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1. UVOD

Rod Allium v sobé zahrnuje vice nez 700 druhl jednodéloznych rostlin, z nichZz vSechny,
kromé& Allium dregeanum jehoz domovem je Jizni Afrika (De Sarker et al. 1997), rostou na
severni polokouli (Konvicka 1998; Nguyen 2008). Jako centrum diverzity je oznaCovéana
jihozapadni, stfedni a vychodni Asie, v Severni Americe pak Texas a Kalifornie. Pfevdzna
vétSina taxonil upiednostiiuje sezéonné sucha stanovisté. Kromé plané rostoucich druha
obsahuje tento rod i mnoho ekonomicky vyznamnych plodin jako je napiiklad A. cepa,
A. sativum nebo A. schoenoprasum (Konvicka 1998; Nguyen 2008). Proces polyploidizace
hral v evoluci této taxonomické skupiny dilezitou roli (Brat 1965; Friesen et al. 1997,
De Sarker et al. 1997; Ao 2008) stejn¢ jako agamospermie, ktera provazi evoluci polyploidi.
Apomiktickd reprodukce (tj. diplosporie, partenogeneze, pseudogamie) byla pozorovana
napiiklad u druhli 4. senescens nebo A. tuberosum (Kojima & Nagato 1997; Kim et al. 1999).
Evolu¢ni a ekonomicky vyznam polyploidizace vtomto rod¢ je stdle pfedmétem fady
vyzkumnych praci.

Ptredlozena diplomova prace navazuje na bakalarskou praci, ktera slouzila jako
vychozi bod ke studiu karyologické variability generativniho potomstva druhu Allium
oleraceum. Tento polyploidni taxon byl pfedmétem zajmu tady studii (ptehled viz Duchoslav
et al. 2010), avSak dosud je mélo znamo o vlivu generativniho rozmnozovani na moznost
generovani a udrzovani cytotypové variability populaci a ptezivani cytotypii. Prvotni
vysledky (Jandova 2008) poukdzaly na schopnost adultnich rostlin produkovat semendcky
rizného ploidniho stupné. Nejvétsi podil na této variabilit¢ mély semena pochazejici od
pentaploidnich matefskych rostlin. Vzhledem ktomu, Zze se jedna o lichy cytotyp, neni
uvedeny vysledek pftilis prekvapujici, nebot’ 1ze piredpokladat tvorbu gamet o rizném poctu
a charakteru chromosomovych sad (Fialova 1996). Avsak ptekvapujici je vysoka mira vitality
jejich potomstva, nebot’ z vysledkli bakaldiské prace vyplyvd, Ze procento piezivajicich
semenacku je relativné vysoké a pfili§ se neodchyluje od hodnot zjisténych pro tetraploidni
cytotyp (Jandova 2008). Tento vysledek uz sam o sobé vybizi k podrobnéjsimu studiu
uvedeného fenoménu.

V nasledujicich kapitolach jsou struéné shrnuty zakladni rysy polyploidie a jeji
disledky pro biologii a evoluci vyssich rostlin. Prakticka ¢ast se pak zabyva karyologickou
variabilitou generativniho potomstva polyploidniho komplexu Allium oleraceum a vlivu této

variability na kompozici cytotypt uvnitt populaci.



2. OBECNA CAST

2.1 Polyploidie

Obecna definice uvadi, ze polyploidie je stavem jedince, kdy se v jadrech bunék jeho téla
nachdzi vétsi poCet chromozomil nez dvé chromosomové sady (Kovacik 1983). Soucasné
studie naznacuji, ze proces polyploidizace mohl hrat dilezitou roli v evoluci vSech
eukaryotickych organismt. AvSak zatimco u zivocichl je formovani novych polyploidi
a existence polyploidnich fad vzéacna, u rostlin se jedna o bézny jev. Studiem polyploidie se
adaptacnich a specia¢nich mechanizmii v evoluci rostlin (Ramsey & Schemske 1998; Wendel

2000; Briggs & Walters 2001; Wood et al. 2009).

2.1.1 Néazory na polyplodii

Prvni zminky o polyploidii se zacaly objevovat na pocatku 20. stoleti. Podle n€kterych autorti
pojem ,,polyploidni“ poprvé pouzil Strasburger ve své studii zroku 1910 pro oznaceni
rostliny s vét§im nez diploidnim poctem chromosomovych sadek (Briggs & Walters 2001).
Pravé z této doby pochdzi hned nékolik cytologickych studii zabyvajicich se druhy z rodu
Oenothera. Za zvlast zajimavé byly pokladany rostliny, které se vyznaCovaly véEétSim
a mohutnéjSim vzristem nez rodiCovské rostliny. Takovi jedinci byli oznacovani jako
,,mutantni nebo ,,gigas* formy. Byla jim napiiklad Oenothera gigas (2n = 4x = 28) nebo
Oenothera semigigas (2n = 3x = 21). Podrobn¢;$imi studiemi se podafilo zjistit, Ze tyto druhy
fazené¢ do okruhu O. lamarckiana, maji ve svych buiikkach znasobeny pocet somatickych
chromosomii. Na zéklad¢ dalSich studii bylo uvaZovéno, Ze tyto druhy vznikly fazi
redukovanych a neredukovanych gamet (Gates 1908; De Vries 1914). Postupné se zacalo
objevovat stale vice a vice praci pokousejici se vysvétlit existenci a vznik novych cytotypii
1 u dalSich taxonu. Ptikladem muze byt cytologicka studie polyploidniho komplexu Crepis
capillaris (Navashin 1925) nebo hybridiza¢ni pokusy srodem Nicotiana (Clausen &
vice zpusobtl, jak mohou vznikat.

Briggs & Walters (2001) uvadéji, ze Winge v roce 1917 byl pravdépodobné prvni kdo
odhalil rozdil mezi prostym zdvojenim chromosomové sady jednoho jedince a hybridizaci

spojenou s polyploidizaci. AvSak teprve az o devét let pozd¢ji byly zavedeny terminy

-9.



rozliSujici oba procesy. V prvnim pfipadé¢ jde o autopolyploidy (produkty intraspecifické
polyploidizace) a ve druhém o allopolyploidy (produkty interspecifické polyploidizace). Za
autory téchto terminti jsou povazovani Kihara & Ono (1926 sec. Briggs & Walters 2001).

Stebbins (1947) kromé vysSe uvedenych terminii zavedl pojem segmentalni
allopolyploid pro oznaceni polyploidl jejichz genomy jsou pouze Castecné diferencované,
tj. homeologické. V takovém pfipadé mlze dochézet k tvorbé¢ bivalenti a rtznych
multivalentnich formaci mezi chromosomy dvou rodicovskych taxon.

Podle nékterych autorti je mozné polyploidy d¢lit 1 dle ¢asového horizontu, a to
konkrétné na paleopolyploidy a neopolyploidy (Hilu 1993). V prvnim pfipadé¢ se jedna
o prastaré druhy s rozsahlym genomem, které proSly procesem rediploidizace. Svymi
vlastnostmi a chovéanim se jiz spiSe podobaji diploidnim druhtim. V prabéhu evoluce u nich
doslo k chromozomalni reorganizaci a genetickému umlceni (,,gene silencing*)
duplikovanych genti prostfednictvim fady mutaci, inzerci, translokaci a deleci. Neopolyploidi
jsou druhy, jejichz genetické chromozomové Ccislo je zmnozené =zakladni diploidni
chromozové Cislo, které 1ze nalézt v ptislusnych rodech. Mizeme je dale délit dle ptivodu do
kategorii uvedenych v predchozim odstavci.

V pribéhu 20. stoleti byla zavedena, dnes jiz ustalend, terminologie pro oznaceni
jednotlivych polyploidnich stupiii. Pismeno ,,x“ oznacuje zdkladni sadu chromosomu. Jde
vlastné o chromosomové ¢islo monoploidniho genomu. Vyssi ploidni stavy se pak oznacuji
nasledovné: 2n = 2x pro diploida (jen pro Uplnost), 2n = 3x pro triploida, 2n = 4x pro
tetraploida, 2n = 5x pro pentaploida atd., dle vzristajiciho poctu chromosomovych sad.
U nékterych druhti kapradin mohou chromosomové pocty stoupat do stovek az tisicu.
Takovym druhem je naptiklad Ophioglossum coriaceum (2n = 360) nebo O. reticulatum
(2n = 1260). Symbol ,,2n“ pak oznacuje neredukované diplofazické nebo také zygotické
chromosomové Cislo. ,,n“ je oznafeni pro meioticky redukovany haplofazicky pocet
chromosomil (Brownlie 1957; Soltis & Soltis 1986; Greilhuber et al. 2005).

Spolecné s prvnimi odhady o zastoupeni polyploidi v rostlinné fisi se zacalo
objevovat 1 mnozstvi teorii pokousejici se vysvétlit jejich evolu¢ni potencidl. Uz Stebbins
(1940) uvadél nekteré obecné charakteristiky vyssich cytotypti, které jim mohou, za urcitych
podminek, piindset jistou evoluéni vyhodu oproti rodiCovskym druhiim. Mezi tyto
charakteristiky patii vzristajici velikost bunék polyploidl, prolomeni nékterych reprodukéné
izola¢nich bariér, posun od sexudlniho rozmnozovani k apomixii, obvykle vétsi ekologicka
tolerance a s tim souvisejici Sir§i geograficka distribuce. AvSak posledni uvedenou hypotézu

o spojitost mezi ekologickou toleranci a geografickou distribuci ve své pozdéjsi praci zamité
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(Stebbins 1985). Jako hlavni divod uvadi jednak existenci sekundarnich kontaktnich zén
mezi rodi¢ovskymi druhy a jejich polyploidnimi potomky a pak také fakt, Ze mnoho novych
cytotypt velmi dobie pteziva v podobnych lokalitich jako jejich diploidni pfedci. VéEtsi
geografickou distribuci pficitd spiSe na vrub vzristu heterozygotnosti vlivem mezidruhové
hybridizace.

Pii podrobnéjsim zkoumani dospéli nékteti autofi k ndzoru, ze pocty chromosomu
u vyssSich rostlin vykazuji jistou periodicitu. Grant (1982) ve své praci zkompletoval
dosavadni znalosti o poctech chromosomil u krytosemennych rostlin (celkem 5 287 bylin
a 2 665 dievin). Ziskal tak sérii chromosomovych ¢isel v rozsahu n = 2 az 250, kde témct
kazda troven byla obsazena nejméné jednim taxonem. Za pomoci statistickych analyz pak
odhaluje nejdiilezitéjsi zdkladni chromosomova cisla, ktera jsou zakladem polyploidnich tad
u jednodé€loznych 1 dvoudéloznych rostlin.

Podobnou situaci lze pozorovat i na Grovni jednotlivych rodi. Takovato tendence byla
sledovéna napfiklad u $toviki z podrodu Rumex, kde pocty chromosomil stoupaji v sérii
zékladniho ¢isla x = 10 pocinaje 2n = 2x = 20 u R. sanguineus po 2n = 2x = 200 u R.
hydrolapathum (Briggs & Walters 2001).

S nastupem modernich molekuldrnich technik se postupné¢ ménily i ndzory na pivod
a evoluci polyploidii. Zasadni byl objev rapidnich strukturdlnich zmén u nové zformovanych
cytotypt. Jednou z metod dnes jiz celkem ,,bézné“ pouzivanych je napiiklad tzv. GISH
(Genome In Situ Hybridization), ktera umoziuje nejen identifikovat rodiCovsky genom
v buiikdch polyploida, ale 1 rGzné intergenomické translokace. Tyto translokace reprezentu;ji
jedno z moznych usporadani genomu polyploidi a jsou dilezité pro pochopenti jejich evoluce.
Zvlasté pak v ptipadé novych cytotypt allopolyploidniho charakteru mohou uvedené zmény
napomoci k obnoveni fertility a nukleo-cytoplasmatické kompatibility. Tak byly
identifikovany strukturdlni zmény naptiklad u druhlt z rodu Avena nebo Nicotiana (Leicht
& Bennett 1997).

Mezi podobné metody at’ uz ponckud starSiho nebo novéjsiho data, patii naptiklad
RFLP (Restriction Fragmenth Lenght Polymorphism), FISH (Flouorescent In Situ
Hybridization) nebo analyza ITS (Internal Transcribed Spacer) sekvenci. AvSak navzdory
novym postuptim a metodam aplikovanych pii studiu polyploidie jsou ndzory na evolucni

vyznam polyploidil stale pfedmétem horecnatych diskusi. Bude jesté zapotiebi fada analyz

Mrwe
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2.1.2 Vznik polyploida

Vseobecné se da fici, ze na vzniku polyploidie se podileji zejména tii procesy, kterymi jsou
hybridizace, tvorba neredukovanych gamet a somaticka polyploidizace.

Pokud bychom se drzeli zdkladniho rozd€leni polyploidd, tak v pfipadé
autopolyploidi jde o jedince, kteti vznikaji bud’ splynutim neredukovanych (redukovanych
a neredukovanych) gamet téhoz druhu nebo prostym zdvojenim chromosomovych sad
v bunikach diploidniho jedince (tzv. somaticti polyploidi). Jestlize se somatické polyploidni
buiiky dostanou do rozmnoZzovacich organi, miize polyploidni stav piejit do dalsi generace.
Je nutné si uvédomit, ze buiiky takovychto jedinci nesou vice nez dvé sady identickych
(homolognich) chromosomti. To sebou piinasi hned n€kolik problému souvisejicich zejména
s pribéhem meiotického d¢leni, nebot vSechny chromosomy maji stejnou pfrilezitost
k parovani (Briggs & Walters 2001). I pfes tyto obtize v pribéhu tvorby gamet nejsou
autopolyploidi sterilni. Jejich schopnost produkovat Zivotaschopné generativni potomstvo je
velmi variabilni a Casto je pouze velmi mélo omezena. Nekteti autofi to davaji do souvislosti
s redukci obsahu jaderné DNA, nebot’ ztrata nékterych ¢asti genomu muze piispét k udrzeni
viceméné bivalentniho péarovani v pribéhu prvni meiotické profdze. Takova to situace byla
pozorovéana napiiklad u experimentalné ziskaného tetraploida druhu Paspalum notatum
(Martelotto et al. 2007). Nicméné existuje fada taxoni, u kterych ke ztraté Casti DNA
nedochazi, a piesto produkuji zivotaschopnd semena. Genom autopolyploidi podstupuje
ruzné strukturdlni piestavby a epigenetické procesy. Tyto zmény maji za cil co nejvice genom
stabilizovat a pfiblizit se tak diploidnimu stavu. Terminologicky se jedna o tzv. diploidizaci,
ktera by méla mit vyznamny podil na pieziti dané¢ho cytotypu (Martelotto et al. 2007; Parisod
et al. 2009).

Allopolyploidy si lze ptredstavit jako produkty interspecifické hybridizace dvou
ptibuznych druht, kterd musi byt provazena zmoZenim chromosomovych sad (Ramsey
& Schemske 1998). K tomu muze dojit stejnym zplisobem, jak je popsano v piredchozim
odstavci, za pomoci autopolyploidizace somatickych bun¢k s naslednym prechodem tohoto
stavu do reprodukc¢nich struktur (Briggs & Walters 2001). V piipad€, ze neni hybridizace
nasledovana polyploidizaci, vznika diploidni jedinec, ktery ma v bunkach dvé nehomologni
chromosomové sady. Ramsey & Schemske (1998) uvadi, ze takovi hybridi jsou vétSinou
zcela neplodni, avSak mohou vytvofit malé mnozstvi funkénich redukovanych
1 neredukovanych gamet. V ptipad¢€ jejich splynuti dochézi ke wniku triploidnich ale

1 tetraploidnich jedincii, kteti mohou v dalSich generacich, napiiklad po zpétném kiizeni
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s diploidnimi rodi¢i, produkovat polyploidni potomstvo. V nejjednoduss$im piipadé tak lze
ziskat tetraploidniho jedince.

Obecné se uvadi, ze u allopolyploidi byva prubéh meiosi pravidelnéjsi a chromosomy
se mohou normaln¢ parovat, coz ma pozitivni vliv na jejich fertilitu (Briggs & Walters 2001).
Avsak Ramsey & Schemske (2002) popisuji, ze v ptipadé neopolyploidi je fertilita
allopolyploidli zna¢né variabilni a srovnatelna s autopolyploidy. Stejné tak, pokud pochézeji
ob¢ sady chromosomil od blizce pfibuznych taxoni, tj. je zachovan vysoky stupen homologie,
muze dochazet k parovani mezi vice nez dvéma chromosomy za vzniku riznych
multivalentnich formaci (Briggs & Walters 2001).

Nejlépe se da vySe uvedeny proces dokumentovat na piikladu asi nejznaméjsiho
allopolyploida, kterym je Primula kewensis. Ta je produktem mezidruhové hybridizace
P. floribunda a P. verticillata. Poprvé byla objevena roku 1899 mezi semenacky P. floribunda
v Kralovské botanické zahradé v Kew (Anonym 1910). Tento hybrid byl z hlediska
morfologie intermedidlnim pfechodem mezi obéma rodi¢i a dokonce mél s nimi i shodny
pocet chromosomt (2n = 18). Samotny ptvod druhu byl ovéfen umélym kiizenim mezi
obéma domnélymi rodi¢i. Nicméné 1 ptes pravidelny pribéh meiotického déleni zistavaly
hybridni jedinci neplodni. AvSak n€kolikrat se stalo, Ze byly nalezeny rostliny produkujici
zivotaschopna semena. Jedinci, vypéstovani z téchto semen, byly tetraploidni a fertilni. Pfi
podrobnéjSim zkoumani se ukazalo, Ze stvoly nékterych diploidnich rostlin nesou tetraploidni
bunky. Pravdépodobné diky této somatické mutaci se mohl ptivodné neplodny hybrid stat
fertilnim (Briggs & Walters 2001).

Nicméné novéjsich studie zalozené na modernich technikdch molekularni biologie
v predchozich odstavcich. Podle Bennetta (2004) mutze dochdzet diky plsobeni
premeiotickych mechanismi ke zménam v parovani jednotlivych chromosomt, coz ptispiva
ke zvySeni fertility nové vzniklych allopolyploidi. Dle citovaného autora tyto mechanismy
pusobi nejméne na dvou trovnich. V prvni fad¢ ovliviiuji genomovou separaci a v druhé fadeé
kontroluji samotné homologni parovani chromosomti. Stejné tak se na evoluci allopolyploida
podileji rozsahlé genomové prestavby i1 faktory plisobici proti témto prestavbam. Navic byly
u experimentdlné ziskanych i pfirodnich allopolyploidi detekovany vyrazné epigenetické
procesy vyznamn¢ ovlinujici genovou expresi (Ainouche et al. 2004).

Hybridizace spolu s polyploidizaci hrala nezastupitelnou roli v evoluci rostlin, nebot’
po piekonani pocateCnich problémul se sterilitou a nehomolognosti rodicovskych genomu

vznikne jedinec se zcela novym komplexem vlastnosti. To mu mize pfinést zna¢nou vyhodu
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oproti rodiCovskym druhiim. Hybridi tak mohou snize obsazovat nové typy stanovist
a efektivné zvétSovat sviij aredl rozsiteni. Podle nékterych odhadi je az 27 500 druhti vyssich
rostlin hybridniho ptivodu (Rieseberg 1997).

Primémaé frekvence tvorby neredukovanych gamet je odhadovéana na 0,56 %
u diploidi a na 27,52 % u allopolyploidi. Neredukované mohou byt oba typy gamet,
tj. vajicka 1 pylovd zrna. Pfesto, Ze existuje mnohem vice studii zabyvajicich se
mikrosporogenezi nezli megasporogenezi, je odhadovano, Ze intenzita tvorby
neredukovanych gamet je podobna pro oba typy (Ramsey & Schemske 1998). Uvedené
pramérné hodnoty neodrédzeji plné¢ situaci uvnitf jednotlivych druhti. Na této trovni miize byt
zastoupeni polyploidnich gamet velmi variabilni a zaroven se jejich procento muize ménit
v zavislosti na dané rostlin€. Napftiklad v ramci druhu 7rifolium pratense (2n = 14 a 28) se
produkce 2n pylu pohybuje v rozmezi 1% az 84 % (Parrott & Smith 1984). Intenzita tvorby
neredukovanych gamet mize byt vyznamné ovlivnéna i vnéj§imi faktory. Jsou znamy
ptipady, kdy se jejich produkce zvysila vlivem plisobeni nizkych teplot, nutri¢niho stresu
nebo nasledkem napadeni néjakym parazitem. Stejné tak mtze byt frekvence neredukovanych
gamet pod genetickou kontrolou. V takovém piipad¢ se vétSinou jednalo o jeden nebo nékolik
malo recesivnich gend (Levin 2002).

Produkce neredukovanych gamet miize pusobit jako dilezity faktor pfi prolomeni
gametofytické autoinkompatibility u diploidnich druhit a tim umoZnit vznik embryi
polyploidniho charakteru. Zda se, ze existuje genetickd interakce mezi geny v polyploidnim
pylu a geny samicich generativnich struktur. Jsou popsany piipady, kdy opyleni diploidni
rostliny vlastnim polyploidnim pylem vedlo k tvorbé novych cytotypt (Ramsey & Schemske
1998).

Z vySe uvedenych informaci je zfejmé, ze k formaci novych polyploidii za ptispéni
neredukovanych gamet muize dochazet dvéma zplsoby. V prvnim piipadé se jednd o tzv.
unilateralni polyploidizaci, pfi které dochdzi ke splyvani redukované a neredukované gamety,
v nejjednodussim piipadé za produkce triploidd. V druhém piipadé lze hovotit o tzv.
bilateralni polyploidizaci, kdy se na tvorbé potomkii podileji pouze gamety neredukované.
Pokud se jednalo o pohlavni buiiky pochazejici od diploidnich rodi¢a, jsou produktem jejich
splynuti tetraploidni jedinci. Podminkou pro fungovani bilaterdlni polyploidizace je
dostatecnad produkce neredukovanych gamet. Proto je tento proces z velké casti zavisly na
existenci neobvyklych jedinct, ktefi 2n gamety tvofi s vysokou frekvenci (Levin 2002).

Obecné je produkce Zivotaschopnych triploidi povazovana za vzacnou udalost, nebot’

semena vznikld fuzi n a 2n gamet jsou ve vétSin€ piipadl abortovéna. Pfi¢inou je
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pravdépodobné porucha ve vyvoji endospermu. Tento jev je Casto popisovan jako tzv.
,triploidni blok* (Marks 1966). Existuje fada hypotéz usilujici o vysvétleni tohoto fenoménu.
Lin (1984) ve svém experimentu s kukufici popisuje vyvoj endospermu s rdznou urovni
ploidie (2x — 9x). Dosel k zavéru, ze k jeho normalnimu vyvoji dochdzi pouze v ptipad¢, kdyz
je triploidniho nebo tetraploidniho charakteru. V ostatnich pfipadech je endosperm abortovan.
Na zéklad¢ tohoto vysledku odvodil, Ze jeho normalni vyvoj je mozny pouze v ptipad¢, kdyz
je zachovéan pomér mezi ddvkou maternalniho a paterndlniho genomu 2 : 1.

Kohler et al. (2010) ptistupuje k problematice triploidniho bloku z komplexnéjSiho
hlediska a souhrnné¢ wuvadi nékolik moznych vysvétleni. V prvni fadé zména
v davce maternalniho a paterndlniho genomu inhibuje spravny vyvoj endospermu v dasledku
nerovnovahy cytoplazmatickych faktori a mmnozstvi organel. V dalSi hypotéze pracuje
s epigenetickymi jevy a sex-specifickym genomovym imprintingem, nebot’ exprese genl
v endospermu vyznamné ovliviiuje vyvin embrya. Parentdlni imprinting spole¢né s nestejnym
piispévkem genli od samciho rodice vede kodliSnym hladindm genové exprese
v endospermu. Zména v ddvce materndlniho a paternalniho genomu zplsobi poruSeni
rovnovahy v poctu aktivnich kopii imprintovanych geni. To mé& ve vétSiné piipadd za
nasledek nepfiméfeny vyvin endospermu a jeho naslednou aborci (Kermickle & Alleman
1990). Tvorba zivotaschopnych semen s normaln¢ vyvinutym endospermem tedy zavisi na
vyvazeném piispévku matefského a otcovského genomu v endospermu (2 : 1) a na
vyrovnaném pusobeni genetickych kontrolnich mechanismii (Kohler et al. 2010).

