaci na velikostni Skale je zobrazen v grafech na obrazku 4, které zaroven

demonstruji strukturu velikostniho rozptylu pylovych zrn.
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Obriazek 3: Pomér viabilnich a neviabilnich pylovych zrn u rostlin vSech populaci na velikostni skale.

o

o

58

Osa x — velikost pylového zrna v um, osa y — pocet pylovych zrn. Viabilni zrna jsou znacena Cervené,

neviabilni zluté.

V pylovych vzorcich populaci KRA a zejména DKA a ZSA jsem zaznamenal
vzacné 1 velmi velkd az obrovska pylovd zrna o velikosti vice nez 70 um (nejvétsi
98 um). Vzhledem k vzéacnosti téchto extrémnich ptfipadi a v diasledku pouziti
nahodného vybéru nedoslo k jejich zahrnuti do pylovych analyz a naslednych vypocti.
Tato pylova zrna, piedstavujici z hlediska velikosti potencidlni odlehlé hodnoty v jiném

nahodném souboru pylovych zrn, byla vzdy viabilni.
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Obriazek 4: Pomeér viabilnich a neviabilnich pylovych zrn u rostlin jednotlivych populaci na velikostni

Skale. Osa x — velikost pylového zrna v um, osa y — pocet pylovych zrn. Viabilni zrna jsou znacena

¢ervené, neviabilni Zluté.
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4.2. Zpusob vzniku semen polyploidnich rostlin prirodnich populaci

4.2.1. Zpusob vzniku semen triploidi

Celkem jsem zanalyzoval 432 semen ve 112 vzorcich z 18 rhznych triploidnich
populaci. Detekovatelnd embrya (4009, tj. 94,7 %) byla bez vyjimky triploidni. Stejné tak
detekovatelny endosperm (394, tj. 91,2 %) byl bez vyjimky hexaploidni. VSechna
zanalyzovana semena, u kterych bylo detekovatelné embryo i endosperm zaroven, tedy
vznikla apomikticky. U triploidnich rostlin z pfirodnich populaci jsem tak nezaznamenal

zadny pfipad ani ndznak jiného typu vzniku semen nez prostfednictvim apomixie.

Pocet vzorkl/semen Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni
a procentualni pocet a procentualni pocet
112/432 3x 409 94,7 % 6x 394 912%
N 23 5,3 % N 38 8,8 %

Tabulka 3: Souhrn vSech analyzovanych semen triploidnich rostlin. Pismeno N oznacuje nedetekovatelné

embrya nebo endospermy.
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Mean embryo = 103,53
Mean endosperm = 197,16
320 * Index = 1,904
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Obrazek 5: Typicky fluorescenéni histogram vzorku tii semen triploidni rostliny jestfabniku
vésenkovitého (populace R3) s polohou peaku endospermi ve 2nasobku peaku embryi (= apomikticky
zpisob vzniku semen). Peak embryi je oznaceny hvézdiCkou, peak endospermi je oznaceny dvéma

hvézdickami.
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Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni

rostliny vzorkil/semen a procentualni pocet a procentualni pocet
1 4/12 3x 12 100 % 6x 12 100 %
2 4/12 3x 9 75 % 6x 9 75 %
N 3 25% N 3 25%
celkem 8/24 3x 21 87,5 % 6x 21 87,5 %
N 3 12,5 % N 3 12,5 %

Tabulka 4: Analyza semen populace K2.

Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni
rostliny vzorkl/semen a procentualni pocet a procentualni pocet
1 4/12 3x 12 100 % 6x 12 100 %
2 4/12 3x 12 100 % 6x 12 100 %
3 4/12 3x 9 75 % 6x 9 75 %
N 3 25 % N 3 25 %
4 4/12 3x 12 100 % 6x 12 100 %
5 4/12 3x 12 100 % 6x 12 100 %
6 4/12 3x 12 100 % 6x 12 100 %
celkem 24/72 3x 69 95,8 % 6x 69 95,8 %
N 3 4,2 % N 3 4,2 %

Tabulka 5: Analyza semen populace R2.

Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni
rostliny vzorkl/semen a procentualni pocet a procentualni pocet
1 4/12 3x 12 100 % 6x 12 100 %
2 4/12 3x 12 100 % 6x 12 100 %
3 4/12 3x 12 100 % 6x 12 100 %
4 4/12 3x 12 100 % 6x 12 100 %
5 4/12 3x 3 25% 6x 3 25%
N 9 75 % N 9 75 %
6 4/12 3x 12 100 % 6x 12 100 %
7 4/12 3x 12 100 % 6x 12 100 %
8 4/12 3x 9 75 % 6x 9 75 %
N 3 25% N 3 25%
celkem 32/96 3x 84 91,3 % 6x 84 91,3 %
N 12 8,7 % N 12 8,7 %

Tabulka 6: Analyza semen populace R3.

Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni

rostliny vzorkl/semen a procentualni pocet a procentualni pocet
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1 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %

2 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
3 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
celkem 3/15 3x 15 100 % 6x 15 100 %

Tabulka 7: Analyza semen populace JVR.

Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni
rostliny vzorkl/semen a procentualni pocet a procentualni pocet
1 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
celkem 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %

Tabulka 8: Analyza semen populace JPM.

Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni

rostliny vzorkl/semen a procentualni pocet a procentualni pocet

1 2/10 3x 10 100 % 6x 10 100 %

2 2/10 3x 10 100 % 6x 5 50 %

N 5 50 %

3 2/10 3x 10 100 % 6x 10 100 %

4 2/10 3x 10 100 % 6x 5 50 %

N 5 50 %

5 2/10 3x 10 100 % 6x 10 100 %

celkem 10/50 3x 50 100 % 6x 40 80 %

N 10 20 %

Tabulka 9: Analyza semen populace KRA.

Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni

rostliny vzorkil/semen a procentualni pocet a procentualni pocet

1 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %

2 1/5 3x 5 100 % N 5 100 %

3 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %

4 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %

celkem 4/20 3x 20 100 % 6x 15 75 %

N 5 25%

Tabulka 10: Analyza semen populace MFSIBM.

Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni
rostliny vzorkl/semen a procentualni pocet a procentualni pocet
1 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
celkem 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %

Tabulka 11: Analyza semen populace MFSIBT.
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Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni

rostliny vzorkll/semen a procentualni pocet a procentualni pocet
1 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
2 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
3 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
4 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
celkem 4/20 3x 20 100 % 6x 20 100 %

Tabulka 12: Analyza semen populace MFSZH.

Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni
rostliny vzorkl/semen a procentualni pocet a procentualni pocet
1 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
2 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
3 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
celkem 3/15 3x 15 100 % 6x 15 100 %

Tabulka 13: Analyza semen populace MFMK.

Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni
rostliny vzorkl/semen a procentualni pocet a procentualni pocet
1 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
2 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
3 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
4 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
celkem 4/20 3x 20 100 % 6x 20 100 %

Tabulka 14: Analyza semen populace MFTA.

Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni

rostliny vzorkl/semen a procentualni pocet a procentualni pocet

1 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %

2 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %

3 1/5 N 5 100 % N 5 100 %

4 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %

celkem 4/20 3x 15 75 % 6x 15 75 %

N 5 25% N 5 25%

Tabulka 15: Analyza semen populace MFTB.

Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni

rostliny vzorkl/semen a procentualni pocet a procentualni pocet
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1 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
2 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
celkem 2/10 3x 10 100 % 6x 10 100 %

Tabulka 16: Analyza semen populace OS2LOK.

Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni
rostliny vzorkl/semen a procentualni pocet a procentualni pocet
1 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
2 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
3 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
celkem 3/15 3x 15 100 % 6x 15 100 %

Tabulka 17: Analyza semen populace OSNC.

Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni

rostliny vzorkt/semen a procentualni pocet

Ploidie endospermu, absolutni

a procentualni pocet

1 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
2 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
3 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
celkem 3/15 3x 15 100 % 6x 15 100 %

Tabulka 18: Analyza semen populace OSSPO.

Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni
rostliny vzorkil/semen a procentualni pocet a procentualni pocet
1 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
2 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
3 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
celkem 3/15 3x 15 100 % 6x 15 100 %

Tabulka 19: Analyza semen populace OSCNV.

Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni
rostliny vzorkl/semen a procentualni pocet a procentualni pocet
1 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
2 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
celkem 2/10 3x 10 100 % 6x 10 100 %

Tabulka 20: Analyza semen populace OSP.

Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni
rostliny vzorkl/semen a procentualni pocet a procentualni pocet
1 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
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celkem 1/5 3x 5 100 % 6x 5 100 %
Tabulka 21: Analyza semen populace SPP.

4.2.2. Zpusob vzniku semen tetraploida

Celkem jsem zanalyzoval 274 semen v 84 vzorcich z 5 rGznych tetraploidnich populaci.
Vsechna embrya byla detekovatelnd; naprosta vétSina (273, tj. 99,6 %) byla tetraploidni,
jedno embryo (0,4 %) bylo oktoploidni. V ptipadech, kdy byl detekovatelny endosperm,
méla vSechna tetraploidni embrya s vyjimkou jednoho oktoploidni endosperm (grafické
vystupy cytometrie byly z hlediska polohy peaku a embrya stejné jako na obrazku 5).
Jedno tetraploidni embryo meélo hexaploidni endosperm (obrazek 6). Ojedinélé
oktoploidni embryo mélo hexadekaploidni endosperm (obrazky 7 a §). Naprosta vétSina
semen s tetraploidnim embryem 1 ojedin€lé semeno s oktoploidnim embryem tedy
vznikla apomikticky. Jedno semeno s tetraploidnim embryem a hexaploidnim

endospermem vzniklo sexudlnim zptisobem.

Pocet vzorki/semen Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni
a procentualni pocet a procentualni pocet
84/274 4x 273 99,6 % 8x 213 77,7 %
8x 1 0,4 % N 59 21,5 %
6x 1 0,4 %
16x 1 0,4 %

Tabulka 22: Souhrn vSech analyzovanych semen tetraploidnich rostlin. Pismeno N oznacuje

nedetekovatelné endospermy.
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Obrazek 6: Fluorescencni histogram vzorku tfi semen tetraploidni rostliny jestfabniku vésenkovitého z

populace OV s polohou peakli endospermti v 1,5ndsobku (= sexudlni zpiisob vzniku semene) a v
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2nasobku (= apomikticky zptisob vzniku semene) peaku embrya. Peak embrya je oznaceny hvézdi¢kou,

peak hexaploidniho endospermu je oznaceny tfemi hvézdi¢kami, peak oktoploidniho endospermu dvéma

hvézdickami.
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Obrazek 7: Fluorescencni histogram vzorku tii semen tetraploidni rostliny jestiabniku vésenkovitého z
populace OV s dvéma tetraploidnimi embryi a jednim oktoploidnim. Peak tetraploidnich embryi je

oznaceny 4x, peak oktoploidnich endospermti se piekryva s peakem oktoploidniho embrya oznaenym
8x.
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Obrazek 8: Fluorescencni histogram vzorku tfi semen tetraploidni rostliny jestfabniku vésenkovitého z
populace OV s dvéma tetraploidnimi embryi a jednim oktoploidnim. Stejny vzorek jako na obrazku 7
mefeny s jinym napétim tak, ze peak tetraploidnich embryi je oproti obrazku 7 posunuty na kanal 50 (4x),
peak oktoploidnich endospermi se piekryva s peakem oktoploidniho embrya (8x). Na kanalu 200 je

neanalyzovatelnymaly peak pravdépodobné hexadekaploidniho endospermu oktoploidniho embrya.
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Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni

rostliny vzorkl/semen a procentualni pocet a procentualni pocet
1 4/12 4x 12 100 % 8x 9 75 %
N 3 25%
2 4/12 4x 12 100 % 8x 12 100 %
3 2/6 4x 6 100 % 8x 6 100 %
4 4/12 4x 12 100 % 8x 12 100 %
5 4/12 4x 12 100 % 8x 12 100 %
6 4/12 4x 12 100 % 8x 12 100 %
7 4/12 4x 12 100 % 8x 12 100 %
celkem 26/78 4x 78 100 % 8x 75 96,2 %
N 3 3,8 %

Tabulka 23: Analyza semen populace R1.

Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni
rostliny vzorkt/semen a procentualni pocet a procentualni pocet
1 4/12 4x 12 100 % 8x 3 25%
N 9 75 %
2 8/24 4x 24 100 % 8x 24 100 %
3 2/6 4x 6 100 % 8x 6 100 %
4 4/12 4x 12 100 % N 12 100 %
5 3/9 4x 9 100 % 8x 6 66 %
N 3 33%
6 4/12 4x 12 100 % 8x 3 25%
N 9 75 %
7 7/21 4x 20 95,2 % 8 x 3 14,3 %
8x 1 4,8 % N 17 81 %
16x 1 4,8 %
8 3/15 4x 15 100 % 8x 15 100 %
9 12/36 4x 36 100 % 8x 32 88,9 %
N 3 8,3 %
6x 1 2,8%
10 3/9 4x 9 100 % 8x 6 66 %
N 3 33%
celkem 50/156 4x 155 99,4 % 8x 98 62,8 %
8x 1 0,6 % N 56 35,9 %
6x 1 0,6 %
16x 1 0,6 %

Tabulka 24: Analyza semen populace OV.
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Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni

rostliny vzorkll/semen a procentualni pocet a procentualni pocet
1 1/5 4x 5 100 % 8x 5 100 %
2 1/5 4x 5 100 % 8x 5 100 %
celkem 2/10 4x 10 100 % 8x 10 100 %

Tabulka 25: Analyza semen populace JRTH.

Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni
rostliny vzorkl/semen a procentualni pocet a procentualni pocet
1 1/5 4x 5 100 % 8x 5 100 %
2 1/5 4x 5 100 % 8x 5 100 %
3 1/5 4x 5 100 % 8x 5 100 %
celkem 3/15 4x 15 100 % 8x 15 100 %

Tabulka 26: Analyza semen populace JHS.

Cislo Pocet Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni
rostliny vzorkl/semen a procentualni pocet a procentualni pocet
1 1/5 4x 5 100 % N 5 100 %
2 /5 4x 5 100 % N 5 100 %
3 1/5 4x 5 100 % N 5 100 %
celkem 3/15 4x 15 100 % N 15 100 %

Tabulka 27: Analyza semen populace JOV6KV.
4.3. Hybridiza¢ni experimenty

Celkem jsem provedl pét riznych kombinaci kiiZzeni. Nasleduji vysledky jednotlivych

kombinaci.

FR (2x) @ X R2(3x) &

Vznikla pouze prazdna semena.

FR2x)Q x KRA (3x) &

Vznikla pouze prazdna semena.

FR(2x)Q  x Rl (4x) J
Z tohoto ktizeni vzniklo celkem 53 semen. 51 bylo nevyvinutych, 2 byla vyvinuta. V

dasledku laboratorni nehody byl bohuzel vzorek téchto dvou semen znehodnocen a

nebylo mozné jej cytometricky zanalyzovat.
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R1 (4x) @ X FR 2x) &

Z tohoto kitizeni vznikla plnd semena. Naprosta vétSina embryi byla tetraploidni. Jedno

embryo bylo pentaploidni (obr. 9). S jednou potencidlni vyjimkou byl ve vSech
ptfipadech endosperm detekovatelny a byl oktoploidni. V ptipad¢ vzorku 1 zahrnujiciho
dvé tetraploidni a jedno pentaploidni embryo byly snad piitomny dva oktoploidni
endospermy tetraploidnich embryi a jeden nonaploidni endosperm embrya
pentaploidniho — je pfitomny vSak pouze jeden typicky maly peak endospermi, u
kterého nelze rozhodnout, zda jej tvoii tfi oktoploidni endospermy nebo dva oktoploidni
a jeden nonaploidni. Pro ovéfeni, zda se ve vzorku 1 opravdu nachdzi pentaploidni peak,
byl zanalyzovan spole¢ny vzorek listil tetraploidniho Hieracium prenanthoides (R1) a
pentaploidniho druhu Hieracium chrysostyloides (z lokality Cervena hora, Hruby
Jesenik; obr. 10). Ze srovnani indexti peakii embryi vzorku 1 a ovéfujiciho vzorku s

