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1 Uvod

Rod Pilosella (syn. Hieracium subgen. Pilosella) fadime z hlediska stfedoevropské
flory ke slozit€jsim. Dosud popsané mnozstvi taxonl je zpusobeno velkym poctem
ploidnich urovni (cytotypt), hybridizaci a rozmanitosti systémti reprodukce. Taxony jsou
vétSinou popsany na urovni poddruhti. Tato skupina je predmétem zajmu botaniktl jiz pies
150 let, prace s druhy tohoto rodu stala i u pocatki genetiky (Mendel 1869). Napiiklad
spole¢n¢ s rody Erigeron, Taraxacum nebo druhem Hypericum perforatum (Matzk et al.
2001, van Dijk et al. 2003) patii mezi vyznamné z hlediska studia apomixe dvoudéloznych
rostlin. Podle nomenklatury byl tento rod vyc¢lenovan jako podrod rodu Hieracium. Toto se
tykalo predevsim stfedni Evropy. V poslednich letech je fazen jako samostatny rod
(Brautigam & Greuter 2007). V této praci je uznavan soucasny trend.

V rodu Pilosella (Hill) Gray rozliSujeme dva typy druhli. Nazyvame je zakladni
druhy a pfechodné druhy. Prechodné druhy jsou zifejmé hybridniho pivodu. Dalsimi
hybridy mohou byt propojeny s druhy zdkladnimi. Od soucasnych pfechodnych druhti se
starobylejsi druhy této skupiny mirné 1isi morfologicky i rozsifenim. Zakladni druhy jsou
podle drivéjsich taxonomickych studii charakterizovany specifickymi morfologickymi
znaky. Znaky pfechodnych druhii jsou kombinaci dvou a vice zdkladnich druht.
Zakladnich druht je pfiblizné 25.

Rod Pilosella je charakterizovan velkou variabilitou a kombinacemi riznych
reproduk¢nich systémt (Koltunow 1993). Zpisoby reprodukce muizeme rozdélit podle
zpusobu vzniku a fuze gamet a podle pivodu gamet (Krahulec et al. 2011a). Prvni zptisob
zahmuje vznik redukovanych (n) ¢i neredukovanych (2n) gamet, které mohou dale
vstupovat do sexudlniho procesu (fize gamet) nebo se semeno vytvoii partenogeneticky
(haploidni ¢i somaticka partenogeneze (agamospermie)). Pro experimentalni praci je
dalezita i ta okolnost, Ze endosperm vznika autonomné, tj. neni pro jeho vznik dilezité
opyleni.

Agamospermii a vegetativnim rozmnozovanim vznikaji jedinci, ktefi jsou identicti
se svou matefskou rostlinou (klony). V dne$ni dobé veéda agamospermii (apomixii)
oznacuje rozmnozovani pomoci asexualné¢ vzniklych semen. Haploidni partenogenezi

vznika potomstvo z matefské redukované gamety, které ma tedy poloviéni pocet
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chromozomi, nez ma mateiska rostlina. Potomstvo mize vzniknout i z neredukovanych
gamet. Jednoduchy piehled zpusobti reprodukce je uveden na obr. 4, tab. 1.
Partenogeneticky vyvoj embrya je jeden ze zakladnich elementi apomixe u rostlin
(Rosenbaumova et al. 2012). Soucasné experimenty s kiizenim ukazuji u recentnich
hybridi niz$i pronikavost apomixie a produkci vice polyhaploidnich a hybridnich potomka.
Naopak je tomu u stabilizovanych hybridogennich taxoni stejného pivodu (Krahulec et al.
2008; Krahulcova et al. 2011).

Pokud se podivame na reproduk¢ni systémy z pohledu piivodu gamet, rozliSujeme
autogamii a alogamii. Autogamie (samoopyleni) byla u rodu Pilosella popirana. V ptipadé,
ze se na blizné vyskytuje soucasn¢ pyl vlastni i cizi rostliny, dojde k potlaeni inhibice
kliceni pylu vlastni rostliny (potla¢eni autoinkompatibility). Cely tento proces oznacujeme
jako tzv. mentor effect (Krahulcova et al. 1999).