Nékteré studie naznacuji, Ze kompletni fungovani triploidniho bloku Ize piedpokladat
pouze u kiizeni mezi diploidy a tetraploidy a to jeSté jen v piipadé€, ze donorem pylu je
tetraploidni rostlina. Existuje 1 fada polyploidnich komplexi, kde produkuji Zivotaschopna
semena 1 vyssi ploidni trovné. Navic jsou i takové taxony, jejichZ zrald semena endosperm
vibec neobsahuji, a presto bézn¢ produkuji vitalni generativni potomstvo. Takové taxony
najdeme napiiklad v ¢eledich, jako jsou Asteraceae nebo Salicaceae (Ramsey & Schemske
1998; Levin 2002). Avsak podle Kohler et al. (2010) miize fungovani triploidniho bloku
ptsobit jako dulezity reprodukéné izolaéni mechanizmus branici produkci zivotaschopného
potomstva ze zpétného kiizeni polyploidi s jejich rodi¢i, coz ma zasadni vliv na speciaci
polyploidt.

Ackoliv triploidi v pribéhu redukéniho dé¢leni produkuji pfevazné aneuploidni
gamety, mohou vytvofit 1 velmi malé procento haploidnich, diploidnich i triploidnich vaji¢ek
a pylovych zrn. Primérnd fertilita jejich pylu se pohybuje okolo 31,9 % s rozdilem mezi

autotriploidy (39,2 %) a allotriploidy (23,7 %) (Ramsey & Schemske 1998). Dlikazem toho
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muze byt produkce Zivotaschopného potomstva z kiizeni mezi triploidy navzijem a mezi
triploidy a diploidy. Schopnost triploidi pfispivat k produkci zivotaschopného potomstva
pochézejiciho z mezicytotypového kiizeni je davana do souvislosti s tzv. triploidnim mostem.
Ten mé& pravdépodobné dillezitou ulohu pii tvorbé a stabilizaci cytotypové smiSenych
populaci (Husband 2004). Rtzné hybridizacni experimenty mezi triploidy a jim nejbliz§imi
cytotypy (2n = 2x; 4x) prokazaly tvorbu generativniho potomstva rizné ploidni rovné
s nezanedbatelnym zastoupenim tetraploidd, pentaploidii a hexaploidi. Tetraploidni semena
byla produkovana napiiklad ze zpétné¢ho kiizeni triploida s jejich diploidnimi rodici. Takto
vznikli tetraploidi mohou pfezivat ve smiSenych populacich s jejich rodic¢ovskymi cytotypy
a posléze prispivat k produkeci novych tetraploidi cestou zpétného kiizeni s triploidy. Za
urcitych podminek tento proces mize fungovat i v pfipadé jinych cytotypl, jako jsou
naptiklad penta- nebo hexaploidi (Ramsey & Schemske 1998).

Fungovéani triploidniho mostu se tak vyznamnou mérou podili na genetické struktuie
jednotlivych cytotypl. Obecné je geneticky tok povazovan za klicovy faktor ovlivijici
geneticky pool a strukturu populaci. Jeho omezeni vede k divergenci populaci, zatimco jeho
udrzovani na vysoké intenzité prispiva k homogenizaci genetickych zdrojti. Naproti tomu
nékteré studie uvadéji, ze pravé diky migraci genli miZze vzrlstat fitness a heterogenost
populaci (Coates & Byrne 2005). Ptikladem vlivu triploidniho mostu na genetickou strukturu
populaci mize byt situace u druhu Chamerion angustifolium. Ruzné pocitaCové simulace
napovidaji, ze osud tetraploidii v diploidnich populaci se 1isi v zévislosti na relativni fitness
Castecna vitalita triploidi mlze vyznamné usnadnit stabilizaci tetraploidi v diploidnich
populacich (Husband 2004).

Geneticky tok neovliviiuje genetickou strukturu populaci pouze prostfednictvim
triploidniho mostu. Podobné¢ muze dochazet k promichavani genetického poolu pifimo mezi
riznymi ploidnimi hladinami a jejich rodiCovskymi cytotypy. Lumaret & Barrientos (1990)
popsali vliv toku geni na genetickou strukturu tetraploidd u druhu Dactylis glomerata
(2n = 2x; 4x). Casteény prekryv doby kveteni zajituje dostate¢nou distribuci gamet mezi
obéma cytotypy. V disledku toho byla zjiSténa silna geneticka podobnost mezi diploidy
a tetraploidy. Pravdépodobné asi nejvétsi vliv na charakter populaci ma geneticky tok smérem
od 2x cytotypu k 4x.

Obecné by vyse popsané jevy nefungovaly, kdyby nedochazelo k uchyceni nové
zformovanych cytotypt v populacich jejich rodi¢a. V takovych piipadech miize piisobit proti

novym cytotypim proces tzv. minoritni cytotypové nevyhody (Levin 1975). Vzacné ploidni
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urovné jsou ovlivnény pylovou produkci rodicovskych druhli, coz zplisobuje znacné
problémy pfi tvorbé zivotaschopnych semen. Diky tomuto procesu dojde ke zna¢nému
poklesu pocetnosti minoritnich polyploidnich trovni a tim i1 ke snizeni moZnosti jejich
opétovné formace a stabilizace uvniti rodicovskych populaci, coz v konecném disledku mtize
vést az k jejich vymizeni (Levin 2002). Pokud se vzadcnym polyploidim podafi prekonat
,,minoritni cytotypovou nevyhodu“ a dostanou se do prostiedi, kde nebudou pod selekénim
tlakem rodi¢ovského druhu, budou zde moci nadale ptezivat. Stejné tak, pokud maji komplex
vlastnosti, diky kterym jsou konkurencné siln€jSi nez rodiCovsky cytotyp, mohou jej
v konecném dlsledku zcela nahradit (Fowler & Levin 1984). Levin (1975) popsal Uplné
fungovani minoritni nevyhody pouze u 2x-3x-4x komplexu a to pouze v pfipad¢, kdy
nedochazi k samoopyleni a vegetativnimu rozmnozovani daného cytotypu. Kao (2007)
pripousti fungovani uvedené¢ho fenoménu i na vyssich ploidnich trovnich a zaroven uvadi, ze
jednou z moznosti, jak se mohou minoritni cytotypy vyhnout zaniku, je pfechod od
sexudlniho rozmnozovani k apomixii. Ta jim umozni ptfekonat problémy s produkci jejich
potomstva (Kao 2007). Stejné tak i sniZzeni vlivu imbredni deprese u polyploidi se muze
vyznamnym zpusobem podilet na udrzeni novych cytotypti v populaci jejich rodicta (Rausch
& Morgan 2005). Diky vySe popsanym jevim tak mize dochazet ke stabilizaci a udrzovani
cytotypoveé smiSenych populaci.

Z odborného hlediska je polyploidizace chapana jako tzv. saltaéni speciace. Jde
o proces, ktery v sobé zahrnuje soubor rychlych a skokovych zmén vyznamné ovliviujicich
charakter a strukturu rostlinnych populaci (Briggs & Walters 2001). Formace a vnik
polyploidii neni otdzkou pouze vzdalené historie, ale jde o neustéle probihajici a dynamicky

proces zasadn¢ ovliviiuyjici rostlinnou evoluci.

2.1.3  Cetnost polyploidii

Na zaklad¢ riznych ptfedpokladii o hranici mezi nejvyS$im zakladnim chromosomovym
¢islem a polyploidii se neustdle méni pohled na pocet a zastoupeni polyploidi v rostlinné fisi.
Mezi asi nejvice citované autory, ktefi pfinesli jedny z prvnich odhadli o procentickém
zastoupeni polyploidi mezi vysSimi rostlinami, patii Grant (1963) - 47 % krytosemennych
rostlin; Stebbins (1971) - 30 az 35 % krytosemennych rostlin; a Goldblatt (1980) - 70 %
jednodé€loznych rostlin (sec. Levin 2002). Kazdy z nich mél trochu jiny nazor na to, které ze
zékladnich chromosomovych ¢isel je tim nejvysSim. Grant (1982) ve své origindlni praci

hodnoti rozsah zdkladnich chromosomovych ¢isel u jednod€loznych i dvoudéloznych rostlin.
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Na zékladé souboru tisici udaji o poctech chromosomil usuzoval, ze pro jednodélozné
rostliny jsou zasadni zdkladni chromosomov4 ¢isla o rozsahu x = 6 az 12. Pro dvoudé€lozné se
tyto hodnoty d€lily do dvou skupin. U bylin se s nejvétsi frekvenci vyskytuje x =7 az 9 a pro
dfeviny je nejCastéji zastoupeno x = 11 az 14. Podobné byly popsany i zakladni
chromosomova ¢isla u ¢eledi Poaceae, pro kterou jsou nejbéznéjsi x = 5; 6 a 7. Navic se zda,
ze polyploidie v této skupiné organismti vznikla jiz velmi davno, tj. pfed n€kolika miliony let
(Stebbins 1985).

Z nov¢jsich studii se uvedenou problematikou zabyva naptiklad Masterson, ktery na
zakladé srovnani velikosti priducht v soucasnosti existujicich druhti s fosilnimi pozlstatky
odhaduje, ze asi 70 % vsech druhii vyssich rostlin ma polyploidni pivod (Masterson 1994 sec.
Levin 2002).

Stejné jako zastoupeni polyploidi je i1 otazka frekvence polyploidni speciace velmi
diskutovanym tématem. S rozvojem pocitatovych analyz a statistickych modelii se objevila
fada praci zabyvajicich se touto problematikou. Wood et al. (2009) na zakladé¢ jejich vysledkt
dospéli k zavéru, ze 15 % speciacnich udalosti u cévnatych rostlin a 31 % u kaprad’orostii jsou
provéazeny polyploidizaci. Uvedena procenta jsou az ¢tyfnasobkem hodnot, ke kterym dospéli
Otto & Whitton (2000). Jejich odhady se pohybovaly v rozmezi 2 — 4 % pro kvetouci cévnaté
rostliny a okolo 7 % pro kapradiny.

Ramsey & Schemske (1998) ve své studii odhaduji rychlost polyploidni formace za
prispéni neredukovanych gamet. Rychlost formovéani autotetraploidii je odhadovdna na
7,14 x 107 tetraploidd v F1 generaci produkované diploidnimi rodi¢i v ptipadé jejich
samoopyleni a 3,32 x 107 tetraploidii v piipadé zpétného kiizeni vzniklych autotetraploidi
s rodi¢ovskym cytotypem. Pro allotetraploidy je odhad o n&co vyssi, a to 4,09 x 107
tetraploidi v F1 generaci diploidnich hybridii v piipadé jejich samoopyleni a 1,22 x 107
tetraploida v pripadé jejich zpétného kiizeni s rodiCovskym cytotypem.

Obecné se da fici, ze polyploidie je vSeobecné rozSifena mezi vySSimi rostlinami.
Vyjimku tvoii rostliny nahosemenné, kde tento fenomén neni tak casty. U nahosemennych
rostlin byla polyploidie zaznamenana na tfech urovnich, podobné jako je to mu i ostatnich
skupin vysSich rostlin. Rlizné cytotypy byly nalezeny jednak mezi semenacky diploidnich
druhii a jednak i mezi dospélymi jedinci (Khoshoo 1959). Asi nejvétsi zastoupeni maji
polyploidi v rod¢ Ephedra, kde ma urcity stupen polyploidie pfiblizn¢ 50 % druhii. Rizné
cytotypy byly zaznamenany i v piipad¢ celedi Cupressaceae. Za piirodni polyploidy jsou
povazovani naptiklad Sequoia sempervirens (2n = 6x = 66) nebo Juniperus chinensis

‘Pfitzeriana” (2n = 4x = 44). Za nizkou frekvenci polyploidi u nahosemennych rostlin
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pravdépodobné stoji vyvojové vady u nové vzniklych cytotypt. Tento predpoklad je zalozen
na pozorovani experimentalné ziskanych polyploidii, u kterych dochazelo k abnormélnimu
rustu (Ahuja 2005). Polyploidie je znama 1 u hub, fas a mechorostli a v soucasnosti je
predmétem intenzivnich studii (Briggs & Walters 2001; Kapraun 2005; Leitch et al. 2005)
stejné tak jako u zivoc€ichii. Zde byla potvrzena u pfiblizné 200 druhtt hmyzu a obratlovcil
a dalsi ptipady jsou popsovany i u bezobratlych. Naptiklad u korysi se haplofazické pocty
chromosomil pohybuji v rozsahu n = 27 — 188 chromosomii (Otto & Whitton 2000).

2.1.4  Vlastnosti polyploida

Jak jiz bylo uvedeno vySe, maji polyploidi nékteré vlastnosti, kterymi se vyrazné odliSuji od
jejich rodicovskych druhti. ZvySeni mnozstvi jaderné DNA sebou zékonité nese i zmény
v celkové morfologii zasazenych jedinct. Z historického hlediska byly tyto odchylky prvnimi
kritérii, podle kterych se rozliSovaly polyploidni cytotypy. Stebbins (1940) uvadél, ze buiky
polyploidnich rostlin maji celkové vétsi velikost nez bunky stejného typu u jejich diploidnich
piibuznych. Tato skute¢nost jde samoziejmé ruku v ruce se vzrustem velikosti rostlinnych
organti 1 celého jedince. Segraves & Thomson (1999) pracovali se dvéma cytotypy druhu
Heuchera grossulariifolia (2n = 2x; 4x). Autotetraploidi se jevily jiz na prvni pohled jako
celkové vetsi a mohutnéjsi rostliny. Produkovaly vSak mnohem méné kvéta, které ale mély
v porovnani s diploidnim cytotypem vétsi velikost.

Do souvislosti se zmnozZenim poctu chromosomt je ¢asto davano i zpomaleni rlstu
a ontogenetického vyvoje, které mize mit za nasledek zménu v dobé nastupu a délce trvani
fenologickych fazi nebo dokonce zménu zivotni formy. Ramsey & Schemske (2002) davaji
tento jev do souvislosti se vzestupem poc¢tu homolognich chrosmosomii. AvSak Francis et al.
(2008) usuzuji, ze zpomaleni riistu polyploida souvici spiSe se vzriistem mnozstvi 1C DNA
v jadfe. Na této Urovni se jim podafilo prokazat pozitivni korelaci mezi stoupajicim obsahem
1C DNA a prodluzujici se dobou bunééného cyklu. Naproti tomu Knight et al. (2005) uvadi,
ze vztah mezi velikosti genomu a rychlosti ristu souvisi spiSe s ekologii a zivotni strategii
daného druhu. Nizky jaderny obsah DNA nevylucuje jeho mozny polyploidni charakter.
Rostliny s mensi velikosti genomu ptedstavuji nejcastéji invazivni druhy, které se rychle
a intenzivng §ifi (KubeSova et al. 2010). VétSina druhii s rozsahlym genomem jej ziskala
v disledku intenzivniho ptlisobeni transpozonu, které zvySuji mnozstvi nekddujici DNA

(Knight et al. 2005).
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V souvislosti se zvétSenim velikosti bun¢k a s pomalej$im riistem polyploida je casto
sledovana velikost a produkce semen a jejich kli¢ivost. Obecné se da fici, ze vlivem
polyploidizace dochazi ke vzristu velikosti semen a k poklesu jejich kli¢ivosti (Levin 2002).
Knight et al. (2005) popisuje, Ze rostliny s malym genomem tvoii velké mnozstvi malych
semen a to 1 presto, ze mohou tvofit i semena velkd. Jde pravdépodobné o evolucné
vyhodnéjsi strategii, nebot’ jim umoziuje intenzivné se Sifit do svého okoli a zaroven snizuje
rychlost extinkce druhu. Naproti tomu rostliny s velkym genomem a tomu odpovidajicimi
veétsimi semeny produkuji vyrazné méné generativniho potomstva. Avsak tato nevyhoda je
casto kompenzovana jejich schopnosti dobife piezivat i pfi silném pisobeni stresovych
faktor. Podobné vztah mezi genomovou velikosti a velikosti semen studovala i Beaulieu et
al. (2006). Autofi prokazali vyznamnou pozitivni korelaci mezi velikosti genomu
a prumérnou hmotnosti semene u krytosemennych i nahosemennych rostlin.

Z fyziologického hlediska polyploidni stav nejvice ovliviiuje produkci rostlinnych
hormonti, vodni potencial, fotosyntetickou aktivitu a produkci sekundarnich metabolitti. To
vSechno souvisi se vzristem poctu kopii jednotlivych genii a novymi genovymi kombinacemi
(Levin 2002).

Polyploidni stav nemusi nutné¢ znamenat vzestup transkripéni aktivity ani zvySeni
koncentrace rostlinnych metabolitd. Vice méné se zda, ze celkovy vliv zmnoZeni poctu
chromosomil na dany cytotyp je zavisly na genetické konstituci daného organismu a miize se
ménit mezi jednotlivymi taxony (Levin 2002). Autotetraploidi druhu Lycopersicon
esculentum produkuji az o 15 % méné RNA a maji az o 25 % niz$i aktivitu RNAsy nez
diploidni cytotyp (Tal 1977). Naproti tomu u experimentdlné navozené polyploidni série Zea
mays bylo zjisténo, ze absolutni hladina genetické exprese na builku vzristd spole¢né se
stoupajici ploidni hladinou (Guo et al. 1996).

Obecné se uvadi, ze polyploidi obvykle Iépe sndseji vodni stres, coz jim piindsi
znacnou konkurenéni vyhodu. Maji sice celkové vétsi bunky praduchtl, ale jejich pocet na
jednotku plochy je mens$i nez u diploidl, coz méa negativni dopad na rychlost transpirace.
Siln¢j$i epidermis na obou stranach listi rovnéz ptispiva ke snizeni transpirace. Uvedeny jev
uzce souvisi sintenzitou vymény CO, a fotosyntetickou aktivitou. Z nékterych studii
zabyvajicich se touto problematikou vyplyva, Ze v ramci tetraploidniho cytotypu je celkova
rychlost fotosyntetick¢ asimilace mensi v porovnéani s diploidnim cytotypem (Levin 2002).

Avsak Knight et al. (2005) davaji zménu v intenzité fotosyntézy spiSe do souvislosti
s obsahem jaderné¢ DNA nez pfimo se zménou ploidni Grovné. Jejich piedpoklad vychazi

z vysledku analyz, kterym podrobili udaje o rychlosti fotosyntézy a velikosti genomu u 24
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druhti rostlin. Z vysledkli vyplyva, Ze rostliny s menSim genomem vykazuji vétsi miru
fotosyntetické aktivity a to v souvislosti i s malou hmotnosti jejich semen. Rostliny s lehkymi
semeny maji malé mnozstvi zdsobnich latek, a proto musi byt tento nedostatek co nejdiive
nahrazen produkeci vlastnich asimilati po vykliceni. Beaulieu et al. (2008) testoval vztah mezi
velikosti genomu a velikosti stomatalnich a epidermalnich bun€k ve spojitosti s listovou
plochou u tii ristovych forem vyssich rostlin. Podafilo se jim odhalit vyznamnou pozitivni
korelaci mezi 2C obsahem DNA a velikosti svéracich bun¢k a jiz méné€ vyznamnou negativni
korelaci mezi 2C obsahem DNA a hustotou stomat na danou plochu listi. Rozdily mezi
jednotlivymi riistovymi formami nebyly signifikantni. Uk4zalo se vSak, Ze kefe a stromy maji
obecn¢ mensi buriky i obsah 2C DNA, ale vétsi hustotu stomat na plochu listl nez byliny.
Tyto vysledky tak potvrzuji, Ze zmény ve velikosti genomu spojené se zmenou hustoty
a délky stomat mohou vyznamné ovliniovat fyziologii a ekologii druhii.

Zmeény v produkci sekundarnich metaboliti mohou vyznamné ovlivnit interakci mezi
rostlinou a jeho patogenem ¢i herbivorem. ZmnoZeni poctu chromosomil nemusi nutné
znamenat vzestup hladiny riznych metabolickych latek. Vice méné je tento efekt zavisly na
genetickém zakladu daného druhu (Levin 2002). Napiiklad u Solidago gigantea, ktery je
v pfirodnich populacich zastoupen tfemi ploidnimi hladinami, byla sledovana zména
v koncentraci tiech typi terpenoidll. Zatimco tetraploidi se v obsahu sledovanych latek lisili
od svych diploidnich rodici pouze ve vyss$i koncentraci sesquiterpend, byla situace u
hexaploidii odlisSnd od obou zminénych cytotypti. Ti méli vyrazné vyssi koncentraci
monoterpenti a naopak mensi koncentraci di- a sesquiterpenti. Uvedené rozdily v kombinaci
s dalsimi vlastnosti mohou vyznamné pfispivat k evolu¢nimu uspéchu nékterych
polyplyploidii. V tomto ptipad¢ tetraploidii, nebot” pravé tento cytotyp je nejvice rozsifen
v Evropé€ i Severni Americe (Hull-Sanders et al. 2009).

Je zndmo, ze zmnozeni poctu chromosomu u polyploidi je provdzeno cetnymi
poruchami v pribéhu meiosi a casteCnou nebo uUplnou sterilitou, coz je jednim
z podstatnych divodi, pro¢ u nich dochazi tak ¢asto k posunu od sexudlniho rozmnozovani
k apomixii. V SirSim slova smyslu si pod pojmem apomixie lze predstavit tzv. vegetativni
apomixii a agamospermii. V prvnim pfipad¢ jde vlastné o rozmnozovani za pomoci rtiznych
specializovanych propaguli nebo vegetativnich vyhond. Novi jedinci vznikli touto cestou
budou mit stejny genotyp jako rodiCovskd rostlina. V takovém piipadé maji na variabilité
danych populaci podil zejména somatické mutace. Jako agamospermii oznacujeme situaci,
kdy rostlina vytvaii normdlni semena, ale ta nevznikaji jako produkty standardniho

sexualniho rozmnozovani, tj. splynutim samcich a samic¢ich gamet. Samotna agamospermie se
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déle rozliSuje na velké mnozstvi typli. Apomixie piinadsi polyploidiim hned nékolik vyhod.
V prvé fad€ jim umoznuje tzv. unik pied sterilitou. Za druhé ji Ize chépat jako velmi dobrou
adaptaci na nové nepfili§ pfiznivé stanovisté. A v neposledni fad¢ je to vhodny zplisob pro
rychlé osidleni nové lokality a zajisténi produkce nové generace. Je nutné si uvédomit, ze pro
vétsinu polyploidi je typickym zplisobem rozmnozovani fakultativni agamospermie, a proto
se vdalSich generacich miize na slozeni populace podilet i sexudlni potomstvo (Briggs
& Walters 2001). Existuje velké mnozstvi polyploidd, pro které je apomixie s. l. zcela
prevazujici typ rozmnozovani. Napiiklad u rodu Ficaria jsou tetraploidni rostliny
(F. bulbifera) témer sterilni. Zato vSak tvofi dostatené mnozstvi vegetativni propaguli
(tzv. pacibulky). Naproti tomu diploidni F. calthifolia se rozmnoZuje pievazné generativné
(Pogan & Wcisto 1981) .