Hieracium chrysostyloides vyplyva, ze u vzorku 1 je skute¢né ptitomny pentaploidni

peak.
Vzorek Pocet semen Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni

a procentualni pocet a procentualni pocet

1 3 4x 2 67 % 8x 2 67 %

5x 1 33% 9x? 1 33%

2 3 4x 3 100 % 8x 3 100 %

3 3 4x 3 100 % 8x 3 100 %

4 3 4x 3 100 % 8x 3 100 %

5 3 4x 3 100 % 8x 3 100 %

6 3 4x 3 100 % 8x 3 100 %

7 3 4x 3 100 % 8x 3 100 %

8 5 4x 5 100 % 8x 3 100 %

9 5 4x 5 100 % 8x 5 100 %

celkem 20 4x 19 95 % 8x 19 95 %
5x 1 5% 9x? 1 5%

Tabulka 28: Analyza semen z kiiZeni rostlin populaci R1 (4x) ¢ a FR (2x) J&.
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400 - Mean embryo 4x = 98,79
Mean embryo 5x = 123,19
2 Index embryo 5x/4x = 1,247
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Obriazek 9: Fluorescenéni histogram vzorku ti{ semen z kiiZeni tetraploidni (R1, 9) a diploidni (FR, &)

rostliny. Peaky embryi jsou oznaceny svymi ploidiemi (4x, 5x), peak endosperml je oznacen dvéma

hvézdickami.
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Obrazek 10: Fluorescen¢ni histogram spole¢ného vzorku tetraploidniho Hieracium prenanthoides (4x) a
pentaploidniho Hieracium chrysostyloides (5x). Drobny S$iroky peak oznaCeny dvéma hvézdickami

zobrazuje buniky S2 faze obou analyzovanych druhd.

oV(4x) 2 x FR 2x) &

Z tohoto kiizeni vznikla plna semena. VSechna byla bez vyjimky tetraploidni. Ve

vétSiné pripadi nebyl endosperm detekovatelny; v ptipadech, kdy detekovatelny byl,
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byl oktoploidni a semena tak vznikla apomikticky bez ti€asti pylu diploidni rostliny.

Vzorek Pocet semen Ploidie embrya, absolutni Ploidie endospermu, absolutni
a procentualni pocet a procentualni pocet
1 3 4x 3 100 % 8x 3 100 %
2 3 4x 3 100 % N 3 100 %
3 3 4x 3 100 % N 3 100 %
4 3 4x 3 100 % N 3 100 %
5 3 4x 3 100 % N 3 100 %
6 5 4x 5 100 % N 5 100 %
celkem 20 4x 20 100 % 8x 3 15%
N 17 85 %

Tabulka 29: Analyza semen z kiiZeni rostlin populaci OV (4x) @ a FR (2x) J&.
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5. Diskuze

5.1. Pylové charakteristiky Hieracium prenanthoides agg.

Pyl ma klicovy vyznam v sexualnim procesu rostlin. Nevhodné vlastnosti pylu mohou
zcela zablokovat sexudlni proces na prezygotické urovni. Kvalita pylu rovnéz neptimo
vypovida o genetickych a cytologickych vlastnostech rostliny resp. taxonu. Rtiznorodost
v produkci a vlastnostech pylu jestfabniku vésenkovitého byla ocekavéana, jedna se o
charakteristicky fenomén rodu Hieracium (Chrtek 1997, Mraz et al. 2002, Koval¢ikova
2004, Meo 2005, Chrtek et al. 2006, Quareshi et al. 2009). Na zaklad¢ vysledkt
predchozich studii se zda, ze v tomto rodé nelze pozorovat jasné a obecné platné
palynologické trendy. Vysledky diplomové prace tento nézor posiluji.

Diploidni rostliny jestiabniku vésenkovitého tvofily pyl ve velkém mnozstvi. To
je v souladu se zjisténimi u diploidniho Hieracium alpinum (Chrtek 1997, Mraz et al.
2002, Kovalc¢ikova 2004, Chrtek et al. 2006). Naopak piekvapivym vysledkem bylo, ze
diploidni Hieracium prenanthoides tvoii pyl heterogenni velikosti. Heterogenni velikost
pylovych zrn je charakteristickd pro polyploidni jestfabniky (Mraz et al. 2002,
Kovalc¢ikova 2004), u kterych dochéazi k nepravidelnému rozchdzeni chromozomii do
dcefinnych bunc¢k béhem znacné€ naruSen¢ho procesu meidzy (Rosenberg 1927).
Ptestoze palynologickych studii diploidnich jestfabnikii je velmi malo, byla u diploidi
zjiSténa vzdy jen pylova zrna homogenni velikosti, coZ je i v souladu s obecnym
charakterem sexudlné¢ se rozmnozujicich rostlin, u kterych je normalné probihajici
meidza zakladnim atributem spravné fungujiciho sexualniho procesu.

Ptekvapivost zjisténi heterogenni velikosti pylovych zrn diploidnich rostlin byla
dale prohloubena zjisténim jejich nizké viability (42 %). Ta je srovnatelna s primérnou
viabilitou pylu triploidl (37 %). Vysvétlenim by mohl byt hybridni ptvod rostlin, kvili
kterému si rostliny nesou genetickou zatéz zpiisobujici narusenou meidézu. Hybridni
puvod by vSak musel byt ovéren genetickymi metodami a divod, pro¢ diploidni rostliny
jestrabniku vésenkovitého tvoii velikostné heterogenni pylova zrna nizké viability, nelze
v ramci soucasnych znalosti zodpovédét. Fenomén nelze povazovat za univerzalni pro
vSechny diploidni populace Hieracium prenanthoides, byl vysledovan pouze u (vSech)
tfi studovanych rostlin z jedné populace. Celkov€ se nicméné jevi jako zna¢né negativni
z evolu¢niho hlediska. Ke vSem nevyhodam plynoucim z diploidie resp. ze sexudlniho

rozmnozovani (energomateridlovd narocnost tvorby pylu, zavislost na opylovacich,

Vv
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tvorby samcich pohlavnich bunék, z nichZ vétSina je neuplatnitelnd v sexualnim procesu
v disledku neviability a zaroven i urcita ¢ast viabilnich pylovych zrn je neuplatnitelnd z
davodu jiného nez haploidniho poctu chromozomi (na coz lze usuzovat z rGzné
velikosti viabilnich pylovych zrn). Tyto atributy by se mohly zdat v souladu s nizkou
fitness diploidii pozorovanou v kultufe a s geografickym omezenim jejich vyskytu na
malé refugidlni oblasti Alp. Pfesto, v oblasti vyskytu jsou diploidni populace velmi
pocetné a vitalni. Vysvétleni téchto vzajemné protichidnych fakti bude mozné jen
detailnéj$Sim studiem genetiky, rozmnozovani a ekobiologie reliktnich diploidnich
populaci.

Vétsina triploidnich rostlin tvoficich pyl jej tvofila v relativné velkém mnozstvi.
To je pitekvapivé vzhledem k anortoploidii, kterd piedpokladd znacné naruSenou
meidzu. VétSina jinych triploidnich druht jestfabnikd pyl netvofi, a 1 mensSina druhi,
které ho tvofi, tak ¢ini zpravidla v malém mnozstvi (Chrtek 1997, Slade & Rich 2007,
Mraz et al. 2009, Thomas et al. 2011). Vzhledem k velmi nizké pravdépodobnosti
uplatnitelnosti pylu v sexualnim procesu se vysokd tvorba pylu u triploidi jevi jako
nehospodarnd, evolu¢né nevyhodna investice.

Pro tetraploidni rostliny byla charakteristickd nejvétsi rozkolisanost ve vSech
pylovych charakteristikdich — v tvorbé pylu (R1 velké mnozstvi, DKA malé, ZSA
minimalni a OV bez tvorby pylu), v jeho velikosti (R1 tvofila [v malém mnozZstvi]
nejmensi pylova zrna ze vSech populaci, naopak DKA a ZSA [ve velmi malém
mnozstvi] nejvétsi) 1 viabilité (u R1 nejvyssi viabilita ze vSech populaci, u DKA naopak
vysokou variabilitou jednotlivych palynologickych charakteristik je patrné nutno hledat
na genetické urovni a v soucasnosti je nelze uspokojivé zodpovédét. Moznym
vysvétlenim je allopolyploidni vznik tetraploidii, kdy u morfotypli se znacné
poskozenou tvorbou pylu (DKA, ZSA, OV) lze ptedpokladat hybridizaci dvou
geneticky vzdalengjSich ancestralnich druhii; naopak u morfotypu s vysokou viabilitou
(R1) lze ptedpokladat geneticky bliz$i ancestralni druhy.