Piekryvajici se ucinky polyploidie (zédkladni chromosomové ¢islo x = 9),
hybridizace, fakultativni apomixe a klonalni rist zptsobuji zmény v pfirodnich populacich
tohoto polyploidniho agamického komplexu (Krahulcova et al. 2000, Fehrer et al. 2007).
Studie polyploidnich populaci apomiktickych a sexuédlnich biotypti u rodu Pilosella
ukazala, ze fakultativné apomiktické matky maji rozmanit€j$i zptusoby reprodukce nez
matky sexualni (Krahulcova et al. 2009a, 2014; Rosenbaumova & Krahulec 2014). Ve
zminéné studii byly vybrany dva druhy zpopulaci na lokalitach Praha-Vysocany
a Kamenny kopec u Brna. Jednd se o Hieracium bauhini a H. pilosella. Role vysoce
polyploidnich 2n+n hybridl vzniklych mezi fakultativné apomiktickou matkou a sexualnim
pylem otce je moznym zdrojem polyploidizace a zplisobli rozmnoZovani v pfirozenych

populacich rodu Pilosella.

1.1 Role zbytkové sexuality u apomiktického komplexu Pilosella

U fakultativnich apomiktii pfevazuje produkce semen asexualnim zpisobem. Tento
zpusob obchazi meidzu (Tucker & Koltunow 2009). Neékdy muze byt kombinovén
s obCasnym sexudlnim oplozenim u samici rostliny, apomiktické rostliny také slouzi jako
zdroj pylu, ktery vytvareji meiosou. Zbytkovou sexualitou je v této praci mysleny vznik
potomkll jinym zplUsobem, nez agamospermii (splynutim redukovanych nebo

neredukovanych gamet, haploidni partenogenezi). Zavislost na oplodnéni neznesnadnuje



pouze experimentalni studie rodu (Hieracium subgen. Pilosella), ale také zkoumani
procesu, které modeluji populac¢ni strukturu v prostfedi (Krahulcova et al. 2014).
Apomiktické rozmnozovani je vyhodné pro upevnéni a Sifeni upraveného genotypu
v piirozeném prostiedi téchto rostlin. Geneticka diverzita zlepSuje kolonizacni schopnost
a umoznuje také reagovat na zmény prostredi fakultativné¢ apomiktickych rostlin produkci
novych genotyp.

Vétsina studii o zbytkové sexualit¢ byla zaméfena na apomiktické rostliny
potencidlné agrikulturniho vyznamu (Krahulcova et al. 2014), naopak u plan€ rostoucich
apomiktll je stale Spatné prozkoumana. V pfirozeném prostfedi Chapman et al. (2000)
zaznamenali, Ze zbytkova sexualita se stala zdrojem variability u potomka Pilosella
officinarum na Novém Z¢landu. Rostlina zde byla zavle¢end v 19. stoleti jako komplex
obsahujici pouze polyploidni apomikty. Exprese apomixe nebo sexuality, zvlasté u hybrida
z apomiktickych a sexudlnich rodicl, se mize liSit mezi jednotlivymi hybridnimi genotypy
(Krahulcova et al. 2011). Bylo dokonce zjisténo, Ze pocetné populace fakultativnich
apomikti a sexualnich druhti Pilosella mohou spolecné koexistovat a hybridizovat (napf.
Krahulec et al. 2004, 2008; Ktistalova et al. 2010). Zda se, Ze zbytkova sexualita piispiva
k formovani novych biotypi v hybridizujicich populacich. Konkrétni vyskyt zbytkové
sexuality vrodu Pilosella byl zaznamendn, pokud byla pfi kiizeni pouzita matefska
apomikticka rostlina (napt. P. aurantiaca, P. caespitosa, P. bauhini) nebo apomikticky
biotyp P. officinarum.

Systematické studium zbytkové sexuality bylo u nas zahajeno studiem potomstva
vzniklého kiizenim P. rubra (hexaploid, apomikt) a P. officinarum (tetraploid, sexudlni
darce pylu) (Krahulcova et al. 2004, 2011; Krahulec et al. 2006; Rosenbaumova et al.
2012). Pouzitd kombinace cytotypu byla stejna, jakou jsem pouzila v této praci, protoze
umoznila rozlisit vzniklé cytotypy podle kombinace ploidii gamet.