Polyploidizace mtze u nekterych druhti prolomit efekt autoinkompatibility a novi
jedinci pak mohou vznikat cestou samoopyleni. To jim umoziiuje se rozmnozovat i pfi
nedostatku kompatibilniho pylu od ostatnich rostlin v populaci (Levin 2002). Avsak
podrobné;jsi studie neposkytla diikaz o pfimém vztahu mezi polyploidii a autokompatibilitou
(Mable 2004). Muze se zdat, ze polyploidi nejsou ohrozeni inbredni depresi a vznikem
homozygotl tak, jako jejich diploidni rodice. U tetraploidi se dokonce uvadi, Ze asi pouze
5,6 % potomkl F1 generace je homozygotnich (Briggs & Walters 2001). Nicméné jim tato
zdanliva a tradovand vyhoda muze piinést i znacné obtize, a to v piipadé vyskytu mutaci.
Jestlize genom diploidnich rodi¢ti obsahuje urcity pocet mutaci, pak jejich polyploidni
potomek jich bude mit pfinejmensim dvojnasobek. Takto mohou byt poSkozeny Zivotné
dilezité geny, které pak negativné piisobi na piezivani zasazenych polyploidi (Otto 2007).

Diky nové genetické konstituci polyploidd se méni i1 hladina jejich ekologické
tolerance, coz souvisi 1 s geografickym rozsifenim (Levin 2002). Polyploidi jsou casto
adaptovani na extrémnéj$i teplotni ¢i vlhkostni rezim nez jejich diploidni protéjsek.
V soucasné dobé pievazuje nazor, Ze rozsifeni a zastoupeni polyploidl v rostlinné fisi je
ptevazné vysledkem pisobeni dramatickych klimatickych zmén v pribéhu ¢tvrtohor a zvlasté
pak posledni glacialni periody (Brochman et al. 2004). Velka klimaticka variabilita spojena
1 s pokracujicim formovanim velkych pohoii vedla v téchto obdobich k rozsdhlym zménam
v geografické distribuci druhti a k vyvoji novych taxonti. V dobach meziledovych se druhy
mohly §ifit do vySSich nadmoiskych vysek a také dale na sever, kde dochazelo k jejich
adaptaci na tamni zivotni podminky. Tim vznikaly izolované populace s novymi
kombinacemi vlastnosti. Po nastupu doby ledové se vysokohorské i severské druhy stéhovaly

zpét do nizSich nadmoiskych vysek a déle k jihu. Tak mohly vznikat sekundarni i primarni
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kontaktni zoény umoznujici Cetné hybridizace a nasledné i1 vznik polyploidnich linii.
Po skonceni posledni doby ledové postupovaly druhy opét na sever. VySe popsanymi jevy je
vysvétlovano tak vysoké zastoupeni polyploidii na severni polokouli. Navic jejich procento
stoupa s rostouci zemépisnou Sitkou. Dikazem je velké procento polyploida vyskytujicich se

v arktické flofe (Dynesius & Jansson 2000; Brochmann et al. 2004).

2.2 Pratokova cytometrie

Pritokova cytometrie se jevi jako vhodna metoda pro analyzu rostlinného genomu, zvlasté
pak v pfipad¢ polyploidi. Diky této jednoduché a rychlé metodé¢ je mozné snadno
identifikovat naptiklad diploidné-polyploidni populace, prostorovou distribuci jednotlivych
cytotypt, jejich absolutni obsah jaderné DNA a reprodukéni méd (Dolezel et al. 2007).
Nicméné problémy mohou nastat pfi hodnoceni jednotlivych plodnich Grovni, nebot’ ziskana
data nemuseji byt korelovana s o¢ekavanymi chromosomovymi pocty. Proto je v nékterych
piipadech dulezit¢ doplnit cytometrickou analyzu o vysledky z klasickych karyologickych
technik. I pfes tuto nevyhodu je prutokova cytometrie v soucasnosti jednou z nejbéznéjsich

metod vyuzivanych pii studiu polyploida (Suda et al. 2006).

2.2.1 Vyvoj pritokové cytometrie

Pritokova cytometrie je prilomovou metodou v oblasti analyzy jaderného genomu. Prvni
cytometr byl sestaven v USA v pribéhu druhé svétové valky za ucelem detekce bakterii
v aerosolech pouzivanych pii biologickych utocich. Byl vyvinut v laboratoti Jr. Guckera ve
ctyticatych letech 20. stoleti. UnaSecim médiem byl tehdy proud vzduchu, ktery vzorek unasel
do cerného pole mikroskopu. Buiiky nebyly specificky barveny, pouze prochazely skrz
systém rozptylené¢ho svétla a ¢ocek. Takto mohly byt detekovany castice o velikosti 0,5 pm.
Postupné jak dochazelo k vyvoji jednotlivych ¢asti piistroje, rozSifovalo se i spektrum jeho
vyuziti. Prilomovy byl vyvoj hydrodynamické fokusace a tudiz i zavedeni tekutiny jako
unaseciho média vzorku. Tuto techniku zavedl Crosland-Taylor v roce 1953. Postupné byla
pritokova cytometrie zavedena do humanni mediciny, kde se vyuzivala k pocitani krevnich
¢astic. Dal§im pralomovym krokem bylo vyuziti fluorescencniho barveni, ke kterému se
pristoupilo v prvni polovin¢ Sedesatych let. Timto zptisobem mohly byt odliSeny bezjaderné
bunky od ostatnich krevnich ¢astic. Jako barvivo se vyuzivala akridinova oranz. V uvedeném

obdobi byla hned dvéma laboratofemi vyvinuta a zavedena metoda umoziujici tfidéni bunék
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(Fulwyler — Los Alamos, NM, USA; Kamensky — IBM). S vyvojem priitokové cytometrie se
zlepSovala kvalita analyzy, dostupnost a vyuzitelnost pro jiné oblasti nez medicin€ a armade¢.
V soucasné dobé si tato metoda naSla uplatnéni v rozmanitych oborech pocinaje uz
zminovanou medicinou nebo imunologii aZz po botaniku ¢i zoologii. Pomoci pritokové
cytometrie je mozné nejen tiidit buiiky, ale i napftiklad jednotlivé chromosomy, stanovovat

obsah DNA ¢i RNA v jedné butice nebo sledovat pribéh bunééného cyklu (Shapiro 2007).

2.2.2  Princip prutokové cytometrie

Pratokova cytometrie je metoda umoznujici mefit optické vlastnosti (fluorescenci, rozptyl
svétla) izolovanych castic jako jsou buiky, jadra bunék nebo chromosomy. Zékladem
prutokového cytometru je pét operacnich jednotek. Jednd se o svételny zdroj (laser,
obloukové lampa), pritokovou komurku a fluidicky systém, opticky systém (Cocky, zrcadla,
filtry), zafizeni pro zpracovani signélu (fotodetektory, konvertory) a pocitac pro zpracovani
dat (Suda 2004).

Suspenze castic, které jsou fluorescencné znaleny, je piivadéna do pratokové
komiurky vyplnéné unaseci tekutinou. Tou byvéa v tom nejjednodus$im piipad¢ deionizovana
voda. Zde se uplatiiuje hydrodynamické fokusace. UnaSeci tekutina je do komtrky hnana pod
vetsim tlakem nez suspenze. Nasledkem zrychleni v oblasti vytokového otvoru komtrky se
mohou ¢astice pohybovat pouze v centralni oblasti vodniho paprsku, ¢imz je zajisténo, aby
ohniskem excitatniho svétla prochdzely v tom idedlnim ptipadé po jedné. Vlnovéa délka
svételného zdroje je zvolena tak, aby odpovidala excitacni hladiné pouzitého fluorescencniho
barviva. Pfi priichodu obarvené ¢astice skrz ohnisko excita¢niho paprsku dojde jednak k emisi
fluorescence, ale pak také k rozptylu svétla. Fluorescence emitovana barvivem je snimana
objektivem, za nimz se nachazi soustava optickych filtrii, které brani proniknuti excitacniho
svétla a pfi pouziti vice typl barviv umoziuji analyzovat fluorescenci kazdého barviva
oddélené. Za pomoci fotonasobicl jsou pulzy fluorescence ménény na pulzy elektrického
proudu, které jsou nasledné zesilovany linearnimi nebo logaritmickymi zesilovaci. Poté jsou
elektrické signaly pievedeny do pocitate a zpracovany. Vystupem je histogram distribuce
intenzity fluorescence. Samotny prubéh analyzy vzorku pomoci pritokové cytometrie je
velmi rychly a snadny. Pfistroj je schopen zpracovat signal z vice nez tisic ¢astic za sekundu,
takze samotné méfeni trvd v fddech minut. I samotna piiprava vzorku pro analyzu neni
nikterak obtizna a navic pro jeho pfipravu je zapotiebi velmi malé mnoZzstvi studované¢ho

materidlu, cca 20 mg (Dolezel et al. 1997).
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Nejcastéji pouzivand fluorescencni barviva jsou propidiumjodid, ethidiumbromid,
DAPI, Hoechst, mitramycin, chromomicin a olivomycin. Jedna se o tfi skupiny barviv, ktera
se od sebe lisi zpisobem vazby na DNA, ¢ehoz byva vyuzivano k odliSeni riznych typt

chromosomi a jejich oblasti (Dolezel et al. 1997; Suda 2004).

2.2.3 Stanoveni DNA ploidni tirovné

Protoze obsah jaderné DNA v G1 fazi bunécného cyklu buiiky je odrazem jeji ploidni Grovné,
je mozné meéteni obsahu jaderné DNA vyuzit ke stanoveni ploidie. VSe je zaloZeno na
ptedpokladu, Ze poloha vrcholu na ose X je imérna obsahu DNA v jadie a plocha piku je
umeérnd relativnimu poctu jader daného obsahu DNA. Vztah mezi urovni ploidie a velikosti
jaderného genomu je dan nasledovné: monoploid (1x) odpovida 1C DNA, diploid (2x)
odpovida 2C DNA, triploid (3x) odpovidad 3C DNA a tak déle dle vzrustajici ploidie. Hlavni
vyhody této metody jsou rychlost, pfesnost a snadnost. Navic je to metoda nedestruktivni
s vyuzitim velmi malého mnozstvi rostlinného materialu, ktery je dostacujici k analyze
velkého poctu bunék (Suda 2004).

Kvalitu méfeni pak odrazi tzv. variacni koeficient (CV) vrcholu (piku). Standardné se
pohybuje v rozsahu od 1 % do 10 % procent v zavislosti na vzorkovém materialu, jeho
piipravé a pouzitém fluorochromu. Pokud jeho hodnota ptesahuje hranici deseti procent,
je vysledek analyzy jiz dosti nepiesny, nebot’ ¢im mensi je CV, tim mensi rozdil v obsahu
DNA je mozné zachytit. To znamena, Ze pokud mé variacni koeficient hodnotu 3 %, tak lze
s jistotou detekovat rozdil v obsahu jaderné DNA na trovni 6 %. V piipadé, Ze se dva vzorky
od sebe 1i§i o méné procent, neni jiz mozné je od sebe rozpoznat (Dolezel et al. 1997; Suda

2004).

2.2.4 Analyza reprodukéniho modu (Flow cytometry seed screen - FCSS)

Tuto metodu poprvé predstavil Matzk et al. (2000) jako vhodnou cestu k identifikaci typu
generativniho rozmnozovani u semennych rostlin. Vychazi z principu dvojit¢ho oplodnéni,
které je typické pro vyssi rostliny. Zplisob rozmnozovani tak muze byt identifikovan na
zéaklad¢é porovnadni ploidni urovné dvou zékladnich tkani dormantnich semen. Tak napiiklad
o semenech, ktera maji jaderny obsah DNA embrya 2C a endospermu 3C Ize fici, ze vznikla
jako produkty sexudlniho rozmnozovani. V pfipadé¢ 1C nebo 2C embrya v kombinaci s 3C,

4C nebo 5C endospermem vznikla semena parthenogenetickou cestou.
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Obsah jaderné DNA embrya i endospermu je mozné rozliSit za pomoci pratokového
cytometru. Na zaklad¢ poméru vzdéalenosti mezi obéma vrcholy Ize identifikovat, zda semena
vznikla sexudlni nebo apomiktickou cestou. V ramci apomixie je mozné rozliSit nckteré
z jejich typi, jako je naptiklad pseudogamie, nebo aposporie. Problém nastava ve chvili, kdy
maji dva typy rozmnozovani shodné poméry v obsahu jaderné DNA embrya a endospermu,
napf. autonomni apomixie a sexudlni rozmnozovani u Arnica cordata (Kao 2007). V takovém
piipad¢ je prakticky touto metodou nelze odliSit a je nutné pfistoupit k jinym metodam.
Problém nastava i v pfipad¢, kdyz jsou touto metodou studovany druhy, jejichZz endosperm
ma velmi malé mnozstvi bunék nebo v ptipadé, kdy je endosperm spotfebovan v relativné
kratkém case tak, jako tomu je naptiklad u druht z ¢eledi Asteraceae. Dalsi nevyhodou je, Ze
pii analyze vétsiho mnozstvi semen v jednom vzorku mohou zistat nékteré ze vzacnéjSich

kategorii rozmnozovani neodhaleny (Krahulcova & Suda 2006; Matzk 2007).

2.3 Allium oleraceum L. — objekt studia

2.3.1 Taxonomické zarazeni a rozsifeni

Podle poslednich molekularnich studii je druh Allium oleraceum L., Cesnek plany (sekce
Codonoprasum REINCHENB.), fazen do rodu Allium, podceledi Allioideae, celedi
Amaryllidaceae, fadu Asparagales a ttidy Monocotyledonae (APG II1. 2009). Podle starSich
taxonomickych praci tvofil rod Allium samostatnou celed” Alliaceae (APG 1998). Tomuto
puvodnimu zatazeni dava dosud fada botanikli pfednost.

Allium oleraceum je bézny evropsky druh s eurosubkontinentalnim aredlem sahajicim od
Britskych ostrovii (Stewart et al. 1994) a Skandinavie (Jalas 1965; Malmgren 1982; Lid 1987)
po sttedomoti a Kavkaz (Meusel et al. 1965).

V Ceské republice patii Allium oleraceum k nejéastdji se vyskytujicim druhim z rodu
Allium. Tento taxon roste od nizin do pahorkatin (200 — 600 m n. m.) a velmi vzacné pak i ve
vysSich nadmoiskych vyskach (Bilé Karpaty, 908 m n. m.). Jeho nejcastéjSimi stanovisti jsou
listnaté lesy, kfoviny, skaly, oteviena slunna stanovisté i okraje poli, Casto spolecn¢ s Allium
vineale. S timto druhem je, zv1asté ve sterilnim stavu, velmi snadno zaménitelny (Duchoslav

2001).
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2.3.2 Popis

Allium oleraceum je geofyt s jednoletym zasobnim organem. Tim je cibule, ktera dosahuje 10
az 15 mm v pruméru a je obalena blanitou Supinou. U rostlin vytvarejicich kvétonosnou
lodyhu je na konci rstové sezony stara cibule nahrazovana novou tzv. hlavni vyhonkovou
cibuli. Lodyha je 25 az 100 cm vysoka a vice jak z poloviny obalena pochvami list. Listy
jsou 0,5 — 4 mm Siroké, carkovité az nitkovité na rubu zebernaté v poctu 1 — 4 vyrustajicich
z jedné cibule. Kvétenstvi je az do doby zralosti ukryto ve dvouklaném toulci, jenz je tvoren
dvémi nestejné dlouhymi zaSpicatélymi cipy, které v dobé kvétu zlstavaji zachovany.
V lichookoliku pievazuji pacibulky. Jedna se o vegetativni organy, kterych v jednom
kvétenstvi mize byt az n€kolik set. Strukturou se podobaji na strouzek cesneku kuchynského
(Allium sativum L.). Na tezu je dobfe rozeznatelny duznaty list obalujici jemny puk.
Pacibulky slouZzi jako kompenzacni mechanismus pfi selhani generativniho rozmnoZzovani.
Pocet kvéth v kvétenstvi je rizny. Pohybuje se od nuly az po desitky zelenavych az Spinavé
Cervenofialovych kvéti. TyCinky se zlutavé zbarvenymi prasniky jsou kratS$i nebo stejné
dlouh¢ jako Siroce zvonkovité okvéti. Semenik je obvejCity a trojpouzdry se dvéma
vyvinutymi vajicky v kazdém pouzdie. Plodem je tobolka. Kromé& semen a pacibulek
produkuji rostliny také dcefiné cibule dortstajici do samostatného jedince (Dostal 1989;
Konvicka 1998; Duchoslav 2000, Krahulec & Duchoslav in press).

Allium oleraceum tvoii polyploidni komplex se zédkladnim chromosomovym ¢islem x =
8. V ramci Evropy jsou znamy Ctyfi ploidni urovné, pti€¢emz triploidni cytotyp (2n = 24 = 3x)
se vyskytuje snejmensi frekvenci a je dosud znam pouze z tzemi Mad’arska, Ruska
a Ukrajiny. Tetra- (2n = 32 = 4x), penta- (2n = 40 = 5x) a hexaploidni cytotypy (2n = 48 =
6x), jsou rozsifeny nerovnomérné po celé Evropd. Pro Ceskou republiku jsou udavany tii
ploidni urovné (4x, 5x, 6x) rostouci v cytotypové smiSenych i homogennich populacich.
V ptirozenych populacich zatim nebyly nalezeny Zzadné aneuploidni chromosomové pocty

(Fialova 1996; Krahulcova 2003; Duchoslav et al. 2010).

2.3.3 Puvod druhu

Jedna zprvnich studii, kterou vypracoval Levan (1933), upozoriiuje na néapadnou
morfologickou i1 karyologickou podobnost mezi A. oleraceum a A. carinatum. Na zakladé
prubéhu meiosy, shodného zakladniho chromosomového ¢isla a podobnosti somatickych

chromosomi, fadi Levan oba druhy do jedné polyploidni série, kde (dle tehdejSich znalosti)
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A. oleraceum zastupuje 4x a A. carinatum 2x a 3x ploidni uroven. Nicméné pozdéjsi
hybridiza¢ni experimenty, které Levan provadél v ramci okruhu A. paniculatum, ptinesly
kfizenim dvou diploidnich jedinct z geograficky vzdalenych populaci, oznacovanych jako
ruzné druhy z okruhu A. paniculatum, tetraploidni rostliny morfologicky i karyologicky témét
shodné s A. oleraceum (Levan 1937). Tento vysledek donutil Levana piehodnotit jeho
puvodni domnénku o autopolyploidnim plivodu 4. oleraceum.

Pozd¢jsi  studie  prinesly  vysledky  neumoziujici  jednoznaéné  rozhodnout
o cytogenetickych vztazich mezi uvedenym druhem a ostatnimi taxony sekce Codonoprasum.
Vosa (1976) ve své studii vyuzil metody C-banding k identifikaci miry ptfibuznosti n€kterych
druhti v ramci uvedené sekce. V ptipadé A. oleraceum dosel k zavéru, Ze jde o allopolyploidni
druh s vysokou mirou podobnosti s 4. paniculatum. Fialova (1996) na zakladé charakteru
metafaze 1. pylové meiosy usuzuje na autopolyploidni pivod, zaroven vSak nevylucuje
1 pfitomnost ciziho genomu.

Samotny ptivod druhu je tedy zatim nejasny. V soucasnosti pfevazuje nazor, ze se jedna
pravdépodobné o allopolyploida, patrné polyfyletického a polytopického ptivodu (Duchoslav
et al. 2010).

2.3.4 Souvisejici studie

Jak jiz bylo uvedeno vyse, Allium oleraceum ptedstavuje polyploidni komplex se ¢tyimi
znamymi cytotypy. Ve snaze porozumét mikroevoluénim zménam a jejich vyznamu pro
uvedeny taxon bylo v poslednich dvou desetiletich vypracovano jiz néckolik studii
zabyvajicich se biologii, ekologii a karyologii tohoto polyploidniho komplexu.

Morfologické rozdily mezi cytotypy studovali Fialova (1996) a Ohryzek (2007). Obecné
1ze fici, Ze tetra a pentaploidi vykazuji vzadjemné vySs$i miru podobnosti v nékterych znacich
nez je tomu u hexaploidii. Habitus kvétenstvi tetraploidniho a pentaploidniho cytotypu se
statisticky vyznamné neodliSoval, jak v poctu kvéth na jedno kvétenstvi, tak ani v poctu
pacibulek. Primérny pocet kvéti na kvétenstvi byl u obou cytotypt 11. V ptipadé hexaploida
byla situace ponékud odlisna. Jedinci s timto cytotypem projevovali mensi miru diferenciace
kvétl a pramémé tvofili jeden kvét na kvétenstvi. Tetraploidi i pentaploidi mnohdy tvofi
kvétenstvi obsahujici az desitky plné¢ vyvinutych kvétd. U hexaploidi muize ziidka nastat
obdobna situace, avSak ve vétSing pripadl nesou jen n€kolik malo kvéth (vlastni pozorovani).

Z dalsich znakl byla sledovana naptiklad celkova vyska rostlin, Sitka a délka okvétnich

listki nebo velikost priiduchii (Ohryzek 2007). Analyza velikosti priduchti ukdzala, ze

-28 -



existuje tendence ke zvétSovani jejich primémé velikosti v zavislosti na stoupajici ploidni
urovni. Avsak signifikantné se od ostatnich cytotypt (resp. od 5x a 6x) odliSovali pouze
tetraploidi, jejichz praduchy byly vpriméru nejmenSi. Velmi zajimava je situace
u pentaploida. Prestoze jsou lichymi ploidy, dosahuji nejvétSich rozmért jak v délce a Sitce
okvétnich listkd, tak 1 v celkové vysce rostlin. Prekvapivé maji i velmi vysokou kli¢ivost
semen. Nejmensiho vzriistu pak dosahuji hexaploidi (Ohryzek 2007).

Fialova (2005) se ve své praci zabyva reprodukcni biologii a mirou uspéSnosti v piezivani
vegetativniho a generativniho potomstva. Podafilo se prokédzat, ze jedinci vypéstovani
z pacibulek pfezivaji mnohem Iépe nezli semenacky. Zaroven byl patrny trend, kdy se se
zvySujici se ploidii matefskych rostlin snizovala schopnost pfezivani rostlin vypéstovanych ze
semen. U pacibulek tomu bylo pravé naopak. Celkové se rozmnozovani pomoci vegetativnich
propaguli jevilo jako efektivnéjsi strategie. Svédci o tom 1 fakt, ze rostliny ziskané z pacibulek
rostou rychleji a jsou schopny produkovat vlastni potomstvo jiz v prvnim roce jejich zivota.
Fialova (2005) to vysvétluje tim, Ze jedinci vypéestovani z pacibulek maji vEétsi mnozstvi
zasobnich latek v cibulce. To jim déava strategickou vyhodu oproti semenackim, nebot’ ty
museji na zacatku svého rtstu spoléhat pouze na fotosyntézu. Jedinci pochéazejici z pacibulek
tak mnohem dfive dosdhnou tzv. kritické velikosti biomasy (Dafni et al. 1981), diky ¢emuz
muze byt odstartovana tvorba kvétenstvi i dcetfinych cibuli.

Jirova (2007) sledovala kvétni fenologii jednotlivych cytotypt Allium oleraceum. Podle
prezentovanych vysledkii dosahli svého fenologického optima nejdiive tetraploidi
nasledovani pentaploidy a nakonec hexaploidy. Pfestoze u hexaploidii zacinala faze kveteni
nejpozdéji ze vSech cytotypd, kvetli nejkratSi dobu. I pies rozdily v délce a dobé kveteni
dochazi k vyraznému piekryvu této faze u vSech cytotypl, coz skyta potencidl pro mozné
mezicytotypové kiizeni. Pro stanoveni fertility pylovych zrn sledovala Jirova kli¢ivost pylu.
Ta se pohybovala okolo 22 % u tetraploidi, 23 % u pentaploidi a 31 % u hexaploidi. Fialova
(1996) sledovala fertilitu pylovych zrn za pomoci acetokarminovych testt. Jeji vysledky se
vyznamné odliSovaly od vySe uvedenych hodnot a to zvlasté v piipade tetraploidniho
cytotypu, kde byla priimérna barvitelnost pylovych zrn okolo 67 %. Pro pentaploidy byla tato
hodnota spocitdina na 30 %, hexaploidy autorka nestudovala. Fialova rovnéz studovala
charakter a pribéh mikrosporogeneze u tetraploidniho a pentaploidniho cytotypu. I pies
vyraznou nepichlednost a nepravidelnost metafaze 1. zjistila, ze pylové mateiské bunky
tetraploidi obsahovaly riizné kombinace univalentii, bivalenti a multivalenti. Podobna
situace nastala i v pfipadé¢ druhého studovaného cytotypu (5x), kde kromé uvedenych

konfiguraci zaznamenala i chromosomalni mosty a opozdéné chromozomy v pribéhu anafaze
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I. Na zéklad¢ téchto zjiSténi uvazovala o mozné existenci aneuploidnich chromosomovych
pocti. Tuto domnénku se ji podafilo potvrdit nalezem dvou aneuploidnich jedinci mezi
Ctyfmi semenacky, které byly vypéstovany ze semen pentaploidnich rostlin.