Primérna velikost pylovych zrn rGznych ploidii je velmi podobna a neni
statisticky vyznamnd. Neexistuje tedy vztah mezi velikosti pylovych zrn a ploidii,
podobné jako u piibuznych pampelisek (Doll 1973, Marciniuk et al. 2010). V rdmci
rodu Hieracium patii pylova zrna Hieracium prenanthoides ke stiedné velkym,
velikostné jsou srovnatelnd napiiklad s pylovymi zrny druhit Hieracium diaphanoides

nebo Hieracium virosum (32,5 resp. 30,3 pum; Meo 2005). Velikost pylového zrna nema
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zcela pifimy vztah s obsahem DNA (Knight et al. 2010), jako je tomu u somatickych
bun¢k (Beaulieu et al. 2008). Z velikosti pylového zrna tak nelze spolehlive zjistit, jaky
ma obsah DNA. Pfesto druhy s nenarusenou meidzou produkuji pylova zrna homogenni
velikosti — pokud dochazi k tvorbé pylovych zrn heterogenni velikosti, mira jejich
velikostniho rozptylu mize vypovidat o mife poruchy sam¢i meidzy. Z tohoto pohledu
by v ramci pyl tvoficich rostlin mély mit nejporuchovejsi meidzu rostliny populaci
MFVKP a DKA. Zaroven je zajimavym fenoménem vztah mezi velikosti pylovych zrn
a jejich viabilitou. To, Ze mensi pylovd zrna vykazovala obecné niz§i viabilitu
(neobarvila se, postradala tedy DNA) mlZe byt dano pravé poruchou meidzy, pii které
dochazi k rozchodu chromozomt do dcefinnych bunék zna¢n¢ asymetricky.

Dv¢ tretiny zkoumanych rostlin Hieracium prenanthoides tvotily pyl, navic
vétSinou ve velkém mnoZstvi a sice s nizkou, ale nezanedbatelnou viabilitou. Ze
sexualniho a evolu¢niho hlediska tak tyto rostliny mohou slouZit jako potencialni
otcovskeé rostliny. Vedle schopnosti tvofit viabilni pyl je vSak nékolik dalSich moznych
prezygotickych bariér — mnohé se tykaji samic¢i slozky sexudlniho procesu.
Problematika téchto a navaznych fazi sexualniho procesu je diskutovéna v nasledujici
kapitole 6.2.

V rédmci pylovych analyz doslo i k dilezitym zjisténim, ktera se tykaji metod
zjiStovani pylové wviability. Studium pylové viability se ukéazalo jako wvelice
problematické. Metodou prvni volby byla Alexandrova metoda, kterd byla uspésné
pouzita jak u rodu Hieracium (Slade & Rich 2007, Thomas et al. 2011), tak u
ptibuzného rodu Pilosella (Rotreklova 2008) nebo napt. u rodu Cirsium (Bures et al.
2010). V piipadé jestfabniku vésenkovitého podavala tato metoda faleSné pozitivni
vysledky — v ptipad¢ tii testovanych rostlin riznych populaci obarvila vSechna pylova
zrna Cervenofialoveé a vykazovala tak 100% viabilitu. V disledku tohoto podezielého
zjisténi jsem se rozhodnul namichat barvivo znovu a opétovné pyl otestovat, navic pti
riznych teplotach (50°C, 35 °C, 20°C). Ve vSech piipadech doSlo opét ke 100%
obarveni pylovych zrn na cervenofialovo. Nésledné jsem metodu podrobil dal§imu
kritickému experimentu a pylova zrna jsem usmrtil jak fyzikdln€¢ (v mikrovlnné troubé
po dobu 1 minuty na maximalni vykon), tak chemicky (v 96% etanolu po dobu 5
minut). Pfesto 1 takto usmrcend pylova zrna se naslednym barvenim obarvila
cervenofialové a méla tak byt viabilni. Alexandrovu metodu jsem vyhodnotil jako
poskytujici faleSn€ pozitivni vysledky a upustil jsem od jejiho dalsiho pouziti. Metoda

byla pouzita ptesn¢ podle metodiky, vSechny pouzité chemikalie byly nové zakoupené a
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tedy dlouho pfed datem spotieby. Falesné pozitivni vysledky resp. vysledky znacné
nadhodnocujici redlnou viabilitu vSak byly pii pouziti Alexandrova barviva zjistény v
mnoha studiich (napf. Parfitt & Ganeshan 1989, Kipylld 1991, Marcellan & Camadro
1996, Baez 2002). Uskali metody patrné tkvi v tom, Ze nebarvi pylova zrna na zakladé
viability jako spi$ na zéklad¢ jejich obsahu (Daphni 1992).

Opacny ptipad nastal u tetrazoliového testu. Ten je z hlediska pouzitych
chemikalii, snadného a rychlého pouziti i mechanismu piisobeni (barvi enzymaticky
aktivni — tedy jednoznacné Zivé — buniky) velmi elegantni. Pfes dodrzeni ptfesného
metodického postupu se vSak pylova zrna neobarvila vibec. Funkénost testu jsem se
pokusil ovéfit na pylovych zrnech Sonchus asper (L.) Hill. (lokalita: experimentalni
pozemek Katedry botaniky PfF UP Olomouc v Olomouci, plevelna rostlina). U né;,
jakozto u druhu s normélnim sexudlnim rozmnozovanim, jsem piedpokladal vysokou
pylovou viabilitu. Pfesto ani jeho pylova zrna se tetrazoliovym testem nepodafilo
obarvit. Vyzkousel jsem Sirokou S$kalu riiznych metodickych modifikaci podminek
(riizné koncentrace sachardzy, riizna teplota a ¢as ptsobeni), pfesto pylova zrna vzdy
vykazovala 0% viabilitu. Pfi obarveni celého kvétu jestfabniku vésenkovitého (podle
zakladniho metodického postupu) se vSak nekteré jeho Césti zbarvily docervena. Slabé
az stfedn€ intenzivné Cervené se zbarvily nekteré Casti blizny, ¢nélky, prasniki ¢i dolni
cast liguly, syté Cervené se vybarvilo mladé pletivo budouci nazky. Pylova zrna vSak
vzdy zistala nezbarvena. Tetrazoliovy test jsem pro ucely zjisténi pylové viability
jesttabniku vésenkovitého vyhodnotil jako poskytujici faleSné negativni vysledky a
upustil jsem od jeho dalSiho pouziti. Neuspésné pouziti TTC testu u studovaného druhu
vyplyva s nejvétsi pravdépodobnosti z mechanismu ptlisobeni. Vyzrala pylova zrna maji
znacn¢ utlumeny metabolismus a velmi nizké nebo prakticky zadné bunécné dychani —
v diisledku nedojde k jejich obarveni. Uginnost metody se naopak prokazala u jinych
casti pletiva kvétu, které se obarvily, protoze jsou jednoznacné metabolicky velmi
aktivni — naptiklad mlada vyvijejici se nazka, ktera se zbarvila syté Cervené.

Jako uspésna tak byla vyhodnocena pouze metoda barveni acetokarminem.
ProtoZe i tato metoda je obcas kritizovana za barveni mrtvych pylovych zrn (Parfitt &
Ganeshan 1989), je zapotiebi hodnotu dosazenych vysledkli povazovat spiSe za nejvyssi
moZnou viabilitu nez za viabilitu primérnou. Pfesto, mechanismus jejiho barveni
zalozeny na barveni DNA lze povazovat za spolehlivy minimaln¢ z hlediska potencidlni
viability. Metoda tak jasné prokazuje dulezitou charakteristiku pylovych zrn (obsah