Pro tuto praci byly populace sbirany ve Slovenské republice (viz Metodika). Byly
peclivé vybirany tak, aby jednotlivé ploidie vyhovovaly uspofadani experimentu. Nékteré z
téchto kombinaci se v pfirod¢ vyskytuji a nékolik produkti kiizeni zde také normalné roste.
V Ceské republice (oblast Cech) je velmi podobna situace (Rosenbaumova & Krahulec
2014). Oba druhy rostlin (P. bauhini a P. officinarum) maji obdobny stejny stupen ploidie

a zpisob rozmnozovani. V Cechach je vsak hexaploidnim apomiktem P. bauhini a P.
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officinarum je tetraploidni sexudl; na Slovensku je P. bauhini tetraploidni a sexualni a P.
officinarum hexapoloidni apomikt. V této praci i ve studii v Cechach bylo pouzito vice
opakovani, tedy kombinace vice riznych genotypt. Timto sloZenim ploidii mizeme zjistit
zpusob vzniku jiz podle velikosti ploidie potomkl. Neni v§ak mozné zjistit autogamii u
apomiktické matky, kterd se vyskytuje jen vmalém procentu. Kfizici se sexualni
a fakultativné apomiktické biotypy, které maji rozdilnou ploidii a ziji spolu v rozdilném
prostfedi, poskytuji systém vhodny pro hodnoceni jejich role v diverzifikaci potomstva,

zvlasteé s ohledem na ploidni stupen a zptusob reprodukce (Krahulcova et al. 2009a).



2 Cile prace

Rozmanitost rozmnozovacich zpisobt v rodu Pilosella je velmi zajimavym jevem.
Predevsim fakultativné apomiktické rostliny tvoii vyznamny ¢lanek z hlediska evoluce.
Variabilita jejich potomstva na trovni ploidii je mnohem vétsi nez u typu zcela sexudlnich,

které maji pravidelnou meidzu. Tato prace se zaméfuje na velikost stupné zbytkové

sexuality Pilosella officinarum.
Hlavni cile prace jsou nasledujici:

1) Zjistit stupenn zbytkové sexuality hexaploidniho apomikta P. officinarum
jako matetské rostliny pomoci reciprokého kiizeni.

2) Overit variabilitu mezi klony P. officinarum.

3) Zjistit, které typy potomstva se v piirodé (ne)vyskytuji.

4) Zjistit, zda jsou rozdily ve vysledcich kiizeni ve srovnani s reciprokym
ktizenim P. bauhini (6x, apomikt) a P. officinarum (4x, sexual) provedenym

R. Rosenbaumovou (Rosenbaumova & Krahulec 2014).



3 Material a metody

3.1 Charakteristika studovanych druhu

Jestirabnik Bauhiniv
Pilosella bauhini (Schult.) Arv. — Touv. subsp. magyarica (Peter) S. Braut

Jedna se o vytrvalou bylinu tvofici pfizemni riizici s fapikatymi listy. Tvoii dlouhé
nadzemni vyb&zky (az 30 cm). Casto byvaji fialové nabéhlé. Listy vyb&zki se smérem ke
konci zmensuji. Lodyhu ma ptimou, podélné ryhovanou. Listy jsou celokrajné, lysé nebo
na okraji a stiedni Zilce sjednoduchymi chlupy. Ubory ma malé. Stopky tboril jsou
vétSinou lysé, vzacné s jednotlivymi stopkatymi zlazkami a hvézdovitymi nékdy i
jednoduchymi chlupy (subsp. bauhini ma stopky ubort husté plstnaté hvézdovitymi
chlupy). Pocet tibort je vétsinou 10 - 35. Zakrov spise valcovity, kryty zlazkami a chlupy
jako ubor. Kvéty (obr. 1) jsou jazykovité¢ s plochou ligulou. Ligula je Zlutd, az 9 mm
dlouha. Plodem jsou hnédocerné nazky, az 2 mm dlouhé. Rostliny pouzité¢ v experimentu
byly sexualni a tetraploidni (2n = 36).