Distribuce a ekologicka diferenciace jednotlivych cytotypti na uzemi Ceské republiky
byla studovana v pracich Duchoslav et al. (2010) a Safafova & Duchoslav (2010). V ramci
studovanych populaci piedstavuji pentaploidi pifevladajici polyploidni typ vyskytujici se
v populacich jak samostatné, tak 1 v kombinaci se v§emi ostatnimi cytotypy. Bylo zjiSténo, ze
az 77 % z celkového poctu studovanych populaci (325 populaci) je tvofeno pouze jednim
cytotypem. Ve zbylych piipadech se jednalo o populace tvofené z kombinaci dvou (22 %)
a velmi vzacné vSech tfi (1%) ploidnich urovni. Je zajimavé, ze nckteré typy smiSenych
populaci (4x + 5x a 5x + 6x) jsou velmi neobvyklé a pokud uvazujeme in situ vznik novych
cytotypl v tzv. primarnich zonéach (sensu Petit et al. 1999), tak i obtizné vysvétlitelné. Tyto
smiSené¢ populace se vyskytuji sympatricky s uniformnimi populacemi participujicich
cytotypl, a navic se tyto smiSené populace vyskytuji pfevazné na lokalitach s heterogennim
prostiedim. Tento fakt umoznuje uvazovat spise o0 mozné existenci sekundarnich kontaktnich
zon. Zaroven zde autofi vyslovili 1 domnénku o existenci primarnich kontaktnich zoén
v mistech sympatrického vyskytu smiSenych 4x + 6x a uniformnich 4x populaci. Tuto tivahu
podporuje fakt, Ze hexaploidi jsou pravdépodobné velmi mlady cytotyp (je znam z Ceské
republiky, Rakouska a Spanélska), ktery vznikl snejvétsi pravdépodobnosti splynutim
redukovanych a neredukovanych gamet v tetraploidnich populacich. Safafova & Duchoslav
(2010) nicméné pripoustéji, ze pozorovana cytotypova struktura populaci 4. oleraceum miize
odrazet i mén¢ pravdépodobné procesy, mj. generovani cytotypové variability pentaploidnimi
rostlinami.

S ohledem na vy$e popsané vysledky (Fialova 1996; Safifova 2004; Fialova 2005;
Ohryzek 2007; Jirova 2007; Duchoslav et al. 2010; Safafova & Duchoslav 2010) vyvstalo
hned nékolik otazek. Jaky vyznam md generativni potomstvo pro cytotypovou kompozici
populaci a miZze dochazet k opakované formaci jednotlivych cytotypi? Jak funguje
koexistence cytotypt ve smisSenych populacich? Jak siln¢ piisobi selekce proti atypickym
chromosomovym poctim? Mozné odpovédi méla naznacit ma bakaléatské prace, zabyvajici se
prvnimi vysledky studia karyologické variability generativniho potomstva Allium oleraceum
(Jandové 2008). Na vzorku celkem 163 semenackii, napéstovanych ze semen pochazejicich
z cytotypoveé smisenych i homogennich populaci, se podafila prokazat existence variability
v jejich ploidni urovni. Zejména v piipadé potomki pochazejicich od pentaploidnich

matefskych rostlin byly zjistény semenacky tii ploidii (4x; 5x; 6x). Dale pak z pribéhu kli¢eni
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vyplynulo, Ze pfestoze maji pentaploidi vice abortovanych semen nez ostatni cytotypy, je
procento vyklicenych semen a piezivajicich semendckti dokonce o néco vys§i nez
u tetraploidi. Tyto vysledky jsou ptekvapujici, nebot’ pentaploidni rostliny jakozto lichy
cytotyp by mély mit zna¢né problémy s pribéhem meiotického dé€leni, coz by se mélo projevit
na snizeni jejich fertility. Velmi zajimavé pisobi i fakt, Ze ackoliv je generativni potomstvo
pentaploidii cytotypoveé variabilni, neodrdzi se tato variabilita v kompozici pfirodnich
populaci. Kao (2007) se zabyvala podobnou situaci u polyploidniho druhu Arnica cordifolia.
Porovnavala kvétni fenologii, reprodukéni mod a produkci semen u dvou ploidnich urovni
(3x a 4x). Podobné jako v ptipad¢ 4x a 5x ploidnich urovni 4. oleraceum produkoval lichy
1 sudy cytotyp srovnatelné mnozstvi kvéti i semen, jejichz pocet koreloval s poctem
jednotlivych kvéti. Priitokova cytometrie odhalila pfitomnost 5x a 6x cytotypli mezi semeny,
avSak ne mezi semendCky. Zaroven se za pomoci uvedené metody podaiilo identifikovat
zpusob rozmnozovani, kterym je pfevazné fakultativni pseudogamni apomixie. Vyskyt 5x a
6x cytotypti mezi semeny Kao (2007) pfipisovala na vrub zbytkové sexuality. ZjiSténa
asexualni reprodukce je pravdépodobné hlavnim ¢initelem umoznujicim koexistenci cytotypt
ve smiSenych populacich Arnica cordifolia.

Bakalarska prace tedy jeSté vice poukazala na potiebu dalsitho podrobnéjsiho studia,
zvlaste pak co se tykd zpisobu generativniho rozmnozovani a pusobeni selekénich

mechanizmii v ¢asnych vyvojovych stadiich generativnich potomk.

3. CILE STUDIA

Jak jiz bylo zminéno v uvodu, prvni vysledky poukazuji na existenci cytotypové

variability v rdmci generativniho potomstva. Proto jsem se zaméfila na:

1. Studium cytotypové kompozice generativniho potomstva sohledem na ploidni
charakter rodi¢ovskych rostlin v populacich (tj. populace cytotypové homogenni a
smiSené¢). Zastoupeni jednotlivych cytotypi bylo sledovano na ctyfech
ontogenetickych urovnich, tj. matefskd rostlina, semeno, semenacek a dospéla
rostlina.

2. Diky zdméru popsaném v pfedchozim bod¢é byla ziskdna informace o intenzité
selekce pusobici v Casnych vyvojovych stadiich generativniho potomstva, tj. na

urovni semen, kli¢eni, pfezivani semenacki a pozd¢ji i u dospélych rostlin.
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3. Zastoupeni jednotlivych ploidnich urovni mezi semenacky a uvnitf rodicovskych
populaci je mozné vyuzit ke zhodnoceni vyznamu generativniho rozmnozovani pro
cytotypovou variabilitu studovanych populaci.

4. Zjisténa variabilita poukazuje na moznost existence aneuploidnich cytotypt. Proto je
nutné tuto moznost provéfit za pomoci klasickych karyologickych technik (mitosa
kotenovych spicek).

5. V zavislosti na schopnosti vSech ploidnich urovni produkovat nemalé procento
zivotaschopného generativniho potomstva (zvlasté pak v piripadé pentaploidd) je

nutné proverit moznost existence agamospermie u studovaného druhu.

4. METODIKA

4.1  Rostlinny material

Na uzemi Ceské republiky bylo vybrano celkem 27 populaci A. oleraceum, cytotypové
smiSenych ¢1 homogennich (= uniformnich). Samotny vybér populaci probéhl na zakladé dat
z predchozi studie (Safafova 2004) a vlastnich novych nalez. Populace byly zvoleny tak, aby

byly zastoupeny vSechny mozné kombinace cytotypi (tab. 1; obr. 1).

4.1.1 Cytotypov¢ slozeni populaci

Za celem ovéteni cytotypové kompozice byl proveden podrobny skrinink populaci. Ten byl
uskutecnén na jare 2010 u 13 z celkem 27 populaci. Ve zbylych piipadech byl skrinink bud’
jiz proveden v predchozich studiich (Safafova 2004; Duchoslav et al. 2010; Safafova
& Duchoslav 2010), nebo bude jesté doplnén v nasledujicim roce (tab. 1 a obr. 1).

Na lokalité probéhl plosny odbér listh jedincti A. oleraceum. Aby nedoslo ke zkresleni
vysledkd vlivem lokalni cytotypové homogenity v dusledku vegetativniho rozmnozovani (viz
Duchoslav et al. 2010), nebyli odebirani jedinci v tésné blizkosti. Kazdy odebrany jedinec
predstavoval jeden vzorek a pocet odebranych rostlin odrazel velikost jednotlivych populaci.
U odebranych vzorkii probéhlo stanoveni jejich ploidni trovné za pomoci priitokového
cytometru (kap. 4.5). Pocet zmétenych rostlin na populaci se pohyboval v rozsahu 12 — 100

rostlin.
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Tab. 1. Seznam lokalit, ze kterych byl odebiran rostlinny material (* ...Safafova 2004, jinak vlastni odhad).
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1 4x 100-300 Moravi¢any PR Doubrava, subxerotermni doubrava nad hajovnou, u feky les 299 49°45°25" 16°58°42" 2007; 2009
Moravy

2 4x 300-500 Brezina PR Spranék - skaly skala 470 49°40°0” 16°54°40"" 2009

3 4x 10-50* Siroka Niva stran pod silnici - sv. Arrhenatherion louka 450 50°3'6"" 17°28°43"" 2006

4 4x > 500 Blatni¢ka stepni porost, sv. Bromion step 253 48°56°40"" 17°30°48"" 2008

5 5x > 500* PFibylov opukova sut a stepni porost, sv. Bromion step 356 49°51°35"" 15°58°54"" 2006; 2007; 2009

6 5x > 500* Dzbanov ruderalni porost, Zelezni¢ni nasep Zel. nasep 293 49°55°34"" 16°10°22"" 2009

7 5x 10-50* Stfemosice opusténa pastvina, stepni stran sv. Bromion step 380 49°53'17"" 16°4°47"" 2008

8 5x 100-300 Stépanov stepni porost, sv. Bromion, J az JZ svah step 395 49°51°20"" 16°0°39”" 2008

9 5x 100-300 Backovice stepni strafka, fragmenty stepnich porostd s Festuca step 435 48°58°14"" 15°354" 2009
vallesiaca a Salvia nemorsa, zarlista trnkami

10 5x 300-500*  Smrk kamenita strarka a Fidky akatovy les, SZ od obce akatina - mez 469 49°13°55"" 15°59°49" 2006; 2009

1" 6x > 500 Nova Hrade¢nd mez u nadrazi, ruderalni porost mez 280 49°50°9” 17°4°12” 2008

12 6x 300-500 Rovensko mez u pole mez 305 49°54°34"" 16°52°36"" 2008; 2009

13 4x; 5x > 500 Ludmirov vapencoveé stranky s Festuca rupicola, paseno step 500 49°37°54" 16°52°21"" 2006; 2008
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14 4x; 5x 100-300* Venusina sopka luéni porost pod lesem louka 645 49°57°2" 17°28°43"" 2007
15 4x; 5x 300-500* Suchov Jazevéi PR Jazevéi - okraje stepnich porostt, sv. Bromion step - kfovina 350 48°52°19"" 17°33°28"" 2008
16 4x; 5x > 500" Opatovice ruderalizovany Svestkovy sad, porosty svazu Arrhenatherion louka 350 49°29'5” 17°44°5"" 2007
17 4x; 6x > 500 Slatinice ovsikova louka louka 270 49°33°38” 17°519” 2006; 2007; 2008;
2009
18 4x; 6x 300-500 Syrovin louka sv. Arrhenatherion zar(stajici trnkovimi kfovinami louka 292 49°1°46" 17°16°6"" 2006
prechazejicimi v akatinu
19 5x; 6x 300-500* BoSovice stepni porosty a akatina, sv. Bromion louka 600 49°2°45” 16°50725"" 2006; 2008
20 5x; 6x > 500" Kvétna suché stranky zarGstajici kfovinami, pfecho sv. Bromion - step 551 49°44°32" 16°20°25"" 2006
Arrhenatherion
21 5x; 6x > 500 Biskupice trnkami zar(stajici Svestkovy sad, sv. Bromion step 241 49°5°31" 17°42°'5"" 2008
22 5x; 6x 300-500 Hradek kfoviny a louka, okraj pastviny pastvina 410 49°57°55” 16°19°56"" 2009
23 5x; 6X 100-300 Rettivka mez na kraji obce, ruderalni porost, J az JZ svah mez 383 49°57°30" 16°20°39" 2009
24 5x; 6x 300-500* Lisky NPR Oulehla - step s Brachypodium pinnatum, kfoviny as. step - kfovina 289 49°10'29” 17°12°43"" 2006; 2007; 2008
Ligustro-Prunetum
25 4x; 5x; 300-500*  Bila Lhota PR Ttesin, stepni porosty a kfoviny step 300 49°42°19” 16°59°26"" 2006; 2008; 2009
6x
26 4x; 5x; 300-500* Loucka trnkové kfoviny, remiz mezi poli, byvala Svestkova alej, kfovina 299 49°33°36"" 17°36°2" 2007
6x ovsikova alej
27 4x; 5x; 300-500*  Voletice kfoviny a mlady dubohabrovy les, porosty sv. Bromion kfovina 340 49°54°27"" 16°2'9"” 2007
6x
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Obr. 1. Mapa lokalit, ze kterych byl odebiran rostlinny material (4x: ¢islo lokality 1 — 4; 5x: Cislo lokality
5 —10; 6x: ¢islo lokality 11 — 12; 4x 5x: ¢islo lokality 13 — 16; 4x 6x: ¢islo lokality 17 — 18; 5x 6x: ¢islo lokality
19 — 24; 4x 5x 6x: Cislo lokality 25 - 27).
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4.1.2  Sbér propaguli

Rostlinny materidl (semena a pacibulky) pouzity pro ucely této prace pochazi z terénnich
sbéra, které probéhly vzdy koncem srpna a zacatkem zafi v letech 2006 az 2009 na tzemi
Ceské republiky. Z celkem 27 cytotypové smiSenych nebo homogennich populaci (tab. 1
a obr. 1) byly odebrany lodyhy generativnich jedinct, které byly ve fazi dozradvani semen
a pacibulky byly jiz zralé, tésn¢ pted opadavanim. Pii sbéru byla lodyha odstiizena tésné nad
zemi a kvétenstvi prevazano saCkem z netkaného materidlu, aby nedochézelo ke ztratdm
propaguli. Z kazdé populace byl odebiran nestejny pocet vzorkli, nebot” z divodi riizného
poctu generativnich jedinci a variabilniho mnozstvi semen v kazdém lichookoliku nebylo
mozné velikosti vzorkli sjednotit. PoCty nasbiranych rostlin na populaci se pohybovaly
v nasledujicim rozsahu: sbéry 2006 12 — 53 kvetoucich jedincti; sbéry 2007 25 — 103
kvetoucich jedinct; sbéry 2008 4 — 58 kvetoucich jedincii; sbéry 2009 2 — 86 kvetoucich
jedinct.

V laboratoii se rostliny umistily do nadob s vodou, aby semena mohla dozrat.
Po dozrani (cca 1-2 tydny) byla kvétenstvi rozebrana na jednotlivé Casti (tj. pacibulky, kvéty,
semena), po jejichz spocitani byly semena i pacibulky ulozeny do papirovych sackt s kodem

oznacujicim populaci a ¢islo rostliny, ze které byly propagule odebrany. Zv1ast’ byla pocitana
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semena nedovyvinutad neboli abortovand (tj. mald, svraskald, kiehka a snedovyvinutym
osemenim; dale se neuchovavala; obr.2) a zdrave vypadajici (obr.2). Podobné¢ byly hodnoceny
1 jednotlivé kvéty. Jako neabortované kvéty byly oznaCeny ty které nemély zdeformovany
vzhled, nebyly seschlé a obsahovaly semena bez ohledu na jejich kvalitu. Abortované kvéty
byly ty, které byly nedovyvinuté, seschlé a neprodukovaly zddné semena (obr. 3). Kazdy
papirovy sacek obsahoval propagule z jednoho lichookoliku. Takto zpracované vzorky byly

uskladnény v papirové krabici a ponechany pii pokojové teploté do doby dalSiho zpracovani.

Obr. 2. Na obrazku jsou znazornény dv¢ kategorie, do kterych byla rozdélena semena po rozebrani jednotlivych
lichookoliki (tj. abortovana semena = na obrazku vlevo; neabortovana semena = na obrazku vpravo).

==
=
et
EEER
=
=
=]
N
=
==
=1
LA
=
—
= b
=g

Obr. 3. Na obrazku jsou znazornény dve kategorie, do kterych byly rozdéleny kvéty po rozebrani jednotlivych
lichookolikd (tj. * ...abortované kvéty ; neabortované kvéty = ostatni kvéty na obrazku).

4.2 Kli¢eni semen

Semena ze sbéra 2006 — 2009 byla podrobena experimentu, ktery mél stanovit jejich
klic¢ivost. V letech 2006 a 2007 byla experimentu podrobena vSechna zrala nasbirand semena.
V letech 2008 a 2009 byly sbéry generativnich propaguli rozdéleny na dva soubory. Z kazdé

populace byl vybran rizny pocet jedinct (viz vySe) a to tak, aby pocet semen na populaci byl
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v kazdém souboru pfiblizné stejny. Jeden ze soubori byl pouzit v tomto experimentu a druhy
poslouzil jako vzorek pro pratokovou cytometrii (kap. 4.6).

Test klicivosti probihal vzdy v prvnich ¢tyfech mésicich nasledujiciho roku. Vyjimku
tvofil sbér z roku 2009, kdy bylo kli¢eni zahdjeno jiz na konci fijna téhoz roku a jeho
ukonceni probéhlo v poloviné ledna 2010. Pacibulky, jakozto klonéalni propagule geneticky i
karyologicky shodné s matetskou rostlinou, slouZzily jako kontrola ploidni rovné matetskych
rostlin.

Pfed zacCatkem experimentu byla semena jeSt¢ prohlédnuta a nezdravé vypadajici
odstranéna (tj. abortovand). Pacibulky a neabortovana semena byly vyrovnany do
plastikovych krabicek (velikost 4,5 cm x 10 cm a 2,5 cm x 10 cm) omytych siln€ zfedénym
roztokem Sava. Roztok m¢l zamezit okamzitému rozvoji houbovych a bakteridlnich kolonii
napadajicich oba typy diaspor. Dno krabicek vypliiovala netkana textilie, ktera byla vyprana
rovnéz v uvedeném dezinfekénim roztoku (ptiloha 1). Textilie byla navlh¢ena destilovanou

vodou, krabic¢ky uzavieny, popsany kédem pro dany vzorek a umistény do lednice, ve které

po celou dobu puceni a kliceni panovala stala tma a teplota 7 OC. Uvedeny rezim piedstavuje
optimalni podminky pro kli¢eni/puceni propaguli Allium oleraceum (Haeggstrom & Astrom
2004; Ohryzek 2007). Stav a poCty vykli¢enych/vypucenych semen/pacibulek uvniti krabi¢ek
byly kontrolovany v pravidelnych intervalech. Dle potfeby byla textilie opakované vlhcena

destilovanou vodou uchovavanou v lednici spolecné s krabickami.
4.3  Tetrazoliovy test

Semena, kterd do doby ukonceni germinacniho experimentu nevykli¢ila, byla podrobena
tetrazoliovému testu (téz také TTC test). Ten je v bézné praxi pouzivan pro detekci vitality
semen. Cilem bylo zjistit, zdali nevyklicena semena jsou ve fazi dormance nebo jsou mrtva.
Pro ucely této prace byl pouzit Cerstvy 1 % roztok 2,3,5-trifenyl tetrazolium chlorid
uchovavany po dobu testu ve tmé v lednici. Roztok byl pfipraven rozpuSténim 1g uvedené
chemikélie ve 100 ml destilované vody (Ellis et al. 1985). Nenakli¢end semena byla
pienesena do Petriho misek (primér 3 cm) a rozfiznuta na dvé ¢asti. Takto piipravené vzorky
umoznily proniknout roztoku ke vSem jejich tkanim. Do misek bylo pfiddno 5 ml roztoku
tetrazolia. Jejich nasledné zabaleni do hlinikové folie zamezilo nezadoucimu rozkladu
chemikalie v pribchu testu. Semena byla v roztoku ponechéna po dobu tii hodin pii pokojové

teploté a poté vyhodnocena. Hodnoceni probihalo rozdélenim testovanych semen do dvou
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skupin dle metodiky uvedené v préci Ellis et al. (1985). Jasné Cervené zbarveni (karminové
cervend) testovanych tkéni indikovalo zivé bunky. Nezbarvené, ¢aste¢né obarvené (riizova
nebo svétle Cervend) a tmaveé Cervené az hnédé zbarveni detekovalo mrtvou tkan. Tento test

probéhl u semen pochazejicich ze sbért let 2007, 2008 a 2009.

4.4  Napéstovani semenackd, jejich pfezivani a kveteni

Propagule z vySe popsaného experimentu (kap. 4.2) byly pouzity jako materidl pro dalsi praci.
V pribéhu nasledujicich tydnd od zapoceti experimentu byly nakli¢ené a napucené propagule
(délka kotfinku pfiblizn€ 1 cm) sdzeny do kvétinaci (velikost 7 x 8 cm a 8 x 8 cm) naplnénych
smési zeminy a substratu (vysevny substrat Profesional, Agro profi Garden) v poméru 1:1
a umistény do skleniku, ktery byl v zimnich mésicich mirn¢€ vyhtivan. Kazdy kvétinac byl
oznacen Stitkem skddem oznacujicim danou populaci a matefskou rostlinu, ze které
propagule pochéazeji. Od kazdého vzorku se vysazovalo vzdy po dvou pacibulkdch (pokud
byly k dispozici, jinak jen po jedné) spolecné do jednoho kvétinace a maximalné dostupny
pocet semendckl po jednom na kvétina¢. Semenacky i rostliny z pacibulek byly napéstovany
ve skleniku. V prvnim a v kazdém nasledujicim roce probéhlo hnojeni, a to na konci kvétna
ptipravkem znaéky KRISTALON start (AGRO CS a.s., Ceska Skalice, 100 % vodorozpustné
hnojivo) formou zalivky.