DNA), ktera je v pfimém vztahu s jejich viabilitou.
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5.2. Reprodukéni systémy Hieracium prenanthoides agg.
Naprosta vétSina analyzovanych semen polyploidnich rostlin jestfabniku vésenkovitého
z ptirodnich populaci vznikla apomikticky. Stejné tak semena polyploidit vzniklad po
umélém zasahu v podobé€ experimentilniho opylovani vznikla v naprosté vétSing
apomikticky, tedy bez ucasti pylu. U analyzovanych morfotypti jestfabniku
veésenkovitého tak funguje rovnéz diplosporie typu Antennaria, stejné jako u jinych
diive analyzovanych druhii (Bergman 1941, Gustafsson 1946—-1947, Skawinska 1962).
Tento zplsob rozmnoZovani zabraniuje sexualnimu procesu ze své samotné podstaty —
zarode¢ny vak vznikd mitotickym délenim samici archesporalni buiiky, meioza je zcela
potlacena (Bergman 1941, Gustafsson 1946—-1947). Navic je potencidlni sexualni proces
jesté vice znepravdépodobnén, protoze embryo se zacind formovat jiz v dobé& pied
samotnym rozkvetenim kvétu (Skawinska 1962, Nogler 1984). Proto i v ramci relativné
velkého souboru analyzovanych semen polyploidii napt. z Rychor nebyl zaznamenan
jiny nez apomikticky zplisob vzniku semen. Pfitom zde sympatricky jen par desitek
metri od sebe roste v mozaice nékolik relativné bohatych populaci triploidii i
tetraploidl (Kocian 2012). PrestoZe ob¢ populace patii k morfotyptim tvotficim alesponi
castecné vitalni pyl a je zde hojna ptitomnost opylovact (Kocidn, vlastni pozorovani),
nebyl v téchto populacich zaznamenan zddny sexudlni proces. Stejné tak s jedinou
vyjimkou nedoslo k sexualnimu procesu u polyploidl ani ptfi nucené umélé hybridizaci.
U sexudlnich alogamnich diploidd, ktefi byli pouZziti jako matefské rostliny pfi
umélé hybridizaci, byl pfedpoklad, ze by mohli po opyleni pylem polyploidi vytvofit
sexudlné vzniklé nazky. To bylo prokdzano pii experimentalnim kiizeni dokonce dvou
riznych druhii riiznych ploidii — Hieracium umbellatum (2x, Q) a H. sabaudum (3x, J&;
Mraz & Tomcikova 2004). Doslo ptitom ke vzniku diploidniho hybridniho potomstva.
U diploida jestfabniku vésenkovitého nedoslo po opyleni pylem triploidnich rostlin ke
vzniku zddnych vyvinutych nazek. V pfipadé opyleni pylem tetraploidni rostliny
vznikly v naprosté vét§in€ rovnéz prazdné nazky, s vyjimkou dvou. Tyto dvé nazky se
bohuzel nepodafilo cytometricky zanalyzovat v disledku laboratorni nehody. Ptesto,
potencialni hybridizace pti soucasném cCasoprostorovém vyskytu diploidt a polyploidt s
vitdlnim pylem se jevi jako zna¢né nepravdépodobnd, potencidlné probihajici jen ve
velmi malé mitfe. U diploidi nedochazelo (s moZznou vyjimkou ojedinélych dvou
vyvinutych naZzek) ani k mentor efektu, tedy k indukci samoopyleni v dusledku

pfitomnosti ciziho pylu na bliznég, ktery byl prokazan u diploidniho Hieracium alpinum
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(Mraz 2003).

U né¢kterych semen nebyl zaznamenan endosperm. To mohlo byt v nékterych
piipadech az dva mésice), kdy endosperm byl embryem postupné spotfebovan. Napadna
absence endospermu byla u populace OV, kdy endosperm casto chybél i v piipadé
nedavno sklizenych semen. To by mohlo svéd¢it o jeho narusené tvorbé (u této populace
byla zjisténa 1 zcela narusend tvorba pylu demonstrovana jeho Gplnou absenci). Pfestoze
tento stav znacn€ snizuje moznost kli¢eni semen (ovéfeno 1 experimentalnim vysevem),
v Jesenikdch se jednd o relativné rozSifeny morfotyp (Kocian, nepubl.). MoZznym
vysvétlenim také je, ze u tohoto morfotypu mize dochazet ve vétsi mife k tvorbé
endospermu se somatickym poctem chromozomil. Tento jev byl vypozorovan u
triploidniho Hieracium alpinum (Skawinska 1962). Endosperm by se v tom pfipad¢ na
fluorescenénim histogramu piekryval s peakem embrya a nebyl by tak cytometricky
rozliSitelny. Toto vysvétleni, potencidlné prokédzatelné embryologickou studii, se mize
tykat 1 ostatnich populaci, kde nebyl zaznamenén endosperm.

Celkovym zhodnocenim lze konstatovat, Ze v naprosté vétSiné piipadt vznikla
analyzovand semena apomikticky, bez sexudlniho procesu, a byla tedy geneticky
identicka s matetskou rostlinou. Ptesto, vyskytly se tii ojedinélé vyjimky, které mohou
mit urity evolucni potencidl. Zajimavé je, ze vSechny se vyskytly u tetraploidnich

rostlin. Jednotlivymi ptipady se zabyvaji nasledujici podkapitoly.

5.2.1. Semeno s tetraploidnim embryem a hexaploidnim endospermem

Vystupem cytometrické analyzy bézné sexualné se rozmnoZzujicich rostlin je
fluorescen¢ni histogram, kde peak endospermu je v 1,5nasobku peaku embrya (Matzk et
al. 2000). Takovyto ojedinély histogram byl zaznamenan u jednoho vzorku tfi semen
rostliny jestfabniku vésenkovitého z tetraploidni populace OV (obrazek 6). Na kanalu
152,72 byl zaznamenan maly hexaploidni peak endospermu, na kandlu 197,35 pak
drobny typicky umistény peak oktoploidniho endospermu. ProtoZze byla v jednom
vzorku analyzovana tfi semena, je otdazkou, zda byly pfitomny dva hexaploidni
endospermy a jeden oktoploidni, nebo jeden hexaploidni a dva oktoploidni. Ptestoze
velikost endospermovych peakil by nasvédc¢ovala prvni moznosti, vzhledem k ovérené
velké vzacnosti sexualniho vzniku endospermu spolecné s ¢astou absenci oktoploidniho
endospermu u rostlin populace OV se priklanim k druhé moznosti. Zanalyzované

semeno s tetraploidnim embryem a hexaploidnim endospermem tak dokladad velmi
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vzacnou rezidualni sexualitu u tohoto morfotypu jesttabniku vésenkovitého.

Vzhledem k vySe popsanym mnoha problémiim zabranujicim sexudlnimu procesu
u polyploidnich jestfabnikii je vznik tohoto ojedin€élého semene velmi pozoruhodny.
Jist¢ vzniknul sexudlnim procesem endosperm. U embrya je situace znacné diskutabilni;
vzhledem k zcela potlacené meidze je sexudlni vznik embrya velmi nepravdépodobny.
Meibza piesto u jestfabnikll pifi tvorbé vajicek probiha — Skawinska (1962) ji u
triploidniho Hieracium alpinum zaznamenala v asi 50 % ptipad, chromozomové
nevyvazené tetrady vSak vzdy bez vyjimky abortovaly. U tetraploidni rostliny si
vzhledem k ortoploidii Ize ptedstavit moznou tvorbu viabilniho redukovaného embrya
se somaticky polovi¢ni, tedy diploidni sadou chromozomii. Tento jev vSak nebyl nikdy
pozorovan.

V piipad¢ vzniku endospermu existuji dvé moznosti. Bud’ vznikl klasickym
sexualnim zpiisobem, tedy splynutim dvou redukovanych bunék (2x + 2x = 4x) s
naslednym opylenim diploidni pylovou buiikou (4x + 2x = 6x). Tento proces ovSem
opét ptredpoklada ptedchozi chromozomové vyvazené meiotické déleni vedouci k
viabilnimu vaji¢ku. Nebo, pokud u tohoto morfotypu opravdu dochdzi k aberantnimu
vzniku endospermu, ktery je tetraploidni, mohl endosperm vzniknout prostym
oplodnénim takového endospermu diploidni pylovou buitkkou. Nebylo by tak zapotiebi
meidzy — vajicko by se vyvijelo typickym apomiktickym procesem s tou modifikaci, Ze
by doslo k oplodnéni endospermu. V prvnim ptipad€ by tak rostlina vznikla z tohoto
semene nebyla geneticky identicka s matetskou rostlinou, v druhém ptipadé by i pies
jiny nez apomikticky zplisob vzniku endospermu geneticky shodna byla, jelikoz by
proces nezasahoval do genetického vyvoje embrya.

V obou nastinénych piipadech vzniku endospermu by bylo oplodnéni, at’ uz
zahrnujiciho 1 embryo nebo ne, zprocesovano diploidni pylovou buiikou. Takova pylova
buitka mtize s urcitou nizkou pravdépodobnosti vzniknout. Nemohla vSak pochazet od
tohoto morfotypu jestfabniku vésenkovitého, protoze pyl netvoii. Na dané jesenické
lokalité se kromé& né&j vyskytovalo jest¢ Hieracium stygium, Hieracium cf. lachenalii a

Hieracium cf. laevigatum. Zda tyto rostliny tvofi pyl, neni zndmo.

5.2.2. Oktoploidni embryo
Z jiné rostliny, ale ze stejné populace jako semeno popsané v kap. 6.2.1., pochazi i
semeno, které mélo oktoploidni embryo a hexadekaploidni endosperm (obrazky 7 a 8).

Jedna se o doklad vzicné polyploidizace v ptirodni populaci jestfabnik.
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Polyploidizace, ¢asto v navaznosti na pfedchozi hybridizaci, je vyznamnym fenoménem
podilejicim se na vzniku novych druhii (napt. Herdén 1996, Guo et al. 2005, Schranz et
al. 2005). V tomto ptipadé¢ doSlo nejspiS k autopolyploidizaci, o Cemz sveédCi i1
apomikticky zptisob vzniku endospermu. K procesu patrn¢ doslo prostou poruchou
bunécného cyklu v inicidlnim staddiu samici archesporalni bunky.