Pfed ptfemisténim semenackli na pozemek byly kvétinace, u kterych propagule
nevytvorily nadzemni ¢ast a mohly by tak byt povazovany za mrtvé, vzdy po jednom
vysypany a zkontrolovany. Semena totiz mohla misto vegetativnich ¢asti vytvofit drobnou

Ve vsech letech byly kvétinaCe preneseny ze skleniku na pozemek vzdy v prabéhu
Cervna. Pred pfemisténim napéstovanych semenackil na pozemek probé¢hla jeho ptiprava. V
roce 2007 a 2010 (. sbéry 2006 a 2009) byla sadba umisténa do ptedem vykopanych ¢tverct
o rozloze cca I m x 1 m (v roce 2007; ptiloha 2A) a 2 m x 1,5 m (v roce 2010) o jednotné
hloubce cca 11 cm. Pro zamezeni intenzivniho rdstu nezadoucich rostlin byly c¢tverce
vylozeny Cernou netkanou textilii (Nohel Garden). Pro sadbu z roku 2008 a 2009 (tj. sbéry
2007 a 2008) prob¢hla ptiprava pozemku vykopanim brazdy dlouhé cca 15 m (pfiloha 2B) do
které se zatlaCilo pletivo (velikost ok 1 x 1 cm). Tento bezpecnostni prvek mél omezit
posSkozeni sazenic, které je zpusobeno zejména hlodavci. Do pfipravené brazdy byly
preneseny kvétinace, které pak tvorily dveé fady. U vSech semenackti byl po dobu dvou sezon

od vysazeni sledovan a zaznamenavéan jejich rast (vyjimku tvoii sadba ze sbéri roku 2009).
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Vzdy v polovin¢ cervna bylo u kazdého vzorku zaznamendno, zda doSlo k vytvofeni
nadzemnich orgénd. V Cervenci pak bylo sledovano, ktefi jedinci vytvofili kvétenstvi.
Zaroven stimto udajem byly zaznamenany (tj. pisemné¢ a fotodokumentaci) lichookoliky

odchylujici se od standardu pozorovaném v dané populaci a cytotypu.
4.5  Stanoveni DNA-ploidni trovné

Pro ucely stanoveni DNA-ploidni trovné (Suda et al. 2006) napéstovanych rostlin Allium
oleraceum byly odebrany z kazdého jedince zdravé ¢asti listd (nejlépe horni konce, cca 5 cm),
ty nasledné uloZeny do igelitovych sackl a uchovany do doby méteni v lednici. Sbér vzorkl
a jejich zpracovani probihalo vzdy v ten samy den. Vzhledem k biologii daného druhu bylo
mozné provadét odbér materidlu pro meéfeni v pribéhu témér celého roku. Vyjimku tvofi
prakticky pouze obdobi mezi Cervencem a zafatkem fijna, kdy pifezivajicim generativnim
jedinctim zasychaji listy a veskeré zdroje jsou alokovany do podzemni cibule a reprodukcnich
struktur. V nékterych piipadech vSak pacibulky nenapucely nebo mladé rostliny casné
uhynuly. AvSak 1 tento problém se podafilo odstranit, a to pfimo méfenim DNA-ploidni
urovné pacibulek, které jakoZto vegetativni propagule maji ploidii matefské rostliny.
Pacibulky byly ptivodné shledany jako nevhodné pro cytometrické zjistovani ploidniho
stupné (Safafova L., osobni sdéleni), protoze vétsina jejich pletiva je tvofena zasobnimi
bunikami s cukry a signal byl velmi slaby s vysokym CV. Zaméfila jsem se tedy na meristém
ukryty uvnitt obalnych zasobnich Supin: odstranila jsem obalné zésobni listy a méfila jen
vlastni meristém (pfiloha 3). Pro kontrolu byly méteni podrobeny vzdy dvé pacibulky/mladé
rostliny pochazejici z téze matetfské rostliny.

Samotné méfeni bylo provedeno na pratokovém cytometru znacky Partec PAS
(Germany) za pouziti metody vnitiniho standardu se znamym obsahem DNA — Triticum

aestivum cv. ‘Saxana’ 2C = 34,24 pg - kalibrovano s Hordeum vulgare 2C = 10,43 pg
(Dolezel et al. 1989). PsSenice byla vyseta na perlit a péstovana ve fytotronu (noc 10 C, den

15 OC) a pozd¢ji ve skleniku. Pro ucely analyzy se pouZzivaly pouze zdravé a Cerstvé listy.
Pfiblizn€ 1 cm standardu a stejné mnozstvi vzorku bylo spolecné na Petriho misce

nasekano Zziletkou v 1 ml LBOI pufru o pH 7,5 (Dolezel et al. 1994) a prefiltrovano pies

nylonovy filtr do kyvety. K homogenétu se ihned napipetovalo 50 pl fluorescen¢niho barviva

PI (propidium jodid), které interkalarni vazbou na fetézec DNA obarvilo chromosomy.
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Na linearni stupnici grafického vystupu (512-kandlova $kala) byla hladina ploidie
stanovena na zaklad¢ poméru vzdalenosti mezi G1 vrcholy (piky) standardu a vzorku (index).
Pik Triticum byl nastaven na 50. kanal a pik Allium, dle obsahu jaderné¢ DNA, od tohoto bodu
na ose vpravo (obr. 4). U kazdého vzorku bylo zmézeno 1 500 — 2 000 jader s CV v rozsahu
3 — 6 %. Pokud rostliny dosahovaly hrani¢nich hodnot pro danou ploidii, byly znovu
preméieny o nékolik dni pozdéji a v ptipadé obdobného vysledku ptipraveny pro karyologii.
Pro hodnoceni cytotypu studovanych vzorkil byla pfijata klasifikace dle Safafové (Safafova
& Duchoslav, in prep.), kdy na zakladé analyzy hodnot indexti pro rostliny se spocitanymi
pocty chromozomt byly stanoveny nésledujici rozsahy indexi pro jednotlivé ploidni stupné:
triploidi se pohybovaly v rozsahu indext od 1,1 — 1,3; tetraploidi 1,4 — 1,6; pentaploidi
1,8 — 1,9; hexaploidi 2,1 — 2,3. Pro vyssi ploidni trovné byl odhadovéan rozsah indexti na
zéklad¢ probehlych meéteni (heptaploidi 2,5 — 2,8; oktoploidi od 2,9). AvSak pro tyto vzorky
je nutné stanovit pocty chromosomu klasickou metodou roztlakovych preparati kofenovych

Spic¢ek. To zatim nebylo mozné, nebot’ jedinci s vysokymi indexy Spatné piezivaji.

4.6  Pratokova cytometrie semen

Semena pfipravend pro analyzu pomoci pritokového cytometru nebyla pfedem oSetfena a do
vzorku byla zpracovana cela. Pro stanoveni ploidni irovné embrya a endospermu byly vzorky
pripravovany stejnym zpusobem a se stejnymi parametry, jaké jsou uvedeny v prfedchozim
odstavci. V ptipad¢ analyzy reprodukéniho modu nebyl do vzorku pfidan standard. Pomér
mezi polohou piku pro embryo a endosperm poslouzil jako indikéator zptisobu rozmnozovani
(Matzk et al. 2000). V roce 2008 byly do jednoho homogenatu rozsekany vzdy 2 az 4 semena
dle doporuceni Krahulcovd & Suda (2006). V roce 2009 byla pro vétSi presnost odhadu
ploidni rovné méfena semena po jednom. Celkovy pocet zméfenych semen na ploidii byl
v roce 2008 229 semen pochazejicich z 11 cytotypové homogennich i smiSenych populaci
a vroce 2009 313 semen pochdzejicich z 8 cytotypové homogennich i smiSenych populaci.
Pocet zmétenych rostlin pro analyzu zpiisobu rozmnozovani byl 158 semen pochdzejicich ze

14 cytotypové smisenych i homogennich populaci.
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Obr. 4. Graficky vystup zméfeni pritokového cytometru Partec PAS (Germany). Na ose y je pocet
analyzovanych c¢astic. Na ose x je 512-kanalova $kala, dle které jsou hodnoceny polohy pikii. Na 50 kanale je
umistén vnitini standard (*), na 65 kanale je 3x cytotyp, na 80 kanale je 4x cytotyp, na 95 kanale je 5x cytotyp

ana 115 kanale je 6x cytotyp.
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4.7  Karyologie — mitosa kofenovych Spicek

U rostlin, pro néZ nebylo mozné na zaklad¢ pratokové cytometrie odhadnout jejich ploidni
stupeni, bylo nutné stanovit konkrétni pocty chromosomu klasickou metodou roztlakovych
preparatl (Pazourkovd & Pazourek 1960). Roztlaky byly pfipraveny jako trvalé preparaty.
Vybranym jedincim byly zastfizeny kotfeny na délku cca 2 cm. Poté byly rostliny zasazeny do
perlitu, kde byly kultivovany po dobu nejméné dvou tydnt.

Odbeér kotenovych $picek probihal jednorazové odstiizenim kotenti o délce piiblizné
2 cm s jejich naslednym ptedptisobenim v 0,5 % roztoku kolchicinu po dobu 3 hodin pii
pokojové teploté. Po wuplynuti stanovené doby byly kotfenové Spicky proplachnuty
v destilované vodé po dobu 5 minut. Poté byly na 24 hodin pfeneseny do alkohol-octové

fixaze (96 % etanol : ledova kyselina octovd v poméru 3 : 1). Fixované kotfenové Spicky byly
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proprany v 96 % etanolu po dobu 5 minut a poté preneseny do 70 % etanolu, ktery slouzil
jako konzervacni ¢inidlo do doby jejich zpracovani (Duchoslav et al. 2010).

Kofenové $picky byly oplachnuty v destilované vodé a poté hydrolyzovany 25 minut v
5 N HCI pii pokojové teploté. Po hydrolyze nasledovalo proplachnuti v destilované vodé
a preneseni Spi¢ek do Schiffova reagens, kde probéhlo jejich barveni po dobu 30 az 60 minut.
Obarvené kotenové Spicky byly pfeneseny pies vodu do maceracniho ¢inidla 45 % kyseliny
octové. Samotnd macerace probihala 3 az 5 minut. Pfebytecna ¢ast kofenu byla odstranéna
tak, aby na odmasténém podloznim skle zistala pouze intenzivné zbarvena Spicka. Roztlak
byl proveden v kapce 45 % kyseliny octové a preparat zamrazen na kostce suchého ledu. Poté
bylo skalpelem odstranéno kryci sklo a preparat dehydratovan 10 minut v 96 % etanolu. Po
vysuseni byly roztlaky uzavieny do uzaviraciho media znacky Euparal. Preparat byl ponechan
ve vodorovné poloze do doby zaschnuti uzaviraciho média (cca 24 hodin). Takto pfipravena

skla byla mikroskopovana a focena na mikrofotografickém systému Olympus DP70.

4.8 Statistické zpracovani dat

Veskeré ciselné informace ziskané v pribéhu celého experimentu byly zpracovany
a prevedeny do programu Microsoft Excel. S takto pfipravenymi daty byly provedeny tyto
statistické operace v programech Statistica 9.0 (Statsoft Inc.) a NCSS 2000:
Analyza cytotypové kompozice populaci s ohledem na zastoupeni jednotlivych ploidnich
urovni mezi jedinci ve vegetativnim stadiu a dospélymi fertilnimi jedinci:
Informace o ploidii ziskané z pritokového cytometru byly pouzity pro vypocet frekvence
vyskytu jednotlivych cytotypti v populacich s ohledem na vegetativni a fertilni stddium.
V ptiapadé smiSenych populaci byl vztah mezi zastoupenim ploidnich hladin v obou
ontogenetickych stadiich pro jednotlivé populace otestovam pomoci Fisherova exaktniho
testu (pro smisené populace dvou ploidnich urovovni) nebo pomoci kontingenénich
tabulek (pro smiSené populace tfech ploidnich urovni). Wilcoxonova péarového testu bylo
vyuzito k otestovani, zdali se shoduji proporce jednotlivych cytotypii v obou
ontogenetickych stadiich mezi populacemi pro danou kombinaci cytotypti.
Analyza generativniho rozmnoZovani:
Z udaji o poctech neabortovanych kvétd, vyprodukovanych semenech a cytotypové
kompozice populaci bylo mozné vyhodnotit zavislost mezi mnozstvim vyprodukovaného
generativniho potomstva a ploidni kompozici jednotlivych populaci. Za timto ucelem byla

data podrobena hierarchické ANOV¢E s pevnym faktorem ploidie a podiazenym nahodnym
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faktorem populace. Zaroveil byla data podrobena i jednocestné ANOVE a to bez ohledu na
cytotypovou kompozici populaci. Pro hierarchickou ANOVu byly ze souboru odstranény
populace, které mély méné nez 4 rostliny na populaci. Naopak v ptipad¢ jednocestné ANOVy
byly pouzity v§echny populace bez ohledu na poéty rostlin. Usp&snost kvéti byla ziskana jako
podil mezi po¢tem neabortovanych semen a neabortovanych kvéti. Cilem bylo detekovat
mozné rozdily ve sledovanych charakteristickich mezi ploidnimi Urovnémi matetskych
rostlin.
Hodnoceni zivotaschopnosti semen:

Data ziskand z germina¢niho experimentu byla zpracovana a graficky vyhodnocena
v programu Microsoft Excel. Udaje o kli¢ivosti a dormanci semen pochazejicich od
matefskych rostlin dané¢ho cytotypu byly hodnoceny jednocestnou ANOVou s ohledem na
cytotypovou kompozici populaci. Pfed samotnou analyzou byly z dat odstranény rostliny,
které mély méné nez 8 vysetych semen. Informace o proporci kli¢ivosti a dormanci semen ve

smiSenych a homogennich populacich byla podrobena dvoucestné ANOVE.

Udaje z pritokové cytometrie semen a semenalki nebyly statisticky vyhodnoceny,
protoze frekvence nckterych produkovanych cytotypti byly nulové ¢i velmi nizké a dale se
vyrazné liSily velikosti soubori jak mezi populacemi, tak mezi analyzovanymi semeny

a semenacky uvniti populaci.

4.9  Seznam pouzitych zkratek

AS abortovana semena

BED semena u kterych nebyl zaznamenan endosperm priatokovou cytometrii
DS dormantni semena

F fertilni rostliny

Fischer Fishertiv exaktni test

FK fertilni kvéty

FRP frekvence rostlin v populaci
FCSS Flow cytometry seed screen
HP homogenni populace

K kvéty

MR matetska rostlina

MS mrtva semena
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MED nedostatek endospermu

NAS neabortovand semena
NK neabortované kvéty
NS nakli¢end semena

P <. ¢islo populace

PMR ploidie matetské rostliny
PP ploidie populace

PS ploidie semenacki
SE standardni chyba

SP smiSena populace
TTC tetrazoliovy test

\Y vegetativni rostliny

5. VYSLEDKY

5.1 Cytotypova kompozice populaci

Cilem analyzy bylo zjistit mozné rozdily v cytotypové kompozici populaci mezi dvémi
ontogenetickymi vyvojovymi stadiemi. Sledovana byla ploidni troven rostlin ve vegetativnim
stavu a pozdéji u dospé€lych jedincu, kteti vyprodukovali alespon jedno semeno. Generativni
potomstvo téchto rostlin bylo pouzito v dal§ich nize popsanych experimentech. Do této
analyzy nebyly zahrnuty vSechny sledované populace, nebot’ pro nckteré chybéji data. Ta
budou doplnéna v nasledujici sezong.

V tab. 2 a 3 jsou uvedeny souhrnné hodnoty pro populace stejného ploidniho sloZeni
a vpfiloze 4 a 5 jsou pak uvedeny vysledky pro jednotlivé populace. V obrazku 5 jsou
zobrazeny vysledky pro cytotypové smiSené populace. Z hodnot jasné vyplyva, Ze cytotyp,
ktery v dané populaci pfevazuje na vegetativni urovni pozdéji dominuje i mezi fertilnimi
jedinci. Toto zjisténi bylo potvrzeno 1 pomoci Wilcoxonova parového testu (tab. 3), ktery pro
vSechny typy smiSenych populaci vysSel jako nesignifikantni stejné jako testy jednotlivych
populaci (ptiloha 5 ). Vyjimkou byla populace 15 , kde byl vysledek pravdépodobné ovlivnén
nizkym poctem vzorki, a populace 24.

Vitab. 2 je dale prezentovana primérnd frekvence cytotypi na Urovni
vyprodukovanych kvéti pro kazdy cytotyp v populacich daného typu. V obrazku 6 jsou

zobrazeny vysledky pro cytotypové smisené populace. Uvedené hodnoty piedstavuji
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zastoupeni jednotlivych cytotypii v populaci na reprodukéni urovni, nebot to, co miize

ovliviiovat cytotypové slozeni populaci, je pravé mnozstvi vyprodukovanych gamet

a nasledné 1 generativnich potomkti. Z vysledkii je patrno, ze ve smiSenych populacich

s ucasti hexaploidi dojde k vychyleni poméru ve prospéch jiného nez 6x, vétSinou

dominantniho (-nich) cytotypu (-01). V ptipad¢€ populaci 14, 23, 26 a 27 nebyly zaznamenany

vyraznéjsi rozdily mezi frekvenci cytotypt na urovni fertilnich rostlin a kvétd (obr. 6;

priloha 5).

Tab. 2. Souhrnna tabulka cytotypové kompozice populaci na tiech Grovnich (sterilni rostliny, kvetouci rostliny,
neabortované kvéty) (PP ploidie populaci; P €. ¢islo populace; > n celkovy pocet rostlin v dané kategorii; jako
fertilni jsou oznaceny rostliny, jejichz kvéty vyprodukovaly alespon jedno neabortované semeno).

Pradmérna frekvence

Pramérna frekvence

Pramérna frekvence

cytotypu N oo N . .
P& PP Sn vegeta%i/\(/; %:F;] rostin ~ y n cytortc))/sttliir:e(zzl? fch >n cytotgféutg ?O/I:)r ovn!
o
4x 5x 6Xx 4x 5x 6Xx 4x 5x 6Xx
1;2 4x 150 100,0 35 100,0 268 100,0
6;8 5x 144 100,0 64 100,0 1059 100,0
11;12 6x 118 100,0 13 100,0 63 100,0
13;14;15;16  4x;5x 228 81,0 19,0 63 96,5 3,5 670 96,2 3,8
17;18 4x;6x 107 90,5 95 55 957 4,3 873 99,8 0,2
20;22;23;24  5x;6x 169 51,8 48,2 56 59,7 40,3 377 66,1 33,9
25;26;27 4x;5x;6x 131 19,1 612 19,7 89 312 61,6 72 893 348 642 1,0

Tab. 3. Wilcoxonlv parovy test; testovani Hy: proporce cytotypu je stejna ve sterilnim a fertilni stavu v riznych
populacich téze cytotypové kombinace. V piipadé¢ smiSenych populaci tii cytotypl byly testovany pouze 2
dominantni cytotypy (PP ...ploidie populaci; n ...poc¢et porovnavanych populaci; z ...hodnota testového kritéria; P

...hladina vyznamnosti).

PP n populaci z P
4x;5x 4 1,4606  0,1441
4x;6X 2 0,4472 0,6547
5x;6x 4 0,3651 0,7150
4x;5x;6x 3 1,6036 0,1088
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Obr. 5. Cytotypova kompozice smiSenych populaci. Porovnani zastoupeni jednotlivych ploidnich twrovni
u rostlin ve vegetativnim a ve fertilnim stavu (V... oznaceni pro kompozici cytotypi u rostlin ve vegetativnim
stadiu; F ... oznaCeni pro kompozici cytotypt u rostlin ve fertilnim stadiu; uvedeny Ciselny kéd oznacuje Cislo

populace).
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Obr. 6. Cytotypova kompozice smiSenych populaci. Porovnani zastoupeni jednotlivych ploidnich trovni
u rostlin ve fertilnim stavu a u neabortovanych kvétt (F je oznaceni pro kompozici cytotypii u rostlin ve
fertilnim stavu; K je oznaceni pro kompozici cytotypll pro neabortované kvety; uvedeny Ciselny kod oznacuje

¢islo populace).
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5.2 Produkce generativniho potomstva

Jednocestna ANOVA (bez zohlednéni vlivu populace) prokédzala jednoznacné signifikantni
vliv ploidie matefskych rostlin na vSechny sledované reproduk¢ni charakteristiky (P < 0,01 ve
vSech piipadech). Navic Bonferroniho test mnohonasobného porovnani ukézal, Ze:

1. v poctu neabortovanych kvéti (dale jen kvétl) na rostlinu se od sebe nelisi 4x a 5x
cytotypy, ale 6x cytotyp se vyznamné li§i od obou dvou nizSich ploidnich urovni
(obr. 7A — zde fertilni kvéty). To znamena, Ze hexaploidi produkuji méné¢ kvétli na jedince
nez zbylé dva cytotypy, které se v tomto parametru témét shoduji. Primérny pocet kvétii na
jednu rostlinuu 6x je 3 £3,us5x 11 £11 au4x 13 + 9 (+ smérodatnd odchylka).

2. v celkovém poctu semen na rostlinu tvoii homogenni skupinu 5x a 6x cytotyp a 4x
se od nich vyznamné odliSuje (obr. 7B). Tetraploidi produkuji celkové vice semen na jednu
rostlinu nez zbylé dva cytotypy. Primérny pocet vyprodukovanych semen na rostlinu u 4x je
11+12,u5xje7+8aubxje 6+ 6 (+smérodatna odchylka)..

3. vpoctu neabortovanych semen piedstavuji cytotypy 5x a 6x opét homogenni
skupinu, zatimco 4x se od nich vyznamné odliSuje (obr. 7C). Tetraploidi produkuji celkové
vice neabortovanych semen nez pentaploidi a hexaploidi. Primérny pocet vyprodukovanych
neabortovanych semen na rostlinu je u 4x 7+ 8, u 5x je 5 £ 6 au 6x 4 £ 5 (£ smerodatna
odchylka).

4. v poctu abortovanych semen na rostlinu jsou 5x a 6x cytotyp hodnoceny jako
homogenni skupina a 4x ploidni uroven se od nich vyznamné odliSuje (obr. 7D). Tetraploidi
ackoliv maji velké mnozstvi neabortovanych semen produkuji zaroven i vice abortovanych
propaguli. Primérny pocet abortovanych semen na rostlinuu 4x je 4+ 5, u5xje2+3 au 6x
je 2 £2 (£ smérodatnd odchylka).

5. v uspesnosti kvéth se od sebe neodliSuji 4x a 5x cytotypy, zatimco 6x se od nich
neabortovanych semen na jednu rostlinu v porovnéni s zbylimi dvéma ploidiemi.

Celkov¢ se tedy zda, ze ackoliv 4x cytotyp produkuje vétsi mnozstvi kvéti i semen, je
jeho uspéSnost v poCtech neabortovanych generativnich propaguli na jeden kvét nizka.
V ptipad¢ 5x sice dochéazi k intenzivni tvorb¢é kvéth, kterd je srovnatelnad s 4x, ale pocet
vyprodukovanych semen je znatelné mensi. V UspéSnosti kvétd vSak dosahuji hodnot
srovnatelnych s tetraploidy. Zajimava je i situace u 6x cytotypu, ktery i ptesto, Ze produkuje
celkové nizké pocty kvétl 1 semen, ma vyznamné vyssi miru GspéSnosti kvétli nez zbylé dva

cytotypy.
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Hierarchickd ANOVA testujici vliv cytotypové kompozice populace (pevny faktor
s hladinami odpovidajicimi bud’ kompozici populace, napt. 4x, 4x5x, 4x6x, 4x5x6%x, nebo
sloucené¢ do dvou hladin, mj. Cista vs. smiSend populace) na sledované reprodukcni
charakteristiky (pocet kvét, semen, uspéSnost, viz vySe) jednotlivych cytotypti nebyla
v piipad¢ 4x a 5x cytotypl matetfskych rostlin signifikantni (P > 0,05). Znamena to, Ze
produkce kvéth a semen prislusného cytotypu neni zavisla na cytotypové kompozici populace.
Avsak analyza ukazala vysokou miru variability mezi jednotlivymi populacemi, kde byly
zaznamenany vzdy vyrazné signifikantni rozdily pro produkci kvéth a semen u 4x a 5x
matetskych rostlin (P < 0,05). U 6x matetskych rostlin nebyl zaznamendn vliv cytotypové
kompozice populace na vybrané reprodukcni charakteristiky (pocet kvétl, neabortovanych
semen, uspeésnost, P > 0,05), a nebyla detekovana ani variabilita mezi populacemi (P > 0,05).
Jediny signifikantni vysledek byl zaznamenén pouze pro vztah mezi cytotypovym slozenim
populaci a produkci abortovanych semen (P = 0,02), kdy rostliny z cistych populaci

produkovaly vice abortovanych semen nez rostliny ze smiSenych populaci.
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Obr. 7. Vztah mezi ploidii matefskych rostlin a reprodukénimi parametry bez ohledu na charakter populaci (tj.
smiSené x homogenni). Jednocestna ANOVA, P < 0,001 pro vSechny sledované charakteristiky (primér + 95 %
konfindenc¢ni interval). A ...celkovy pocet neabortovanych kveétd ve vztahu k ploidii matetskych rostlin; B
...celkovy pocet semen na matetskou rostlinu daného cytotypu; C ...celkovy pocet neabortovanych semen na
matefskou rostlinu daného cytotypu; D ...celkovy pocet abortovanych semen na mateiskou rostlinu daného
cytotypu; E ..uspéSnost kvétli matefskych rostlin dané ploidni urovné (tj. celkovy pocet neabortovanych
semen / celkovy pocet kveétl matetské rostliny dané ploidni trovné); primér + SE.
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5.3  Germinacni experiment

V pribéhu germinacniho experimentu byla sledovana kli¢ivost a podil dormatnich semen.
Udaje pro populace z jednotlivych let experimentu byly sloudeny a pievedeny do grafické
podoby (obr. 8). Souhrnné hodnoty pro jednotlivé populace jsou uvedeny v piiloze 6.
Primérné procento vyklicenych/mrtvych/dormantnich semen pro jednotlivé cytotypy bylo
v ptipadé 4x 65,2/30,2/4,6 %, 5x 75,7/20,8/3,5 % a 6x 74,5/17,5/8,0 %. Po secteni poctu
vykli¢enych a dormantnich semen byly ziskany primérné hodnoty fertilnich semen pro kazdy
cytotyp. Pro tetraploidy byla ziskana primérna hodnota 69,8 %, pro pentaploidy 79,2 % a pro
hexaploidy 82,5 %. Do uvedenych hodnot pro tetraploidy neni zapocitavana populace ¢islo 2,
protoze se v danych parametrech vyrazné odliSuje od ostatnich homogennich 4x populaci.
Data jsou spocitana pouze za roky 2007 az 2009 nebot’ pro rok 2006 nebyly ziskany udaje

o poctech dormantnich a mrtvych semen.
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Obr. 8. Procenta nakli¢enych (% NS), dormantnich (% DS) a mrtvych (% MS) semen vyprodukovanych 4x, 5x
a 6x cytotypy v populacich homogenniho i smiSené¢ho charakteru (chybové usecky = SE). A ...
pochazejici od 4x matetskych rostlin v danych typech populaci; B ... to samé jako A pro5x matetské rostliny;
C ... to samé jako A pro 6x mateiské rostliny; procenta pocitana jako prumeér z procent pro jednotlivé populace,
viz pfiloha 2; do grafu A neni zahrnuta populace €. 2, nebot’ se velmi odchyluje od ostatnich homogennich 4x

populaci.
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Jednocestnd ANOVA testujici vliv cytotypového slozeni populace na procento
vykli¢enych a dormantnich semen pochazejicich od matetskych rostlin dané ploidni urovné
nebyla signifikantni (P > 0,05). Znamena to, ze kompozice cytotypt v populacich neovliviiuje
kli¢ivost ani dormanci semen. V piipadé dvoucestné ANOVy (pevnymi faktory byly ploidni
charakter matetské rostliny a typ populace, tj. smiSend/Cistd; zavisld promnénnd bylo
% vyklicenych/dormantnich semen), kterd testovala vliv cytotypov€ smiSeného
a homogenniho charakteru populaci na proporci vykli¢enych a dormantnich semen (obr. 9),
byl zaznamenan pouze slaby vliv typu populace na procento dormantnich semen (P = 0,04).
V ptipad¢ proporce vykli¢enych semen byl vliv typu populace nesignifikantni (P > 0,05). Do
analyzy nebyla zahrnuta populace ¢islo 2 nebot’ se vyrazn€¢ odchyluje od ostatnich
tetraploidnich populaci.

Celkové se da fici, ze ploidie matetské rostliny ani cytotypovy charakter populace
nema vliv na kli¢ivost a dormanci semen. VSechny cytotypy se v tomto sméru chovaji témet

homogenné.
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Obr. 9. Graficky vystup dvoucestné ANOVy testujici vliv typu populace (Cistd/smiSend) na proporci
vyklicenych a dormantnich semen (A ...proporce vyklicenych semen; B ...proporce dormantnich semen; PMR
...ploidie matetské rostliny; prumer + SE).
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5.4  Cytotypova kompozice generativniho potmstva

Analyza semen a semenackl za pomoci pritokové cytometrie umoznila odhalit variabilitu
v zastoupeni cytotypti ve sledovanych ontogenetickych vyvojovych stadiich, tj. u semen
a juvenilnich rostlin. Zaroven poskytla informaci o intenzité ptisobeni selekénich mechanismt
na této urovni. Celkové byla v pfipad¢ generativniho potomstva vSech sledovanych ploidnich

urovni zaznamendna o néco veétsi variabilita v cytotypové kompozici semen nez u semenacki.
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Vysledky, které se odchyluji od tohoto trendu, jsou zplsobeny rozdilnou velikosti
generativniho potomstva u vSech cytotypti. V ptipad¢ semenacku jsou nizké pocty zméienych
rostlin ovlivnény 1 mnozstvim vzorkii, které nebylo doposud mozné zmeéfit, nebot’ tyto
rostliny nevyprodukovaly dostatecné mnozstvi biomasy pro pritokovou cytometrii
(tj. rostliny byly pfili§ malé nebo danou sezonu pieckavaly v dormantnim stavu). Chybé&jici
udaje o ploidni Grovni téchto rostlin by mohly celkové pozménit vysledky prezentované pro
semenacky vtab. 4 A - C. V tabulkach jsou uvedeny udaje o ploidii semen a semenackl
pouze pro populace, u kterych byly ziskany oba typy dat.

Jak je patrné z tab. 4A, produkuji tetraploidni rostliny cytotypové variabilni potomstvo
ve smiSenych i homogennich populacich. AvSak nebyl pozorovan Zzadny vyrazny trend
odliSujici oba typy populaci. Vramci semen jsou produkovany rtzné ploidni urovné
vrozsahu 2n = 3x az 7x. Zajimava je zejména homogenni populace ¢islo 2, kde jsou
zastoupeny vSechny uvedené cytotypy. U semenackli byly zaznamenany ploidni urovné
v rozsahu 2n = 4x az 7x, a to ve znatelné¢ mensim procentickém zastoupeni v porovnani se
semeny. V tomto piipad¢ se jednalo pouze o smiSenou populaci ¢. 17, kde byly abnormalni
cytotypy zachyceny az po zméteni velkého mnozstvi vzorkt (tj. 204 semenackil). Tetraploidi
tedy pramérné vyprodukovali 1 % 3x, 88,9 % 4x, 6,5 % 5x, 1,4 % 6x a 2,2 % 7x na urovni
semen a 99,7 % 4x, 0,1 % 5x, 0,1 % 6x a 0,1 % 7x na urovni semenacka. Z vysledkl je
ziejmé, Ze v generativnim potomstvu dominuje vzdy cytotyp mateiské rostliny, a to v obou
ontogenetickych stadiich. Nepfitomnost nebo velmi vzacny vyskyt 3x, 5x, 6x a 7x ploidnich
urovni mezi semenacky by mohla svéd¢it o silné selekci plsobici proti t€émto cytotypiim.
Avsak tento vysledek je ovlivnén nizkym poctem zméfenych rostlin (nebereme-li v ivahu

pocet zmétenych semenackl v populaci 17).
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Tab. 4. Zastoupeni cytytotypt v generativnim potomstvu tetraploidnich (tab.x), pentaploidnich (tab. x) a hexaploidnich (tab. x) matefskych rostlin v jednotlivych populacich na Girovni semen
a semenacki. V tabulkach jsou uvedeny udaje o ploidnim stupni semen a semenackd pouze u populaci, pro které byly ziskany oba typy dat (P ¢. ¢islo populace; PP ploidie populace; FRP 4x
frekvence tetraploidnich rostlin v populaci, plati i pro 5x a 6x; n 4x MR pocet 4x matei'skych rostlin, plati i pro 5x a 6x).

Tab. 4A
Pe. PP FRP 4x nsi;,;/lr? ser?1en Semene senr:exn,\a'/lgm semer;a'c“;kﬁ Semenacly
3xX % 4x %  5x % 6x % 7x % 4x %  5x % 6x % Tx %
2 4x 100,0 7 56 1 1,8 48 857 3 54 2 36 2 3,6 3 7 7 100,0 - - - - - -
4 4x 100,0 5 22 - - 20 90,9 - - 1 45 1 45 5 7 7 100,0 - - - - - -
13 4x; 5x 87,9 5 23 1 43 19 826 3 130 - - - - 13 28 28 100,0 - - - - - -
15 4x; 5x 54,5 4 10 - - 10 100,0 - - - - - - 1 1 1 100,0 - - - - - -
17 4x; 6x 92,0 5 34 - - 33 971 - - - - 1 29 28 204 201 %5 1 05 1 05 1 05
25 4x; 5x; 6x 47,0 18 48 - - 37 771 10 20,8 - - 1 21 13 23 23 100,0 - - - - - -
Celkem 44 193 2 1,0 167 88,9 16 65 3 14 5 272 63 270 267 997 1 01 1 01 1 0,1
Tab. 4B
Pc. PP FRP 5x nsg)r(n'glr? serr:1en Semena s:rrfexn,\é/lg(ﬂ semer;éc“:kﬂ Semenacky
4x % 5x % 6x % 7x % 8x % 4x % 5x % 6x % 7xX %
5 5x 100,0 6 8 - - 6 750 2 250 - - - - 19 36 3 83 30 83,3 2 56 1 28
6 5x 100,0 15 66 1 1,5 44 66,7 21 318 - - - - 14 28 - - 27 96,4 1 36 - -
7 5x 100,0 3 10 - - 7 700 3 300 - - - - 1 1 - - 1 100,0 - - - =
9 5x 100,0 4 34 - - 28 824 6 176 - - - - 5 19 4 211 14 73,7 - - 1 53
10 5x 100,0 6 17 - - 14 824 2 118 1 59 - - 1 2 1 500 1 50,0 - - - =
19 5x;6x 93,3 2 8 - - 5 625 2 250 - - 1,0 125 5 8 - - 8 100,0 - - - =
23 5x;6x 21,4 1 2 - - 1 500 1 500 - - - - 4 12 - - 10 833 2 16,7 - -
24 5x;6x 82,0 3 19 11 57,9 8 421 - - - - = - 9 39 14 359 25 64,1 - - - =
Celkem 40 164 12 74 113 66,4 37 239 1 0,7 1 1,6 58 145 22 144 116 814 5 32 2 1,0
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Tab. 4C

P PP FRP 6x ns(;‘;l;/lrl]? ser?1en Semens senn?e)-(ngg(lj semerr]1élék0 Semenacky

5x %  6x % Tx % 8x % 5x % 6x %
11 6x 100 4 22 3 136 19 864 - - - - 3 10 7 70,0 3 30,0
12 6x 100 2 11 2 182 9 818 - - - - 2 7 1 143 6 85,7
22 5x;6x 81,3 5 32 1 31 30 938 - - 1 31 3 7 - - 7 100,0
23 5x;6x 78,6 5 21 1 48 19 905 1 48 - - 4 5 1 200 4 80,0
25 4x;5x;6x 25,0 5 20 - - 16 80,0 3 150 1 50 3 5 2 400 3 60,0
Celkem 21 106 7 79 93 865 4 40 2 16 15 34 11 28,9 23 71,1

Obr. 10. Schématické znazornéni zastoupeni jednotlivych cytotypil v generativnim potomstvu 4x, 5x a 6x matefskych rostlin s ohledem na cytotypoveé smiSeny (SP) ¢i homogenni (HP) charakter
populace (A ... 4x matefské rostliny; B ...5x matefské rostliny; C ... 6x matef'ské rostliny; MR ...matefska rostlina; nejtlustsi ¢ara oznacuje cytotyp s nejvetsi frekvenci; tloustka cary oznacuje

frekvenci s jakou je dany cytotyp zastoupen; pferusovana Cara oznacuje cytotyp zastoupeny pouze jednim semenem/semenackem).
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S vyse uvedenymi vysledky jsou konzistentni data uvedend v tab. 5. v nésledujici
kapitole 5.5, kde jsou uvedeny informace i o ploidnich Grovnich semenackt u populaci pro
které nebyly zméfeny semena. Z téchto dat je ziejmé, ze pii vétSim poctu analyzovanych
semenackil jsou mezi generativnimi potomky tetraploidnich rostlin zachyceny vSechny
ploidni stupné zaznamenané na urovni semen. Vyjimku tvofi pouze 3x cytotyp, ktery mezi
semendcky nebyl detekovan. Tento vysledek opét podporuje domnénku o mozné selekci
plisobici proti témto ploidnim trovnim.

V ptipad¢ pentaploidii (tab. 4B) jsou na urovni semen produkovany ploidni stupné
v rozsahu 2n = 4x az 8x a na urovni semenackl v rozsahu 2n = 4x az 7x. V populaci Cislo 5 je
nepiitomnost nékterych cytotypii mezi semeny zpiisobena jejich nizkym poctem v porovnani
se semenacky. Naopak v populaci 7 je hodnota 100 % pro 5x semenacky znacné zavadéjici,
nebot’ udaj je zaloZzen pouze na jedné zméfené rostliné. Celkoveé jsou oba soubory dosti
variabilni, coZ je zplUsobeno znané¢ nevyvazenym poctem zméfenych vzorki, takZze
1 primérné hodnoty pro jednotlivé cytotypy mohou byt nepfesné. Ani v rdmci smiSenych
a homogennich populaci nebyl pozorovan zadny trend odlizujici obé kategorie. Nicméné
1 pies uvedeny problém je patrné, Ze v generativnim potomstvu dominuje cytotyp mateiské
rostliny a to na urovni semen (primeérné 66,4 %) i semenackl (primérné 81,4 %).

Zastoupeni ploidnich urovni semenackli v datech prezentovanych v této kapitole
odpovida vysledkiim v tab. 5. kapitoly 5.5, nebot’ se na vysledcich podileji témér stejna data,
tj ob¢ tabulky hodnoti tém¢éf ty stejné typy populaci. V tab. x jsou navic uvedeny vysledky pro
pentaploidni matefské rostliny v 4x;5x smiSenych populacich, kde byly zaznamendny pouze
4x semenacky, a v 4x;5x;6x smiSenych populacich, kde byly naopak zaznamenany pouze 5x
semenacky.

V tab. 4C jsou shrnuty vysledky z pritokové cytometrie generativniho potomstva
hexaploidnich matefskych rostlin. Na prvni pohled je patrné, ze mezi semeny je generovana
vétsi variabilita nez mezi semendcky. V rdmcei zméfeného souboru jsou produkovéany ploidni
urovné v rozsahu 2n = 5x az 8x pro semena a 2n = 5x a 6x pro semenacky. Cytotypove
variabilni potomstvo je generovano ve smisenych i homogennich populacich. Nicméné vyssi
cytotypy jsou zaznamendny pouze u semen ve smiSenych populacich. Hexaploidi primémé
vyprodukovali 7,9 % 5x, 86,5 % 6x, 4,0 % 7x a 1,6 % 8x na urovni semen a 28,9 % 5x
a 71,1 % 6x na urovni semenacki. Rovnéz i v ptipad¢é hexaploidit dominuje v generativnim
potomstvu cytotyp matei'ské rostliny. Nepfitomnost 7x a 8x mezi semenacky sveéd¢i o mozné

selekci pusobici proti témto cytotyptim.
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V ptipadé hexaploidli neni mozné porovnat vyse uvedené vysledky s daty v nasledujici
kapitole nebot” tam potiebné informace chybéji.

Na obrazku 10 jsou schématicky znazornény jednotlivé ploidni urovné a cytotypy
generativnich potomkti. Na téchto vystupech je vidét dominantni zastoupeni matetského
cytotypu v generativnim potomstvu. Zaroven je mozné pozorovat pritomnost/nepfitomnost

jednotlivych ploidnich stupiiti na tirovni semen a semenacka.

5.5  Pfezivani

U semendckl, které byly péstovany na experimentalnim pozemku, bylo sledovéano jejich
prezivani v 1. sezoné (tj. rok jejich vykli¢eni a vysazeni na pozemek) a II. sezoné
(tj. nésledujici rok). Prezentované¢ vysledky pochazeji pouze z pozorovani semenackl
pochézejicich ze sbéra let 2006 az 2008. Pozorovani navazuji na vysledky piedchézejici
kapitoly a jsou shrnuta v tabulce 5. Z udaji pro prvni sezonu je ziejmé, ze semendcky
v prvnim roce nekvetou a tudiz neprodukuji vlastni potomstvo. Celkové mezi semenacky
prezivaji dobfe 4x, 5x a 6x cytotypy, které jsou zastoupeny i mezi dospélymi rostlinami
v populacich. Vétsina téchto rostlin je schopna v nasledujici vegetacni sezoné (tab. 5. sezona
I1.) vyprodukovat své vlastni potomstvo at’ uz vegetativni nebo generativni cestou. Extrémni
cytotypy, zde reprezentované pouze 7x, jsou schopny piezivat i do druhé sezony, avSak pouze
ve vegetativnim stavu. Tyto rostliny dosahuji nevelkych rozmnérfi, rostou pomalu, na

zacatku léta obvykle zasychaji a toto obdobi pfeckéavaji v dormantnin stavu.
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Tab. 5. Piehled prezivajicich semenackt s ohledem na jejich ploidni Groven a cytotyp matetské rostliny (bez
semenackd ze sbérti roku 2009; P €. ...populace ¢islo; PP ...ploidie populace; PMR ...ploidie matefské rostliny;
PS ...ploidie semenackd; * rostliny v sezén¢ I. nekvetly; ** vytvofeny nadzemni organy; Sezéna I. rok sadby
mesic Cerven; Sezdna II. nasledujici rok mésic ¢erven).

Sezona |.* Sezonal ll.
. n
Pe PP PMR semenacka PS Preziva Kvete % z
PreZiva % Preziva™ % Kvete prezZivajicich
1;3;4 4x 4x 66 39 59,1 4x 29 43,9 18 62,1
5x 1 1,5 1 100,0
5;7;:10 5x 5x 85 50 58,8 4x 4 4,7 1 25,0
5x 26 30,6 14 53,8
6x 2 2,4 1 50,0
7x 1 1,2 - -
11;12 6x 6x 26 17 654 5x 6 23,1 1 16,7
6x 9 34,6 5 55,6
13;14;15;16 4x; 5x 4x 192 121 63,0 4x 96 50,0 46 47,9
5x 1 0,5 1 100,0
5x 9 1 11,1 4x 1 11,1 1 100,0
17;18 4x; 6X 4x 336 243 72,3 4x 194 57,7 142 73,2
5x 2 0,6 2 100,0
6x 5 1,5 3 60,0
7x 1 0,3 - -
6x 1 1 100,0 - - - -
19;20;21;24 5x; 6x 5x 102 67 65,7 4x 16 15,7 12 75,0
5x 31 30,4 19 61,3
6x 1 1,0 1 100,0
6x 2 2 100,0 6x 1 50,0 - -
4x; 5x;
25;26;27 6x 4x 44 18 40,9 4x 17 38,6 7 41,2
5x 31 12 38,7 5x 7 22,6 4 57,1
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5.6  Variabilita generativniho potomstva

V prabehu experimentu byly zaznamenény generativné vzniklé rostliny, které se v charakteru
kvétenstvi a barvé kvéti vyznamné odliSovaly od typickych rostlin Allium oleraceum.
U téchto rostlin lichookolik neobsahoval pacibulky (obr. 11). Nicméné se tyto rostliny
v pfezivani neodchylovaly od ostatnich, typickych rostlin s pacibulkami. Uvedeny znak
(absence pacibulek v kvétenstvi) byl pozorovan u téchto rostlin i v dalSich vegetacnich
obdobich. Takovych rostlin bylo vypéstovano 6, vSechny jsou tetraploidni a pochdzeji od Sesti
tetraploidnich matetskych rostlin z populace ¢. 16 a 17.

Dale byla pozorovana vyraznd variabilita v poc¢tu a barvé kveéti u generativnich
potomkli vyprodukovanych jednou matetfskou rostlinou (obr. 12). Stejna variabilita byla
pozorovana i mezi rostlinami vypéstovanymi ze semen matetskych rostlin stejného cytotypu

pochazejicich ze stejné populace.
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Obr. 11. Ptehled rostlin, které ve svém kvétenstvi neobsahuji vegetativni rozmnozovaci propagule,
tzv. pacibulky. Vsichni jedinci byly vypéstovani ze semen. A - D tetraploidni rostliny z populace ¢. 17; E a F
tetraploidni rostliny z populace ¢. 16.
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Obr. 12. Variabilita v barvé kvétl, mnozstvi produkovanych pacibulek a kvéti u generativniho potomstva: A
a B tetraploidni rostliny pochazejici od jedné 4x matetské rostliny z populace ¢. 17; C a D tetraploidni rostliny
pochazejici od dvou matefskych 4x rostlin z populace ¢. 17; E a F tetraploidni jedinci pochazejici od jedné 4x
rostliny z populace ¢. 13; G a H pentaploidni jedinci pochazejici od dvou 5x matefskych rostlin populace €. 5.
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5.7  Karyologie

Semenacky, jejichz vysledky z analyzy pritokovym cytometrem neposkytovaly dostatecnou
informaci o jejich ploidnim stupni, byly hodnoceny pomoci klasické metody roztlakovych
preparatli. Pocet chromosomt v somatické metafdzi bunék kotenovych $pi¢ek byl hodnocen
u celkem 5 rostlin (4 semenacky z 5x;6x populace ¢. 24 a 1 semenacek z 5x;6x populace
¢. 20). Pocty chromosomi byly odecitany z nejméné tii roztlaki (tj. tii kofenovych $picek).
Na kazdém ztéchto roztlakii byly hodnoceny nejméné tfi bunky ve stadiu metafaze.
Chromosomalni pocty pro rostliny z populace ¢. 24 byly 2n = 36 (u tii jedinc) a 37

(u jednoho jedince, obr. 13) a pro rostlinu z populace ¢. 20 2n = 36.

Obr. 13. Priklad somatické metafaze kotenovych $pic¢ek u semenacku pentaploidni matetské rostliny z populace

& 24 (2n=37)

5.8  Zplsob rozmnozovani - metoda FCSS

Analyza zptsobu rozmnozovni probéhla metodou FCSS (Matzk et al. 2000) na pritokovém
cytometru. Vzorky pro analyzu byly vybrany zcelkem 5 cytotypové homogennich a 4
cytotypové smisenych populaci. Pocet zméfenych semen na jednu populaci se pohyboval
v rozsahu 7-92 v zavislosti na jejich nasbiraném mnozstvi v kazdé populaci. Na zaklad¢
vysledkli mefeni prutokového cytometru je mozné fici, Ze generativni potomtsvo je

produkovéno prevazné sexualni cestou (obr. 14A). Pocet semen, ktera vznikla touto cestou
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klesa se stoupajici ploidni trovni (tab. 6). Semena vznikla sexudlné tvoifi primérné 80,8 %
analyzovanych semen u 4x, 64,5 % u 5x a 45,1 % u 6x cytotypu (tab. 6). Dale byl u kazdé¢
ploidni trovné zanalyzovéan urcity pocet semen, u kterych nebyl na grafickém vystupu
z priutokového cytometru viditelné zaznamenan pik pro endosperm (obr. 14B). AvSak neni
vyloucena jeho pfitomnost ve vzorku. Tento jev byl zaznamend u rGznych rostlin téze
populace, které krom¢ téchto semen produkovaly i semena u kterych byl endosperm
prutokovou cytometrii detekovan. V této kategorii panuje opacny trend nez u semen
vzniklych sexudlni cestou. Pocet generativnich propaguli u kterych nebyl viditeln€¢ zaznamen
endosperm stoupa spolecné se stoupajici ploidni urovni matetskych rostlin.

S ohledem na cytotypovou kompozici populaci bylo v homogennich populacich
zaznamenano prumérné 33,3 % semen bez viditelného piku pro endosperm, 54,1 % semen
vzniklych jako produkt sexudlniho rozmnoZovani a 12,6 % semen s malym mnoZstvim
endospermu (tab. 6; obr. 14C). Ve smiSenych populacich bylo primérmé zaznamenano 9,2 %
semen bez viditelného endospermu, 80,3 % semen vzniklych sexualné a 10,5 % semen
smalym mnozstvim endospermu (tab. 6). Celkem bylo analyzovdno 41 semen
v homogennich populacich a 111 semen ve smiSenych populacich.