Ze semene by po vykliceni vznikla s nejvétsi pravdépodobnosti oktoploidni
rostlina. Takovyto cytotyp neni u jestfabnikl, narozdil od ptibuzného rodu chlupacek
(Schuhwerk 1996, Rotreklova et al. 2002), znam (Schuhwerk 1996, Chrtek et al. 2007 a
dalsi chromozomové seznamy). Prestoze v minulosti mohlo u jestfdbniki k
autopolyploidizaci dochazet ve vétsi mire, zda se, Ze je proti takto vysokym ploidim
vyvijen silny selek¢ni tlak. Zda k autopolyploidizaci dochazi u diploidii s naslednym
vznikem tetraploidniho cytotypu, nebylo mozné u diploidnich rostlin zjistit v dasledku
jejich nizké vitality doprovazené nizkym poctem normalné vyvinutych tbort (vétSina
ubort diploidnich rostlin zasychala ve fazi poupat patrn¢ z divodu nevhodnych
ekologickych podminek pfi péstovani v nizin€; normdalné¢ vyvinuté ubory tak byly
vzacné a byly pouzity vyhradné¢ pro ucely experimentdlni hybridizace s jinymi

ploidiemi).

5.2.3. Pentaploidni embryo
Po opyleni tetraploidnich rostlin rostlinami diploidnimi vznikla v naprosté vétSing
pfipadl tetraploidni embrya, a to apomiktickym zptisobem. Pivodnim piedpokladem
bylo, Zze timto typem kifizeni by mohla vzniknout triploidni embrya (splynutim
redukovanych gamet rodiCovskych rostlin). Tento pfedpoklad se nicméné nepodatilo
experimentalnim kiizenim dokazat. Piekvapivé byla naopak timto typem kiiZeni
prokézana moznost vzniku pentaploidniho embrya (obrazek 9). Jednalo se o ojedinély
jev a pentaploidni embryo vzniklo s nejvétsi pravdépodobnosti splynutim neredukované
gamety (4x) tetraploidni matefské rostliny s redukovanou gametou (1x) diploidni
rostliny otcovské.

Tento mechanismus je tak moznym vysvétlenim vzniku pentaploidnich cytotypii
jestrabnikl. Pentaploidie je v rdmci rodu Hieracium velmi vzacna. Byla zatim zjiSténa
jen u péti druhi; jejich vycet spolecné s informaci o vyskytu ptislusného cytotypu

shrnuje nasledujici tabulka:

Druh Vyskyt; pocet lokalit Zdroj

Hieracium pentaploideum Skotska vysoc¢ina (Velka Britanie); 1 Stace et al. 1995, Tennant & Rich
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Sell & Tennant lokalita 2008
H. chrysostyloides (Zahn) Hruby Jesenik (Ceska republika); dfive Chrtek 1996, Kocian nepubl.

Chrtek vice lokalit po celém hlavnim hiebeni,
dnes 5 lokalit
H. virosum Pall. Krasnojarsk (Rusko); 2 lokality Pulkina & Tupitsyna 2000
H. intermarginatum Joh. & Dalarna (Svédsko); 2 lokality Johansson & Samuelsson 1923,
Sam Tyler & Jonsson 2009
H. cf. plumbeum Harz (Némecko); 1 lokalita Tyler & Jonsson 2009

Tabulka 30: Piehled znamych pentaploidnich druht jestfabnikda.

S vyjimkou Hieracium virosum se jednd o druhy (H. pentaploideum, H.
chrysostyloides, H. intermarginatum) resp. taxonomicky nevyfeSené typy (H. cf.
plumbeum) endemické a svym vyskytem vazané jen na malé izemi. Tyto taxony maji
jedinou ploidni Girovet — 2n = 5x = 45. H. virosum ma §iroky eurasijsky aredl (Uksip
1960) a z hlediska ploidie je vysoce heterogenni, nicméné pentaploidni cytotyp je
znamy pouze z dvou lokalit v Krasnojarsku (Pulkina & Tupitsyna 2000). V ramci rodu
Hieracium se (s vyjimkou H. pentaploideum a H. chrysostyloides) jedna o neblizce
ptibuzné druhy z riznych sekei.

Hypotetickym evolu¢nim mechanismem zodpovédnym za vznik téchto
pentaploidnich taxonl by tedy mohly byt hybridiza¢ni udalosti mezi apomiktickymi
tetraploidy a sexudlnimi diploidy. Nutnym pfedpokladem by byl soubézny
Casoprostorovy vyskyt takovych dvou cytotypti. Diploidi jsou vSak v soucasnosti vzacni
a jejich vyskyt je zpravidla vazan na malé refugialni oblasti v jihoevropskych pohotich
(cf. Szelag et al. 2007). Je tedy otazkou, kde a kdy pentaploidni taxony vznikly.

Jednim moZnym feSenim problému je, Ze v minulosti byli diploidi hojnéjsi a
rozsifenéj$i a pfichazeli do styku s polyploidy, resp. v tomto ptipad¢ s tetraploidy.
Endemicky charakter vyskytu pentaploidi by nasvédCoval jejich vzniku v oblastech
soucasn¢ho vyskytu (nebo v jejich blizkém okoli). Diploidni nebo oba rodicovské
taxony mohly vyhynout a do dnes$ni doby se mohl udrzet jen jejich pentaploidni
potomek.

Druhym moznym feSenim problému je, ze teoreticky neni ani tak dilezita
pritomnost diploidnich rodict, jako spi§ haploidnich pylovych zrn. A takova pylova zrna
mohou tvofit 1 polyploidi. V tom ptipade by pak diskutovany model vzniku pentaploidii
nebyl zavisly na pfitomnosti diploida.

S témito dvéma piredpoklady Ize nyni nastinit hypotézy vzniku konkrétnich
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pentaploidnich taxonli. Obecnym rysem vsech diskutovanych pentaploidu je, Ze by se
vzhledem k Ctyfpétinové ucasti matefského genomu na slozeni genomu pentaploida mél
tento morfologicky podobat matefskému taxonu.

Hieracium chrysostyloides spadd do agregatu H. nigrescens (sekce Alpina,
subsekce Atrata), jehoz predpokladanymi rodicovskymi druhy jsou H. alpinum a H.
murorum (H. alpinum > H. murorum; Zahn 1922—-1938). Morfologicky, jak napovida
uvedena rodiCovska formule, je H. chrysostyloides blizsi H. alpinum, se kterym je navic
velmi podobné i1 ekologicky (Chrtek 2004). Z hlediska genetického podilu rodic¢t by
tedy matefskou rostlinou mélo byt tetraploidni H. alpinum a otcovskou rostlinou
diploidni H. murorum (nebo polyploidni H. murorum tvotici haploidni pylova zrna).
Oba ptedpokladané rodicovské druhy v soucasnosti rostou v oblasti vyskytu H.
chrysostyloides, tedy v Hrubém Jeseniku (Chrtek 2004). Jejich vyskyt je vSak
altitudinaln€ odd€len — H. alpinum roste na horskych holich, H. murorum dosahuje
vyskového maxima pii horni hranici lesa (Skiivanek 1956). V soucasnosti jsou tak
lokality obou druhli prostorové oddéleny. Navic velmi pravdépodobné nespliuji
cytotypové podminky rodiCovskych druhli: ptestoze nebyly jejich zdej$i populace
podrobeny karyologickému studiu, ze zndmych informaci o ploidii obou druhti jinde v
Ceské republice i v celém arealu (cf. Schuhwerk 1996 a dalsi chromozomové seznamy)
1ze predpokladat, Zze oba druhy jsou triploidni. V ptipad¢ otcovského H. murorum by to
nebyla ptekazka, pokud by tvofilo haploidni pyl. Nicmén¢ pfitomnost tetraploidniho H.
alpinum je nezbytnou nutnosti. Soucasné prostorové oddéleni lokalit pfedpokladanych
rodicovskych druhti zaroven s absenci vhodnych cytotypli minimalné v piipadé H.
alpinum tak klade vznik H. chrysostyloides do minulosti do doby, kdy oba
predpokladané rodicovské druhy mohly koexistovat na spolecné lokalit¢, a to
pravdépodobné v nizs§i nadmoiské vySce. Tento stav mohl nastat nejpozdéji po posledni
dob¢ ledové. S rozvojem lesa a s postupnym zvySovanim jeho horni hranice v dobé
poledové bylo H. chrysostyloides vytlateno na vrcholové hole Hrubého Jeseniku,
mateiské tetraploidni H. alpinum vyhynulo a otcovské H. murorum bud’ vyhynulo nebo
se do soucasnosti vyskytuje v lesnich porostech Hrubého Jeseniku.