Kromé zplisobu rozmnozovani byla detekovéana i variabilita v obsahu jaderné DNA
embrya i endospermu u semen vyprodukovanych jednou matetskou rostlinou (obr. 14D). Tato
variabilita byla pozorovana u generativniho potomstva vSech tfi sledovanych mateiskych

cytotypu (viz téz kap. 5.7).

Tab. 6. Pfehled zméfenych semen metodou FCSS (? ENDOSPERM ...v grafickém vystupu z pritokového
cytometru nebyl viditelné zaznamenan pik pro endosperm; 2 : 3 ..sexualni reprodukce, pomér
embryo : endosperm 2C : 3C; MED ... malé mnoZstvi endospermu; uvedena procenta pfedstavuji primérnou
hodnotu na ploidii matetskych rostlin)

n
PMR  zmé&fenych ? ENDOSPERM 2:3 MED
semen  n pramér (%) n primér (%) n pramér (%)
4x 87 17 72 64 80,8 6 12,0
5x 27 6 253 20 64,5 1 10,2
6x 38 11 39,1 18 451 9 15,8
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Obr. 14. Priklad grafické vystupu z pritokového cytometru pro metodu FCSS (* embryo; ** endosperm; A ...
sexualné vzniklé semeno; B ...nebyl viditelné¢ zaznamenan pik pro endosperm; C ...semeno s malym mnoZstvim

endospermu; D ...variabilita v obsahu jaderné DNA u embrya i endospermu, tfi semena jedné 5x matetské
rostliny z populace ¢. 26)
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6. DISKUSE

6.1 Zpusob rozmnozovani — metoda FCSS

Zpiisob rozmnozovani je rozhodujici pro pochopeni vzniku a udrZzovani cytotypové variability
v ramci polyploidniho komplexu Allium oleraceum. Na otdzku vzniku generativniho
potomstva poskytla moznou odpovéd’ jedna z metod priatokové cytometrie — FCSS (Matzk et
al. 2000; kap. 5.8), ktera prokdzala proporci mezi obsahem jaderné DNA embrya
a endospermu v poméru 2C : 3C, tedy typickém pro sexudlni zpilisob rozmnozovani. Tento
pomér byl spolecny pro velkou cast analyzovanych semen bez ohledu na cytotyp mateiské
rostliny. Nicmén¢ bylo zjisténo 1 nemalé procento semen, pro které nebyl pik endospermu na
grafickém vystupu z prutokového cytometru zachycen. Vzhledem k celkové nizkému poctu
bun¢k endospermu v porovnani s embryem je mozné usuzovat na moznost, ze v danych
ptipadech nemuselo byt pfitomno dostatecné mnozstvi bun€k endospermu, které by mohly byt
zachyceny pritokovou cytometrii. K této domnénce ptispiva i fakt, ze v n€kolika ptipadech
byl zaznamenan signal pro endosperm, ktery polohou odpovidal na sexualni reprodukci, avSak
byl nedostacujici pro analyzu. Existuji taxony, u kterych je endosperm silné redukovan nebo
upln¢ chybi; napt. Celed Orchidaceae (Baroux et al. 2002), ale také taxony, jejichz
endosperm je brzy po dozrani semene spotiebovan zarodkem; napt. rod Hieracium
(Krahulcova & Suda 2006). Pokud jsou takova semena analyzovéana pratokovou cytometrii,
chybi na grafickém vystupu signal pro endosperm.

V ptipad¢ 4. oleraceum mize byt nepfitomnost endospermu podminéna geneticky,
nebot’ byla zaznamendna napfi¢ vSemi analyzovanymi populacemi bez ohledu na ploidii
matefské rostliny ¢i cytotypovou kompozici populaci. Dokonce 1 velké procento abortovanych
semen v jednotlivych populacich mize podporovat tuto domnénku. V zavislosti na polyploidii
druhu a zjisténé produkci geneticky nevyrovnanych pylovych zrn (Fialova 1996) je mozné
usuzovat na moznost aborce endospermu v disledku disproporce mezi mateiskou a otcovskou
davkou geni. Tuto hypotézu by mohl podporovat i stoupajici pocet tohoto typu semen
spolecné se stoupajici ploidii matetfskych rostlin. Zde se mohou uplatnit dva obecné
ptedpoklady. Za prvé, vyssi cytotypy mohou v pribéhu meiosy tvofit daleko vice anomalnich
gamet nez niz$i ploidni urovné, zvlasté v piipadé, kdy se jedna o liché ploidni stupné. Za
druhé, vysoké procento geneticky nevyrovnanych gamet muze vypovidat o homolognim
charakteru chromosomil v jadrech bunék polyploidi (Levin 2002). Pro spravnou tvorbu

endospermu je zapotiebi, aby oba rodicovské genomy byly ve spravném poméru v zavislosti
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na typu zarodecného vaku. Zména tohoto poméru vede k aborci endospermu (Kermicle
& Alleman 1990). AvSak byly zaznamenany piipady, kdy je tolerovdno nevyrovnané
zastoupeni otcovského a mateiského genomu v endospermu (Spielman et al. 2003), coz
umoziuje vyvoj semene s neobvyklym ploidnim stupném endospermu.

Jednou zmoznosti je i pfitomnost endospermu a pomér mezi DNA embrya
endospermu 2C : 2C, a to vyvojem z redukovaného zarode¢ného vaku s oplodnénim vaje¢né
bunky redukovanou otcovskou gametou a autonomnim vyvojem centrdlni bunky do
endospermu (Qu et al. 2010). Podstatnou otazkou je, zda by takova semena byla viibec
schopna vykli¢it. Pro nalezeni odpovédi je zapotiebi provést dalsi studie.

Dalsi moznosti, jak vysvétlit nepfitomnost endospermu v semenech, je disproporce
v rozd€lovani asimilatl pii vyvoji semen. Kvéty tohoto druhu obsahuji trojpouzdry semenik
sdvéma vyvinutymi vajicky v kazdém pouzdie (Duchoslav 2000). Naroky na dostatek
asimilati mohou byt na této urovni velké, a to jak vramci jednoho kvétu, tak i celého
kvétenstvi (Bazzaz & Carlson 1979) .

Ptekvapujici je 1 vysokd produkce vitadlnich pentaploidnich semen, kterd piiméla
autory Astrom & Heggstrom (2004) uvazovat o jejich mozném apomiktickém ptvodu.
Apomixie je znama u n¢kolika malo druhd rodu Allium. V téchto ptipadech se jednalo vzdy
o diplosporii a partenogeneticky vyvoj embrya (Kojima et al. 1994). Avsak dle vysledki
prutokové cytometrie vznikla vétSina semen pentaploidi pravdépodobné sexualni cestou.
Toto zjisténi je velmi zajimavé nebot’ jako lichy ploidni stupeii by méli mit velmi
nepravidelny prib¢h meiotického déleni, na jehoz konci vznikaji rtizné typy gamet

s euploidnim i aneuploidnim poctem chromosomu (Kovacik 1983)
6.2  Cytotypova kompozice populaci a produkce generativniho potomstva

U celkem 13 populaci byla provéfena jejich cytotypova kompozice. Diky tomuto
podrobnéjsimu skriningu se podafilo odhalit vyskyt dalSich cytotypii v novych i v dfive jiz
analyzovanych populacich, které byly ptivodné povazovany za homogenni, nebo u nichz byl
znam vyskyt pouze dvou cytotypt (Safafova 2004). Podstatnym zjisténim je vétsinou vyrazna
dominance jedné z ploidnich urovni u smisenych populaci. Mezi témito populacemi vSak na
druhou stranu panuje znacnd heterogenita v tom, ktery z cytotypt ptevazuje. Tento jev
popisuje i Safafovd & Duchoslav (2010) v praci zabyvajici se distribuci cytotypt Allium

oleraceum v rémci smiSenych populaci. Autofi zde dale uvadeji, ze zjisténé kompozice
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smiSenych populaci mohou byt vysledkem piisobeni riznych mechanismt, jako je naptiklad
pfevazujici vegetativni rozmnozovani, prostorové lokalni Sifeni nebo stanovistni heterogenita.

Zjisténa dominance vzdy jednoho z cytotypl se projevuje i na trovni fertilnich rostlin,
a jesté vice, pokud je zohlednén pocet kvéth produkovanych jedinci daného cytotypu.
Podstatnou vyjimku predstavuji populace s dominantnim zastoupenim hexaploidnich rostlin.
V tomto ptipadé€ vlivem nizkého poctu kvétd hexaploidnich rostlin dochézi Casto k prevraceni
pomeéru mezi cytotypy ve prospéch toho minoritniho, pokud je vyjadien jako proporce na
urovni jedincl. Prezentovany vysledek tak muZze podstatné ovliviiovat cytotypové slozeni
generativniho potomstva, nebot’ pocet vyprodukovanych kvéti je uzce spjat s produkei pylu
a semen.

Je mozné zvazovat hned nckolik hypotéz pokousejicich se vysvétlit jejich podil
minoritniho cytotypu na genetické konstituci generativniho potomstva. V prvni fadé cytotyp,
ktery je v mens$iné, nemusi vibec ptispivat do sexudlni reprodukce, a nebo se na ni podili jen
ve velmi malém procentu pfipadll. Stejné tak muize byt pouze donorem pylu, coz by pak
mohlo vyznamné ovliviiovat genomovou vybavu nové vznikajiciho potomstva jiného
cytotypu. A v neposledni fadé miize produkovat své vlastni potomstvo, které umoznuje jeho
udrzeni v populaci. Navic je zfejmé, ze udrzeni cytotypového slozeni populace je mozné i bez
ucasti generativniho rozmnozovani, a to vegetativné produkci pacibulek a dcefinych cibuli,
coz je typickd vlastnost vSech cytotypti A. oleraceum (Duchoslav 2000; Fialova 2005).
Asexudlni zplisob rozmnozovani byva dulezitym faktorem piispivajici k udrzeni populace
druhu na dané lokalité (Ceplitis 2001).

Dalsi fenoménem je piezivani a udrzovani druhu na lokalité u velmi malych populaci.
I v této praci jsou zahrnuty populace Citajici primérné 10 az 50 jedincti. Jsou jimi napiiklad
populace ¢islo 3 a 7. Otazkou je, jak toto slozeni populace muze ovliviiovat produkci
generativniho potomstva. Zde miize mit vegetativni propagace spolu s existujici moznosti
prolomeni autoinkompatibility velky vyznam pro udrzeni se na daném stanovisti. Podle
obecnych poznatkli jsou malé populace silné¢ ohrozeny pilisobenim genetického driftu
a inbridingu (Ellstrand & Elam 1993). AvsSak v ptipad¢ polyploidl je toto nebezpeci daleko
mensi. Pouze velmi malé procento potomku tetraploidi, ktefi jsou produkty samoopyleni, je
homozygotnich (Briggs & Walters 2001). Jak ale ukdzala prace Jirové (Jirova 2007),
samoopyleni neni vlastnosti typickou pro tento druh ¢esneku. Tato schopnost byla prokézana
experimentalné pouze u hexaploidniho cytotypu. Pfesto nelze vyloudit, ze zde existuje
moznost fungovani tzv. mentor efektu, ktery ale Jirova (2007) diky uplné kastraci kvéth

v jejim experimentu nemohla prokazat.
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Podstatnou otazkou je i1 jaky vliv méa samotné cytotypové sloZeni populaci na
reprodukéni charakteristiky (tj. proporce abortovanych/neabortovanych kvéti/semen), které
stoji za uspésnou produkei zivotaschopného generativniho potomstva. Vyse popsané vysledky
ukazaly, ze ploidni kompozice populace neni rozhodujici faktor pro uspeésnost v produkci
generativniho potomstva, avSak ploidie matetfské rostliny ano. Nicméné byla detekovana
velka variabilita v rdmci jednotlivych populaci, coz mize vyznamné ovliviiovat prezentované
vysledky, a proto je nutné knim pfistupovat obezietné. Celkové se data pro pocty
abortovanych a neabortovanych kvétii/semen a uspéSnost kvéti viceméné shoduji s vysledky
Ohryzka (2007). To znamena, ze tetraploidi tvofi vice neabortovanych semen nez zbylé dva
cytotypy a tento trend byl zaznamenan i pro semena abortovana. Nutno vSak podotknout, Ze
Ohryzek (2007) pracoval s rostlinami péstovanymi na experimentalnim pozemku s moznosti
volného spraseni vSemi moznymi cytotypy.

Celkové se da fici, ze i pfestoze maji tetraploidi vys$si produkci semen na kvét nez
penta- a hexaploidi, produkuji i vys§i procento abortovanych semen. Mezi pentaploidy
a tetraploidy byla zjisténa shoda v produkci neabortovanych kvétt, avSak pentaploidi maji
celkové méné¢ vyprodukovanych semen na kvét. To mize souviset pravé s lichym poctem
chromosomovych sad vjadrech somatickych bun€k a nevyrovnanym pribéhem
mikrosporogeneze (Fialova 1996). Zajimava je 1 situace u hexaploid, kde byla sice
zaznamenana (velmi) nizka produkce kvétt 1 semen, ale pokud bychom méfili uspéSnost na
skutecny uspéch je v tomto sméru zavisly spiSe na poctu vyklicenych semen a piezivajicich
semenackd, nebot’ mira pylové a semenné fertility je rdmci jednotlivych polyploidnich druhii

velmi variabilni a pohybuje se v rozsahu od 0 % do 100 % (Ramsey & Schemske 2002).
6.3  Kliceni semen a dormance

Klic¢eni semen bylo zalozeno na poznatcich, které v tomto sméru pfinesly prace Astrém
& Heeggstrom (2004) a Ohryzek (2007). Semena tak byla kli¢ena za stejnych podminek, jaké
popisuji uvedeni autofi, tj. pti 7 °C za stalé tmy. D4 se fici, ze tyto podminky dobie simuluji
situaci v pfirodnim prosttedi, kterd nastava v pribehu podzimu a ¢asného jara.

Vlivem pulsobeni nizké teploty v pribéhu germinace doslo k prolomeni dormance
semen, coz umoznilo jejich vykli¢eni (Phillips 2010). AvsSak i pies tuto iniciaci zustalo ve
vzorcich mensSi procento nevyklicenych semen. Thompson et al. (1997) uvadéji, ze

A. oleraceum ma transientni banku semen, tj. semena pfetrvavaji v pidé¢ méné nez jeden rok.
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Data v této praci ukazuji, Ze jista ¢ast vysetych semen nebyla na konci experimentu mrtva, ale
ziva, patrné v dormantnim stavu. Pro jednotlivé cytotypy byly zaznamenany tyto primérné
hodnoty proporci dormantnich semen: pro 4x 4,6 %, pro 5x 3,5 % a pro 6x 8,0 %. I ptesto, ze
hexaploidi maji celkové vétsi podil dormantnich semen, statistické analyzy ukézaly pouze
slabé signifikantni vysledek. Podstatnou otazkou je, jak dlouhou dobu by tato semena mohla
pretrvavat v dormantnim stavu a zdali by vlbec byla schopnd wvyklic¢it? Podobnou
problematikou se zabyvala 1 Ronsheim (1994) u morfologicky podobného druhu A. vineale.
Ta porovnavala kli¢ivost semen v laboratofi a v pfirodnich podminkach. Dosla k zavéru, ze
semena uchovana v laboratornich podminkach jsou schopna vyklicit i po tfech letech, zatimco
v ptirozenych podminkach si zachovavaji kli¢ivost pouze po dobu jednoho roku. Je znamo, ze
se zvysujici se dobou dormance, resp. setrvanim v semenné bance, dochazi ke hromadéni
chromosomalnich aberaci v bunkéach zarodku. U dané kohorty semen v semenné bance tak
s vékem dochdzi ke hromadéni chromosomalnich mutaci, které maji za nésledek pokles
zivotaschopnosti propaguli az o 50 % (Levin 2002). Je pravdépodobné, ze toto je jednou
zmoznych pfi¢in nizkého poctu dormantnich semen u A4. oleraceum. Bylo by vhodné
v budoucnosti jev otestovat otestovat nebot” mohl poskytnout zajimavé informace o dobé, po
kterou jsou semena schopna pietrvavat v dormantnim stavu.

Na sledované charakteristiky (tj. po€et vyklicenych, mrtvych a dormantnich semen)
nemélo zasadni vliv cytotypové slozeni populace, avSak variabilita mezi jednotlivymi
populacemi byla velkd. Ptikladem toho muze byt populace ¢islo 2, kterd se v procentu
vyklicenych semen vyznamné odchylovala od vSech ostatnich homogennich tetraploidnich
populaci, ¢imz vyrazné ovliviiovala vysledek statistickych analyz. Zajimavé je, Ze semena
z této populace na prvni pohled nejevila znamky aborce nebo nedostatecné vyvinutého
endospermu. Avsak pii vyhodnoceni proporce mrtvych a dormantnich semen dosahovaly oba
parametry vysokych hodnot. Nutno podotknout, Ze v tomto piipadé nebyl vysledek ovlivnén
nizkym poctem testovanych semen, jako napiiklad u populace ¢islo 10. Neni jisté, co bylo
pfi¢inou tak nizkych hodnot kli¢ivosti. AvSak vtomto piipadé¢ byly sbéry propaguli
provedeny pouze v jednom roce a tak je mozné, ze v pritbé¢hu sezony mohlo dojit k piisobeni
n¢jakého faktoru, ktery zapticinil tak vysokou letalitu semen. Takové faktory mohou mit
fyzikalni, ale i chemickou podstatu (Jain 2010). Dal$i moZnosti je, Ze rostliny s dozravajicimi
semeny byly sbirdny pfili§ brzy a semena tak nemohla fadn¢ dokoncit svlij vyvoj.

Bez ohledu na anomalni chovani populace ¢islo 2 se proporce vyklicenych semen pro
jednotlivé ploidie vyznamné neliSily. Primérny pocet vyklicenych semen se pro 5x a 6x

cytotyp pohyboval okolo 75 %, zatimco u 4x byla tato hodnota nizsi - 65,2 % vykli¢enych
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semen. Tento vysledek je ve shodé se zjiSténim Astroma & Heggstroma (2004). Ti uvadeji
vyznamné niz§i primérné procento vyli¢enych semen v ptipadé tetraploidii (51,8 %) nez pro
pentaploidy (68,1 %). Nizké procento vykli€enych tetraploidi je ve shod€ i se zjiSt€nim
Ohryzka (2007), ktery vSak uvadi o néco vyssi primérné hodnoty pro jednotlivé cytotypy:
pro tetraploidy 70 %, pro pentaploidy 79 % a pro hexaploidy 80 %. AvsSak kdyz byl spocitan
celkovy pocet fertilnich semen (tj. vykli¢end + dormantni), doSlo k vyraznému vzestupu
pramérnych hodnot. Tetraploidni rostliny tak primérné vyprodukovaly 70 %, pentaploidni 79
% a hexaploidni rostliny 83 % fertilnich semen. Rozdily v prezentovanych vysledcich mohou
zaznamenana velkd variabilita mezi jednotlivymi populacemi. Navic rostlinny material
pouzity v piipad¢ prace Ohryzka (2007) pochézel z experimentalniho pozemku, kde mohlo
dochazet k volnému spraSeni mezi cytotypy. Pfesto se ale vSechny prace shoduji v nizSim
procentu vyklicenych semen tetraploidii oproti vyS$im cytotyptim. Tento vysledek spolu

s nizkym procentem dormantnich semen je velmi zvlastni a bude zapotiebi jej jeste provetit.
6.4  Cytotypova kompozice generativniho potomstva a ptivod smiSenych populaci

Jak ukazaly vysledky pratokové cytometrie, je schopen druh Allium oleraceum produkovat
cytotypoveé variabilni generativni potomstvo. Tato variabilita byla zjiSténa mezi semeny
1 semenacky, které byly vyprodukovany 4x; 5x 1 6x matefskymi rostlinami.

V ptipad¢ tetraploidnich matetskych rostlin byly s nejvétsi frekvenci produkovany 4x
(86,5 %) semena a jiz v daleko méné piipadech byly zaznamenany i jiné cytotypy, jako jsou
3x (1,0 %), 5x (8,3 %), 6x (1,6 %) a 7x (2,6 %). Neptitomnost 8x cytotypu, ktery by mohl
vzniknout nasledkem splynuti dvou neredukovanych gamet tetraploidnich rostlin (4x + 4x) je
patrné zapfiCinéna extrémné nizkou pravdépodobnosti splynuti a naslednou neaborci dvou
neredukovanych gemet. Ramsey & Shemske (1998) uvadéji, ze frekvence vzniku tetraploid
splynutim dvou 2n gamet je velmi nizka, a to pouze v 0,0025 % piipadi. Obdobna situace
byla naptiklad zaznamenana 1 pfi umélém kiizeni mezi tetraploidnimi jedinci u Hieracium
echioides (Peckert & Chrtek 2006). V tomto experimentu byly mezi potomky pifitomny pouze
tetraploidni a v menS$i mife i hexaploidni rostliny, které vznikli nésledkem splynuti
redukovanych a neredukovanych gamet. Vyskyt oktoploidi nebyl zaznamenan (Peckert
& Chrtek 2006). Velmi ptekvapujici je 1 pfitomnost triploidnich a heptaploidnich potomk,
zvlasté pak v homogennich populacich. Nicméné variabilita popsana mezi semeny jiz neni

zaznamenana mezi napéstovanymi semenacky. Vyjimku tvoii pouze smiSend (4x;6x)
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populace 17, kde bylo kromé tetraploidii zméfeno i po jedné rostlin€ 5x, 6x a 7x. Avsak tento
vysledek je zaloZzen na vétSim poctu vzorki, nez se kterymi bylo pracovano v ostatnich
piipadech, a tak muze vypovidat o nizké pravdépodobnosti, sjakou se tyto cytotypy
v potomstvu vyskytuji. Zjistény ploidni charakter semen nasvédcuje, ze neredukované gamety
mohou byt produkovany v pribéhu meiotického déleni.

Uvedené cytotypy byly s riiznou frekvenci zaznamendny ve smisenych i homogennich
populacich. To je zajimavé nebot’ pfitomnost takto variabilniho potomstva v homogennich
populacich miize svéd¢it o velmi nepravidelném pribéhu meiotického déleni tak, jak jej
popsala Fialova (1996) a Levan (1933). Zaroven naprostad absence téchto cytotypli mezi
semenacky ukazuje na silnou selekci ptsobici proti takovym chromosomovym poctim, diky
¢emuz by mohl byt zachovavan homogenni charakter populace. Avsak tento vysledek je
zalozen na velmi nizkém poctu zmeéfenych semenaCkli a neni vylouceno, Ze v dalSich
mefenich budou odhaleny i jiné cytotypy. V ptipad¢ smisenych populaci by se sledovana
variabilita jiz dala vysvétlit pfitomnosti druhého (druhych) cytotypu a jeho piispévkem
(pylem) do generativniho rozmnozovani. Zajimava je uplna absence 6x a 7x cytotypu mezi
semeny tetraploidii ve smiSenych populacich 4x;5x, kde by tyto cytotypy mohly vznikat
v disledku opyleni pentaploidy. Nicméné mezi fetilnimi rostlinami téchto populaci byla 5x
rostlina zaznamenana pouze v jednom piipadé, a bylo by tedy mozné uvazovat i 0 mozZnosti,
ze se tento cytotyp na generativnim rozmnozovani podili pouze vzacné.

Ani v ptipad¢ smiSenych populaci (tj. 4x;5%, 4x;6X, 4x;5x;6X) nebyly mezi semenacky
zaznamenany jiné cytotypy nez tetraploidni. Vyjimku tvoii pouze jiz vySe popsany piipad
v populaci 17 (4x;6x), na jehoz zaklad¢ by se dalo usuzovat, ze vznik smisené populace touto
cestou by byl velmi vzacnou udalosti.