Co se potencialnich rodi¢ovskych druhti H. chrysostyloides tyce, jejich identita
neni zdaleka jasna a pravdépodobné je jina nez ta uvadéna v parentdlni morfologické
formuli. Je potieba zdlraznit, Ze ustanoveni ptedpoklddanych rodicovskych druht je
koncept stary vice neZz stoleti a vychazel ze znalosti morfologie v soucasnosti

existujicich druhti. Ve skutec¢nosti jsou v§ak v mnoha ptipadech rodi¢ovské druhy resp.

39



genetické zdroje soucasnych druhii ziejmé jiné, Casto pravdépodobné jiz vyhynulé
taxony. Tyto se nicméné¢ mohly podobat dnesnim druhiim uvadénym jako rodiCovské,
piipadné se v soucasnosti uvadéné rodicovské druhy mohly rovnéz vyvinout pravé z
téchto vyhynulych taxond. Na pozici tetraploidni matetské rostliny tak existuje
vhodnéjsi adept nez H. alpinum, jehoz tetraploidni cytotyp pravdépodobné neexistuje
(cf. Tennant & Rich 2008; coz nicméné¢ nevylucuje jeho existenci v minulosti). Mohl by
jim byt pifimo nektery druh z okruhu Hieracium nigrescens, ktery zahrnuje (prave s
vyjimkou H. chrysostyloides) vylu¢né tetraploidni taxony (Chrtek 1994, Mraz 2001).
Takovy druh nicméné v Hrubém Jeseniku v soucasnosti neroste; at’ uz byla identita
matetského taxonu jakékoliv, je pravdépodobné (i kdyz ne nutn€) vyhynuly. Jesté méné
ziejma je prava identita otcovské rostliny. Pfi pouhém jednopétinovém genetickém
podilu v genomu H. chrysostyloides je t€¢zké ji odhadnout — mohlo se jednat o H.
murorum stejné dobfe jako o mnoZstvi jinych druht.

V ptipad¢ Hieracium pentaploideum je situace pon¢kud jasn¢jsi. Druh je fazen do
sekce Alpina. Na Skotské vysocing roste 33 druhti této sekce (Tennant & Rich 2008), z
nichz dvé tretiny jsou tetraploidni (Stace et al. 1995, Stace et al. 1997) a ctyfi
tetraploidni druhy rostou pfimo v oblasti vyskytu H. pentaploideum (Tennant & Rich
2008). Matetskou rostlinou tak mohl byt néktery z v soucasnosti existujicich
tetraploidnich druhG (H. hanburyi, H. kennethi, H. neomarginatum, H. perscitum),
donorem pylu bud’ vyhynuly diploid nebo do soucasnosti existujici polyploid; v oblasti
vyskytu H. pentaploideum rostou dva triploidni druhy ze sekce Alpina — H. alpinum a
H. holosericeum, z nichz v§ak pouze druhy jmenovany tvofti pyl (Slade & Rich 2007) a
bylo by jej moZné uvazovat jako potencialni otcovskou rostlinu. SoutéZici hypotézou
vzniku druhu H. pentaploideum je ta, kterou vyslovili Slade & Rich (2007) a kterd stavi
roli rodicovskych druhli pfesné¢ naopak. Autoti vysvétluji vznik H. pentaploideum
moznym splynutim neredukované triploidni gamety matefského triploidniho druhu (H.
alpinum nebo H. holosericeum) s redukovanou diploidni gametou tetraploidniho
otcovského druhu (H. kennethi, H. (neo)marginatum, H. perscitum; pro dal§i mozné
zpusoby vzniku pentaploidi viz zavér této podkapitoly). H. pentaploideum tak nicméné
v obou pfipadech mohlo vzniknout i relativné nedavno vzacnou hybridiza¢ni udalosti
mezi v soucasnosti existujicimi druhy, coz by podporoval i jeho ryze stenoendemicky
charakter vyskytu (jedina znama lokalita s jedinou populaci; Tennant & Rich 2008).

Nové byly zjistény dva pentaploidni taxony Hieracium intermarginatum a H. cf.

plumbeum (Tyler & Jonsson 2009). K pentaploidni rostliné Hieracium cf. plumbeum z
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némeckého pohoii Harz autofi uvadeji, ze je morfologicky velmi podobna
fenoskandindvskému H. plumbeum, které je tetraploidni (Chrtek et al. 2007, Tyler &
Jonsson 2009). Totoznost rostliny nicméné nebyla zhodnocena odbornikem na
sttedoevropskou floru a muize se tak jednat o jiny, blizce ptibuzny druh (Tyler &
Jonsson 2009). V ramci evolu€nich ivah ohledné vzniku této pentaploidni rostliny se
nabizi, ze se rostlina vyvinula z embrya vzniklého splynutim neredukované tetraploidni
gamety H. plumbeum (které je i ve své typické formé ze stfedni Evropy znamo; A.
Sennikov in litt. 2013) s haploidni gametou otcovské rostliny.

Hieracium intermarginatum patii do sekce Hieracium, kterd je ve Skandindvii
velmi druhové bohatd (Johansson & Samuelsson 1923). Vzhledem k vysoce
retikularnimu uspotadani morfologické variability druht této sekce ve Skandinavii je
pii soucasnych znalostech prakticky nemozné urcit potencialni rodi¢ovské taxony.

Konec¢né, specifickym ptipadem je Hieracium virosum, u kterého byli pentaploidi
zjisténi ve dvou znaéné cytotypoveé heterogennich sibifskych populacich (Pulkina &
Tupitsyna 2000). Zvlaité v populaci z rezervace Stolby, kde rostou diploidni i
tetraploidni rostliny, se pii vzniku pentaploidniho cytotypu mohl ukazkové uplatnit
diskutovany model. Hybridizacni udalost tak mohla prob&hnout teprve nedavno, resp. i
v souCasnosti existuji podminky potiebné pro jeji uskuteénéni (soubézny
casoprostorovy vyskyt diploidniho a tetraploidniho cytotypu). Bylo by velmi zajimavé
provést studii reprodukcnich systémti polyploidniho komplexu Hieracium virosum.
Tento druh by byl diky existenci Sesti euploidnich a ¢tyt aneuploidnich Grovni jeSté
lep§im modelovym druhem nez H. prenanthoides. Zaroven by se vzhledem k
morfologické homogenité jednotlivych cytotypli (Pulkina & Tupitsyna 2000) dala
predpokladat nizs§i pravdépodobnost potenciadlnich hybridiza¢nich piekazek na
genetické urovni nez je tomu hypoteticky v pfipadé polymorfniho (a polyfyletického?)
H. prenanthoides agg.

Cela diskuze v této podkapitole vychazi z premisy vzniku pentaploidnich taxonii
jesttabnikll splynutim neredukované matetské tetraploidni gamety s redukovanou
otcovskou gametou haploidni. Existuji nicmén¢ dal$i moZzné modely.

Jednim z nich by mohl byt model uvazujici rovnéz neredukovanou tetraploidni
gametu a redukovanou haploidni, ov§em v opacné rodicovské roli: haploidni gameta by
byla samici, tetraploidni samci, tj. diploidni rostlina by byla matefska a tetraploidni
otcovskd. Toto je pravdépodobny zplisob vzniku zemédélsky vyznamného

pentaploidniho jahodniku ‘Jilin 4°, ktery vznikl pfirozenymi procesy v horach

41



severovychodni Ciny (Lei et al. 2005). Experimentalné byl tento model vzniku
pentaploida prokazan jako vzacny jev pii zkiizeni diploidni a tetraploidni pampelisky
(Zavesky et al. 2007). V ptipad¢ jestfabnikii je vSak tato moznost komplikovana
naruSenou mikrosporogenezi polyploidi (Rosenberg 1927, tato studie) a obligatni ucasti
vzéacnych diploidnich cytotypt pfi hybridizaci.

Dalsi moznosti vzniku pentaploidnich jestiabniki jsou ty, které uvazuji ucast dvou
redukovanych gamet. Existuji dva zplsoby tohoto typu, které by mohly ke vzniku
pentaploida vést: (1) hybridizace mezi diploidni a oktoploidni rostlinou a (2)
hybridizace mezi tetraploidni a hexaploidni rostlinou. Prvni moZnost je nicméné
nerealna kvili neexistenci oktoploidnich jestfabnikd, druhd je neredlnd z davodu
nemeiotické tvorby samic¢ich gamet u polyploidnich jestiabnik.