Pro generativni potomstvo pentaploidnich matefskych rostlin byla zjiSténa podobna
situace. Mezi semeny byla s nejvétsi frekvenci produkovana 5x semena (68,9 %). Déle pak
vyznamné procento potomkii mélo 6x charakter (22,6 %). Ve zbylych piipadech byla
produkovana 4x (7,3 %); 7x (0,6 %) a dokonce i 8x semena (0,6 %). Situace mezi semenacky
byla ponc¢kud odlisni. Na této urovni doslo ke vzestupu ve frekvenci vyskytu 5x (80 %)
cytotypu. Ale v ptipadé€ 6x (3,4 %) cytotypl byl zaznamendn vyrazny pokles jeho pocetnosti
v potomstvu. Naopak zastoupeni 4x (15,2 %) vyznamné vzrostlo. Kromé téchto cytotypil se
mezi semenacky udrzovalo i malé procento 7x (1,4 %) rostlin. Je nutné podotknout, ze soubor
byl vpoctu zméfenych semen a semenackii znacné nevyvazeny. Nicméné v ramci
homogennich populaci je produkovano potomstvo rizné ploidni trovné od 4x az po 7x. Tento

vysledek opét odpovidd pozorovani Fialové (1996), které hovoii o vysoce nepravidelném
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pribéhu meiotického déleni pentaploidd, na jehoz konci je produkovan pyl s variabilnim
eu- a aneuploidnimi chromosomovymi poCty v rozmezi n = 15 az 23. Zajimavy je vyskyt
hexaploidli mezi semeny i semenacky. Ty pravdépodobné reprezentuji produkty splynuti dvou
3x gamet, jedné 4x a 2x gamety nebo rizné kombinace aneuploidnich a euploidnich
chromosomovych sad. To by mohlo vysvétlovat jejich vyrazny pokles mezi semenacky
vlivem chromosomalni nerovnovahy zptsobené aneuploidii. Ve smiSenych populacich (zde
5x;6x) nastava podobna situace. Zde by se na produkci generativniho potomstva mohli podilet
1 hexaploidi, o ¢emZ nasvédCuje pritomnost jednoho 8x mezi semeny. Stejné jako
v homogennich populacich zde dochazi k vyraznému poklesu hexaploidii mezi semenécky.
O mozném vlivu anomalnich chromosomovych pocti na cytotypové slozeni semenackil
vypovida 1 nalezeni péti aneuploidnich jedinct vyprodukovanych pentaploidnimi matetskymi
rostlinami. Navic tito jedinci byli pritokovym cytometrem pfifazeni ve Ctyfech piipadech
k tetraploidnimu cytotypu a v jednom k pentaploidnimu cytotypu. Neni tedy vylouceno, Ze se
takovych aneuploidnich rostlin mezi semenacky nachédzi vice. Pfitomnost aneuploidniho
jedince mezi semendCky pentaploidnich rostlin zaznamenala i1 Fialova (1996). Bohuzel je
malo znamo o frekvenci vyskytu aneuploidii mezi adultnimi jedinci v pfirodnich populacich,
protoZze pocty analyzovanych rostlin pomoci klasickych karyologickych technik nejsou
vysoké, ale dosavadni udaje nasvédCuji, ze bude patrné nizka, protoze z4ddnd z dosud
publikovanych studii (viz Duchoslav et al. 2010) aneuploidni dospé€lé jedince nezjistila.
Ptekvapujici je 1 dominantni zastoupeni pentaploiniho cytotypu mezi semeny i semendcky. To
by mohlo poukazovat na néktery ze zpiisobii apomixie (Astrt')m & Heggstrom 2004). Avsak
vysledky z pratokové cytometrie (FCSS kap. 5.8) poukazuji spiSe na sexudlni reprodukci.
SpiSe lze tedy fici, ze pentaploidni smena jsou produkty splynuti 3x a 2x gamet, coz
pravdépodobné poukazuje na jejich intenzivni tvorbu v pritbéhu meiotického déleni.

V generativnim potomstvu hexaploidnich rostlin pfevazoval opét cytotyp matetské
rostliny, 87,7 % vpfipadé¢ semen a 67,6 % vpiipad¢ semendckii. Druhym
nejfrekventovanéjSim cytotypem byli pentaploidi, ktefi mezi semeny byli zaznamenani v 6,6
% ptipadl a mezi semendcky v 32,4 % ptipadld. Mezi semeny byli jeSt¢ navic nalezeni
1 hepta- (3,8 %) a oktoploidi (1,9 %), a to pouze vramci smiSenych populaci (5x;6x
a 4x;5x;6x), kde k jejich vzniku mohl pfispét i dalsi cytotyp. Vyrazné zastoupeni 5x a 6x mezi
semeny 1 semenacky umoziuje pfedpoklddat, Ze hexaploidi pravdépodobné produkuji
prevazné tetraploidni, triploidni a diploidni gamety.

Otéazkou je, jak tyto zjisténé konstituce cytotypli v generativnim potomstvu mohou

ptispivat do ploidniho sloZeni jednotlivych populaci. V experimentdlnich podminkach
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vétSinou dobie ptezivali tetraploidni, pentaploidni i hexaploidni semenacky bez ohledu na
ploidni urovnen mateiské rostliny. Naopak jen vyjimecné piezivali i heptaploidni jedinci,
avsak jejich rtst byl velmi pomaly. Jiné cytotypy nebyly mezi semenacky detekovany.

Homogenni populace vznikly pravdépodobné jako vysledek migrace propaguli na
nové stanovisté nebo v misté vyskytu smisSené populace po vymizeni jednoho z cytotypii.

Piivod smisenych populaci je mozné vysvétlit dvojim zplsobem. Bud mohly
vzniknout jako disledek sekundarnich kontakti mezi diive allopatricky se vyskytujicimi
cytotypy (Petit et al. 1999) nebo primarné pfimo uvniti populace nékteré z ploidnich urovni
(Ramsey & Schemske 1998).

Nad plvodem cytypové smiSenych populaci A. oleraceum uvazuji ve své praci
Safatova & Duchoslav (2010). Autofi zvazuji mozny polytopicky vznik smiSenych populaci
4x;6x a 4x;5x;6x zapfi¢inény fuzi redukovanych a neredukovanych gamet. Tento fakt
podporuje i celkem omezena distribuce hexaploidii v ramci Evropy (Duchoslav et al. 2010)
a jejich pfitomnost mezi generativnimi potomky tetra- i pentaploidii prezentovana v této praci.
Vznik smiSenych populaci touto cestou piipousti i Marhold et al. (2009): v rdmci
polyploidniho komplexu rodu Cardamine se objevuji tetraploidni populace se
sporadickym vyskytem hexaploidii, coz muze nasvédCovat vzniku in situ. Z vysledkl
prezentovanych v této praci je patrné, Ze rostliny homogennich tetraploidnich populaci jsou
schopni produkovat cytotypové variabilni potomstvo. Nicméné tato variabilita jiz nebyla
zachycena mezi semenacky. Bohuzel je toto pozorovani zalozeno na extrémné nizkém poctu
zmétenych semenackll a tak neni mozné vyloucit, Ze pii vétSim poctu opakovéani by byl
vysledek odlisny. Jak je vidét na populaci ¢islo 17, kterd se d& z divodu velmi nizkého poctu
fertilnich hexaploidnich rostlin povaZovat téméf za homogenni, zlstdva generativni
potomstvo prevazné tetraploidni. Pouze ve tfech ptipadech byl zaznamenan jiny cytotyp nez
matefsky. Neni jisté, zdali je tato extrémné vzacna frekvence vyskytu hexaploida a piipadné
1 pentaploidii postacujici pro zformovani smiSenych populaci 4x;6x a 4x;5x;6x. AvSak
sporadicky vyskyt hexaploidli v ramci 4x;6x populaci je ve shod¢ se zjisténim Marholda et al.
(2009) a Qu et al. (2010), ktefi primarni vznik populaci této cytotypové kombinace
pripoustéji.

Vzhledem k tomu, Ze mezicytotypova hybridizace neni v piirod¢ vzacnou udalosti
(Ramsey & Schemske 1998), je mozné uvazovat o vzniku dalSich typi smiSenych populaci.
V ptipadé populaci 4x;5x;6x mohlo dojit k jejich formaci tfemi moznymi zptsoby: 1. V rdmci
4x;6x populace doslo ke zpétné hybridizaci hexaploidu s tetraploidy. 2. Pentaploidni rostliny

byly produkovany pouze tetraploidy bez piispéni hexaploidi ve smiSené populaci 4x;6x.
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3. Tetraploidni rostliny mohly byt produkovany pentaploidy ve smiSené populaci 5x;6x.
V prvnich dvou ptipadech by se dle vysSe uvedenych vysledkli jednalo o velmi vzacnou
udalost. Hexaploidi produkuji celkové malé mnozstvi kvétl, coz zvySuje vyznam
vegetativniho rozmnozovani pro tuto ploidni uroven. Tuto hypotézu podporuji 1 vysledky
Staitkové (2005), kterd zjistila malou genetickou variabilitu 6x ve smiSenych populacich
s dominanci 4x rostlin. Naopak tetraploidi a pentaploidi byly ztohoto hlediska znacné
variabilni, coz mize souviset s vétsi produkei kvétii a o néco veétsim poctem neabortovanych
semen. Nejpravdépodobnéjsi je proto moznost 3. A to 1 vzhledem k: (i) frekvenci, s jakou se
vyskytuji  pentaploidi a tetraploidi ve smiSenych 4x;5x;6x populacich; (ii)
ploidnimu charakteru  generativniho potomstva, které produkuji pentaploidi;  (iii)
vSeobecnému rozsifeni pentaploida.

Safatova & Duchoslav (2010) uvadgji, Ze v piipadé 4x;5x a 5x;6x populaci je jejich
cytotypové variabilit¢ uvnitf i mezi populacemi a castému sympatrickému vyskytu
s homogennimi populacemi chyb¢jicitho cytotypu. Vzhledem k ploidnimu charakteru
generativniho potomstva pentaploida je mozné uvazovat o primarnim vzniku téchto populaci.
V ptipad¢ hexaploidiit by mohlo dochazet k jejich formaci pres fuzi 3x a 3x; 4x a 2x gamet
a mozna i 5x a 1x gamet za predpokladu, Ze jsou tvofeny neredukované a haploidni gamety.
Navic tvorba haploidnich gamet (1 Cx) v pritbéhu meiosy nebyla zaznamendna (Fialova
1996). Ponc¢kud komplikovanéjsi muize byt vznik tetraploidnich jedinci. Ty jsou
pravdépodobné formovani jako produkty splynuti 2x a 2x gamet. Dalo by se uvazovat i o fuzi
3x a Ix gamet nebo o mozném partenogenetickém vyvoji 4x vajecné bunky. AvSak tato
moznost je vysoce spekulativni. Siroka distribuce pentaploidi (Safafova 2004) a jejich nizka
frekvence v nékterych 4x;5x populacich dava ptilezitost uvazovat o0 mozném sekundarnim
kontaktu mezi témito cytotypy. Obdobné i v piipadé nékterych 5x;6x populaci Ize tuto
moznost pfipustit stejné€ jako jejich primarni vznik skrz potomstvo hexaploidi, u kterych byla
zaznamenana produkce pentaploidnich potomkt i v homogennich populacich.

Nicméné toto jsou vysledky pro experimentdlni pozemek a je velmi mélo znamo
0 mozném piezivani semenackl v ptirozenych podminkach, kde se museji navic vyrovnat
s konkurenénim tlakem vegetativné vzniklych jedinc. Podobnym problémem se zabyval
Ceplitis (2001), ktery zkoumal vyznam sexuélni a asexudlni reprodukce pro evoluci druhu
Allium vineale. Jeho vysledky poukazuji na pfevahu vegetativniho rozmnozovani stejné jako
tomu je vpiipadé A. oleraceum (Fialova 2005). AvSak podle molekularni analyzy

chloroplastové DNA neodpovida sloZeni populaci klonalni struktufe, kterd by byla typicka
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pro Cisté asexudlni reprodukci druhu. Autor to vysvétluje tim, Ze vlivem silné fluktuace ve
vitalit¢ semen a pacibulek miize dochazet béhem evoluce k formaci a udrzeni vyrovnaného
reprodukéniho systému zahrnujiciho sexudlni 1 asexudlni reprodukci (Bengtsson & Ceplitis
2000). Navic udrzeni generativni reprodukce muze byt rozhodujici pro lokalni adaptaci pfi
Sifeni na nova stanovisté (Ceplitis 2001). Podobnou studii by bylo vhodné provést i pro A.
oleraceum, nebot’ je zajimavé, ze ackoliv je generativni potomstvo cytotypové variabilni, zda
se, Ze se tato variabilita neprojevuje v ptirodnich populacich. Dokazuje to 1 pozorovani
napéstovanych experimentalnich rostlin, jehoz vysledky jsou uvedené v kap. 5.6. Mezi
generativnimi potomky panuje znac¢né variabilita v poctu a barveé kvétd. Tato variabilita byla
zaznamenana jak mezi potomky jedné rostliny, tak i v ramci potomstva jedné populace.
Napftiklad u tetraploidnich matefskych rostlin populace 17 byla produkovana cela skala
potomkli od rostliny nemajici v kvétenstvi zadné pacibulky az po rostliny nemajici
v kvétenstvi zadné kvéty. Navic vSichni tito jedinci méli tetraploidni charakter. Podobna
variabilita je béZné popisovana i v rdmci druhu Allium vineale (Ronsheim & Bever 2000).
Zajimavé je zejména vypéstovani rostliny pouze skveéty a bez pacibulek, kterd zatim
v ptirodnich populacich nebyla nikdy zaznamendna. Pfitom pfitomnost pacibulek je
rozhodujici znak oddé@lujici 4. oleraceum od ptibuzného druhu A. paniculatum (Levan 1933).
Asker & Jerling (1992) uvadgji, ze tvorba pacibulek je patrné kontrolovana jednim
dominantnim genem. Je tedy pravdépodobné, Zze miize jit o recesivni homozygotni stav tohoto
znaku. Nicméné mohlo dojit i k umlceni nebo vyfazeni tohoto genu vlivem pisobeni

nékterych z genetickych ¢i epigenetickych udalosti.

6.5 Selekce

Z uvedenych vysledkl je zfejmé, ze selekce méa pravdépodobné velky vliv na cytotypové
sloZeni ptirodnich populaci Allium oleraceum. V celém experimentu byla zaznamendna na
vSech studovanych ontogenetickych urovnich, tj. fertilni rostliny, semena, kli¢eni semen
a semenacky. Z vyse uvedenych vysledka (kap. 5.1 az 5.5) je mozné usuzovat na trend, kdy
pravdépodobné dochazi k poklesu poctu neobvyklych a nevyrovnanych cytotypa
v jednotlivych ontogenetickych vyvojovych stadiich. Poukazuji na to zejména procenta
abortovanych semen, mrtvych semen zaznamenanych v pribéhu germinace, rozdil
v zastoupeni cytotypli mezi semeny/semendcky a mnozstvi prezivajicich dospélych rostlin

vypéstovanych ze semenacka.
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Produkce semen je casto limitovana velikosti populace, Zivinami, mnozstvim
a kvalitou pylu (tj. vyrovnané chromosomové pocty; kliivost pylu), které jsou v daném case
k dispozici (Haig & Westoby 1988; Campbell & Halama 1993; Hensen et al. 2004). Je vysoce
pravdépodobné, ze i1 v ptipad¢ populaci prezentovanych v této praci plisobi na produkci
generativniho potomstva stejné mechanismy. Cytotypova kompozice semen je tak vysledkem
pusobeni téchto a patrné dalSich, mén¢ znamych faktort (viz populace 2).

Vyrazné rozdily v zastoupeni ploidnich urovni mezi semeny a semenacky (napf.
nepfitomnost 7x a 8x mezi semenacky hexaploidi nebo vyrazny cytotypové homogenni
charakter semendckil tetraploidi) svedci o silné selekcei piisobici proti nékterym genetickym
a genomovym kombinacim v prubéhu kli¢eni a Casnych vyvojovych stadiich semendckd.
Podobny vysledek byl zaznamenan i v praci Krahulec et al. (2006). O néco mirng¢jsi selekce
jiz probiha mezi semenacky, jak je vidét z poctu piezivajicich a kvetoucich jedinct v kap. 5.5.

V pftirodnich populacich se k vySe uvedenym faktorim piidava jesté vliv rodi¢ovského
cytotypu, ktery je hlavnim €initelem v procesu minoritni cytotypové nevyhody (Levin 1975).
Je mozné, Ze 1 diky pisobeni silné rodicovské konkurence muze dojit k vylouceni novych
cytotypovych kombinaci. To by mohlo c¢asteCné vysvétlovat nepfitomnost nekterych
ploidnich urovni v ptirodnich populacich 4. oleraceum. Avsak jak ukazuji recentnéjsi prace je
genetickych, ekologickych a fyziologickych procestu (Baack & Stanton 2005). V tomto sméru

je tedy tfeba jesté dalSiho vyzkumu.

7. ZAVER

Vysledky prezentovaného experimentu jsou ovlivnény velkou variabilitou generovanou
vramci jednotlivych populaci a nevyrovnanymi pocty analyzovanych rostlin, semen
1 semenacki. BohuZzel tyto skutecnosti nebylo mozné piedvidat ani ovlivnit. I pies tyto

nedostatky je mozno uvést, ze v prubéhu experimentu bylo zjisténo:

1. Prevazujicim zplsobem rozmnozovani (mimo vegetativni propagace) Allium
oleraceum je pravdépodobné sexudlni reprodukce. Pro nepfitomnost endospermu na
nékterych grafickych vystupech z pritokového cytometru nebylo zatim stanoveno
jasné vysvétleni.

2. Matetské rostliny vSech cytotypt produkuji cytotypové variabilni potomstvo a to ve

smiSenych i homogennich populacich.
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3. Na vysledné cytotypové kompozici ptezivajciho potomstva se podileji selekéni
mechanizmy pisobici proti nevyvazenym genetickym a chromosomovym
kombinacim na vSech ontogenetickych vyvojovych fazich (tj. oplozeni a tvorba
semen, kli¢eni semen, prezivani semenackl a dospelych rostlin).

4. Mezi prezivajicimi generativnimi potomky byly zjiStény aneuploidni chromosomové
pocty. Ve vyjimeénych piipadech ptezivaly i rostliny neobvyklé ploidni urovné
(4. 7x).

5. Cytotypova kompozice populaci je vysledkem puasobeni kombinace primarnich
a sekundarnich kontaktti. Homogenni populace pravdépodobné vznikly uchycenim
distribuovanych propaguli dané ploidni Grovné na novém stanovisti nebo vymizenim
druhého (druhych) cytotypli z populace. 4x;6x populace vznikly pravdépodobné in
situ fazi redukovanych a neredukovanych gamet podobné jako nékteré 5x;6x nebo
4x;5x. U 5x;6x a 4x;5x populaci se na jejich vzniku mohly podilet i sekundarni
kontakty mezi homogennimi populacemi. SmiSené populace 4x;5x;6x vznikly

pravdépodobné v disledku produkce 4x cytotypu v rdmci 5x;6x smisenych populaci.

V budouci praci bude nutné se zaméfit na:

1. Provéfeni zpilisobu rozmnozovani a vysvétleni mozné ,zdanlivé™ neptfitomnosti
endospermu v nékterych semenech.

2. Experimentélni zjisténi podilu minoritnich cytotypti na produkci a generovani
cytotypové variability generativniho potomstva.

3. Piezivani semenacku v ptirodnich populacich.

4. Zjisténi skutecného vlivu generativniho potomstva na genetickou variabilitu

jednotlivych populaci.
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PRILOHA

Priloha 1. Krabicka s netkanou textilii a pucicimi pacibulkami (velikost 2,5 cm x 10 cm)

Priloha 2. Kvétinacky se semenacky byly pfeneseny na experimentalni pozemek a vsazeny do: A Ctvercd
o velikosti 1 m x 1 m a hloubce 11 cm; sadba ze sbérti roku 2006; B brazdy dlouhé 15 m a vylozené
pletivem; sadba ze sbérti rok 2007 a 2008.

- 88 -



Priloha 3. Fotodokumentace semen a pacibulek: A vitalni pacibulky; B vitalni semena; C fez pacibulkou, Sipka
oznaCuje meristém vhodny pro analyzu pritokovym cytometrem; D fez semenem, Sipka s hvézdickou
oznacuje embryo a samotna Sipka oznacuje endosperm; E detail fezu pacibulkou; F detail fezu semenem.

T
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Piiloha 4. Frekvence cytotypt v jednotlivych populacich na zacatku vegetacni sezony, v obdobi kveteni a na
tirovni neabortovanych kvétt (Fisher = FisherGiv exaktni test; * vysledky pievzaté z Safafova & Duchoslav
2010; ** vlastni sbéry + vysledky pievzaté z Safafova & Duchoslav 2010; *** vysledky prevzaté
z Duchoslav et al. 2010; bez oznaceni jsou vlastni sbéry; jako fertilni jsou oznaceny rostliny, které
vyprodukovaly nejméné jedno neabortované semeno)

Frekvence cytotypu Frekvence cytotypl Frekvence cytotypl na Urovni
P& vegetativnich rostlin (%) fertilnich rostlin (%) kvéta (%)
n 4x 5x 6x n 4x 5x 6X n 4x 5x 6x
1 64 | 100,0 10| 100,0 84 1100,0
2 86 | 100,0 241100,0 184 | 100,0
6| 100 100,0 47 100,0 918 100,0
8 44 100,0 20 100,0 141 100,0
11 71 100,0 9 100,0 45 100,0
12 47 100,0 6 100,0 18 100,0
13 58| 87,9 12,1 26| 96,2 3,8 215| 98,1 1,9
14 36| 944 5,6 10| 90,0 10,0 127| 86,6 13,4
15| 11***| 54,5 455 131100,0 120 | 100,0
16| 123**| 87,0 13,0 141 100,0 208 |100,0
17| 80*| 92,0 8,0 47| 91,5 8,5 811| 99,5 0,5
18| 27*| 89,0 11,0 81100,0 62 | 100,0
20 47 85,1 14,9 8 100,0 52 100,0
22 32 18,8 81,3 8 100,0 48 100,0
23 28 21,4 78,6 18 38,9 61,1 56 64,3 357
24| 62 82,0 18,0 22 100,0 0,0 221 100,0
25| 36*| 47,0 28,0 25,0 70| 72,5 58 21,7 753| 924 46 3,0
26| 83| 20 890 9,0 10| 10,0 90,0 65| 9,2 90,8
27 12 8,3 66,7 250 9| 11,1 88,9 750 2,7 97,3
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Piiloha 5. Vztah mezi frekvenci cytotypl u neabortovanych kvétl, vegetativnich a fertilnich rostlin analyzovany
za pomoci Fisherova exaktniho testu a Chi-kvadratu na Grovni jednotlivych cytotypové smisenych populaci.
Testovani Hy: proporce cytotypl je stejna ve sterilnim i fertilnim stavu (P €. ... populace Cislo; PP ...ploidie
populace; V — F ...vysledky analyzy pro frekvenci cytotypti vegetativnich a fertilnich rostlin; F — K ...vysledky
analyzy pro frekvenci cytotypt fertilnich rostlin a neabortovanych kvéti).

P ¢. PP Anylyza V-F F-K
13 4x;5x Fischer p=0,2626 p=0,4378
14 4x;5x Fischer p=0,5296 p=1,0000
15 4x;5x Fischer p=0,0109 -
16 4x;5x Fischer p=0,3717 -
17 4x;6x Fischer p=1,0000 p= 0,0005
18 4x;6Xx Fischer p=1,0000 -
20 5x;6x Fischer p=0,5767 -
22 5x;6x Fischer p=0,3180 -
23 5x;6x Fischer p=0,3146 p=0,0978
24 5x;6x Fischer p=0,0592 -
25 4x;5x;6x Chi-kvadrat 11,0447 51,6502

p=0,0040 p=0,0000
26 4x;5x;6x Chi-kvadrat 2,4381 0,0061

p=0,2955 p=0,9380
27 4x;5x;6x Chi-kvadrat 2,9010 1,6639

p=0,2345 p=0,1971
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