Krom¢ v této praci experimentdlné¢ ovéfeného modelu mozného vzniku
pentaploidnich jestfabnikd je tak pravdépodobny patrné jen jediny dalsi, a to ten jiz
zminény u druhu H. pentaploideum, v némz je uvazovano splynuti neredukované
triploidni matefské gamety s redukovanou diploidni gametou tetraploidni otcovskeé
rostliny (Slade & Rich 2007). Tento model byl experimentalné dokazan pii kiiZeni
neapomiktické avSak diplosporické triploidni pampelisky s tetraploidni pampeliSkou
jako donorem pylu za vzniku pentaploidnich semen (Zavesky et al. 2007).

Experimentalné¢ jsem tedy zjistil, Ze splynutim neredukované matetské
tetraploidni gamety s redukovanou otcovskou haploidni gametou mulze vzniknout
pentaploidni embryo a to se déale vyvijet minimalné¢ do ontogenetické faze zralého
semene. Zda se tento model uplatnil pfi vzniku v soucasnosti existujicich pentaploidnich
taxonl jestfabnik®, je nicméné slozit¢ dokédzat. Experimentidlné by jej bylo mozné
prokazat nejlépe a nejsnadnéji u Hieracium virosum, a to opylenim tetraploidniho
cytotypu cytotypem diploidnim s néaslednou cytometrickou analyzou semen/potomstva.
Mozné, i kdyz v soucasnosti pon¢kud problematické a omezené, by bylo i pouziti
molekularnich metod. Analyza chloroplastové DNA by mohla napovédét informaci o
identit¢ mateiského rodiCovského taxonu. Nektera z metod analyzy jaderné DNA —
napf. GISH — by mohla pomoci zjistit sloZzeni jaderného genomu pentaploida. S
rozvojem molekularné-biologickych metod by v budoucnu mohlo byt i mozné piesné
identifikovat chromozomy matetského i otcovského rodice pentaploida. Pokud by bylo
mozné s jednotlivymi chromozomy manipulovat, mohly by se z genomu pentaploida
napf. deletovat chromozomy otcovské rostliny a ze zbyvajictho genomu dopéstovat a

tak rekonstruovat tetraploidni matetsky taxon.
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Konec¢né, otazkou je, pro¢ jsou pentaploidni cytotypy u jestrabnikl tak vzacné.
Pfic¢iny nejsou objasnény, jsou zifejm& multifaktoridlni. Obecné se vysoka ploidie u
jesttabnikll jevi jako negativni faktor, ktery patrn€ (vzhledem k nizkému poctu
pentaploidnich taxoni i nizkému poctu samotnych jedinct téchto taxonll) podléha silné
selekci. Vzacnost pentaploidnich taxoni je navic patrn€ umocnéna pfirozené evolucné

vzéacné probihajicimi udalostmi, které vedou ke vzniku této vysoké ploidie.

5.4. Evolu¢ni dasledky

Ptestoze od doby J. G. Mendela znacné pokrocily znalosti o rozmnoZovani jestiabnikd,
jejich patrn€ znaéné komplikovana evoluéni historie je stale neobjasnéna. Hlavni teorii,
ze v minulosti dochéazelo k rozsdhlé mezidruhové hybridizaci s naslednou polyploidizaci
(napt. Tennant & Rich 2008), se nedafi experimentalné prokazat resp. ji blize objasnit.
Diploidni druhy jsou schopné vytvofit hybridogenni potomstvo, to je ale vzdy opét
diploidni (Mraz et al. 2005, Mraz & Paule 2006, Chrtek et al. in prep.). Pfi kiizeni
diploidnich druhti () s polyploidy (&) dochazi bud’ k mentor efektu a indukci
samoopyleni (Mraz 2003), nebo nedojde k vytvoteni vyvinutych nazek (tato studie), v
nékterych piipadech byl zjistén vznik hybridogenniho diploida (Mrdz & Tomcikova
2004) i hybridogennich triploid (Paule 2004). Takto vznikli triploidi vSak byli sterilni
(Paule 1. c.) a stéale se tedy nedaii vysvétlit vznik tak obrovského mnozstvi tispéSnych a
Siroce rozsifenych triploidnich druhfi. V opacnych rodiovskych rolich (diploidi &,
polyploidi 9) narazi hybridizace na zna¢nou piekazku v podobé apomixie polyploidd.
Takovouto hybridizaci miize sice vzacné vzniknout hybridogenni potomstvo, které by
vysvétlovalo napf. vznik pentaploidnich taxonil (tato studie), jeji podil na vzniku v
soucasnosti hojnych tri- a tetraploidnich druhti je v§ak znacn¢ nepravdépodobny.

Zda se tak, ze rod Hieracium dospé€l evolu¢né do stavu, kdy je speciace mozna
témét vyhradné jen na Urovni diploidnich druhti. Pfestoze v evolu¢ni historii rodu
muselo znacné extenzivné dochazet k polyploidizaci, neni tento jev v soucasnosti
pozorovan a nedafi se jej ani experimentdlné¢ vyvolat tak, aby vzniklo fertilni
potomstvo. Oproti rodu Pilosella se polyploidni zastupci rodu Hieracium zdaji byt
evolucné zakonzervovanymi liniemi, u kterych muze k dalSimu vyvoji dochdzet snad
nanejvys prostfednictvim mutaci. Tento stav zna¢né komplikuje moznosti studia rodu.
Ptedkové soucasnych druhli patrné méli geneticky potencidl umoznujici rozsahlou
hybridizaci spojenou s polyploidizaci. Ti vSak patrné jiZz vymieli a dnes pozorujeme

produkty tehdejSich procest, tedy souCasné druhy, které dany geneticky potencial
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postradaji a stali se tak z evolu¢niho hlediska slepymi ulickami vyvoje tohoto
rozsahlého rodu. Pfesto jsou polyploidi Siroce rozsifeni a tedy alesponi v soucasnosti

evolu¢né uspésni.
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6. Zavér

Diplomova prace se zabyvala studiem reprodukénich systému polyploidniho komplexu
jesttabniku vésenkovit¢ho. Cilem bylo zhodnotit kvantitativni a kvalitativni
charakteristiky pylu a zptisob vzniku semen vzniklych v ptirodnich populacich a po
experimentalnim kiizeni. Celkové bylo do studie zahrnuto dvacet Sest populaci z
Francie, Ceské republiky a Slovenska.

Z palynologického hlediska bylo prozkoumano 12 populaci. Dv¢ tietiny populaci
tvofily pyl, vétSina ve velkém mnozstvi. VSechny rostliny tvofily pyl heterogenni
velikosti. Viabilita pylu byla pomérné nizkd, primérné 40 %. Pro zjisténi pylové
viability byly pouzity tfi metody. Alexandrovo barveni vykazovalo falesn¢ pozitivni
vysledky, tetrazoliovy test naopak faleSné negativni; ob& tyto metody tak nebyly
nakonec pro zjisténi pylové viability pouzity. OsvédCilo se barveni acetokarminem,
které poskytovalo nejspolehlivejsi vysledky.

Po opyleni diploidnich rostlin pylem polyploidi doSlo v naprosté vétSin€ ptipadi
k tvorbé nevyvinutych nazek; vzacné doslo k tvorb¢é nazek vyvinutych, a to bud’ v
disledku mentor efektu nebo hybridizace. Jak v piirodnich populacich, tak po
experimentalnim kfizeni vznikla naprosta vétSina semen polyploidnich rostlin
apomikticky. Ve dvou tetraploidnich populacich byly zjiStény tii ojedinélé vyjimky
dokladajici vzacné probihajici polyploidizacni procesy a rezidualni sexualitu. Piestoze
tyto procesy mohou mit uréity evolucni potencial, nevysvétluji rozsdhlou mezidruhovou
hybridizaci spojenou s polyploidii, pfedpoklddanou v evolué¢ni historii rodu.

Vysledky diplomové prace posiluji hypotézu, ze rod Hieracium se vyvojové
dostal do slepé ulicky evoluce. Pfesto maji jestfabniky zna¢ny podil na biodiverzité
holarktické oblasti. Z védeckého hlediska je pak cely rod velmi cennym a vyznamnym

dokladem slozitych evolu¢nich procest, které stale ¢ekaji na své objasnéni.
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