Pilosella bauhini obsazuje rizné typy stanovist' s nezapojenou vegetaci. VétSinou
na vyslunnych mistech — travnaté a kamenité svahy, kfoviny. Casto se $ifi na druhotnych

stanovistich, jako jsou nadrazi, naspy komunikaci, lomy ad. Vyskyt je Casto vazan na rana

sukcesni stadia. Podrobné¢jsi udaje o tomto druhu jsou uvedeny v praci Rotreklové

(Rotreklova et al. 2005).

Obrazek 1 - Pilosella bauhini; © F. Krahulec



Jestrabnik chlupadek
Pilosella officinarum ¥F. W. SCHULTZ

Vytrvala bylina tvofici rizice a jeden ubor. Jeji nadzemni vybézky jsou az 30 cm
dlouhé. Mohou se vétvit a jsou husté pokryté jednoduchymi i hvézdovitymi chlupy.
Lodyhu ma piimou nebo vystoupavou. Casto je kryta jednoduchymi chlupy s $edavou dolni
casti. Spolu s nimi se vyskytuji hvézdovité chlupy a stopkaté zlazky se svétlejsi hlavickou.
Listy jsou celokrajné, na lici s roztrousenymi chlupy. Na rubu jsou husté pokryté bélavymi
plstnatymi hvézdovitymi chlupy. Uspotfadany jsou do rizice na dlouhém fapiku. P.
officinarum vytvati pouze jeden Ubor, az 11 mm dlouhy. Zakrov je vétSinou bez
jednoduchych chlupii. Cetné jsou erné stopkaté zlazky a hvézdovité chlupy. Kvéty maji
plochou ligulu, az 15 mm dlouhou. Barva liguly je Zluta (obr. 2). Vnéjsi strana okrajovych
ligul ma podélné cervené prouzky. Plodem jsou nazky hnédocCerné barvy, dlouhé az
2.1 mm.

Na lokalitach, odkud rostliny pochézely, se vyskytovaly apomiktické pentaploidy
a hexaploidy. V experimentech byly vyuzity jen hexaploidni rostliny, kde se dalo
predpokladat predevsim hexaploidni potomstvo. Podrobné udaje o rozsifeni cytotypl
tohoto druhu v Ceské a Slovenské republice i v celé Evropé jsou uvedeny v praci Mréaz et
al. (2008).

Tento druh mé Sirokou ekologickou amplitudu. Nejcastéji vyhledava sussi travnata

a skalnata mista, pisCiny, viesovisté, louky a svétlé lesy, predevsim suché bory, teplomilné

a acidofilni doubravy. Hexaploidni cytotyp se vSak cCasto vyskytuje i na bazickych

podkladech.

Obrazek 2 - Pilosella officinarum; © F. Krahulec



3.2 Sbér rostlin

Rostliny pouzité k experimentu byly sbirdny na jihu stfedniho Slovenska, a to na

téchto lokalitach (viz obr. 3):

Filakovo, Belina — travnaté svahy okolo hibitova VSV od obce (235 m.n.m.). 1939
PI (2n = 6x, apomikt) a 1940 BA (2n = 4x, sexualni). Sesbirano: Krahulec F., Urfus
T. a Krahulcova A. 26.5.2011.

Rimavska Sobota, obec Gemerské Dechtare — travnaté svahy (sprase) na SV okraji
obce, byvalé fotbalové hiisté (234 m.n.m.). 1952 PI (2n = 6x, apomikt) a 1955 BA
(2n = 4x, sexudlni). Sesbirano: Krahulec F., Urfus T. a Krahulcova A. 26. 5. 2011.
Rimavska Sobota — travnaté svahy (spras) podél severniho okraje cesty spojujici
obce Dubno a Gemersky Jablonec (238 m.n.m.). 1960 PI (2n = 6x, apomikt) a 1959
BA (2n = 4x, sexudlni). Sesbirano: Krahulec F., Urfus T. a Krahulcova A. 26. 5.
2011.

Velky Krti§ — podél turistické stezky (¢ervené), cca 0.75-1 km S od obce Pravica,
cca 14 km Z od mésta Lucenec (390 m.n.m.). 1972 BA (2n = 4x, sexualni).
Sesbirano: Krahulec F., Urfus T. a Krahulcova A. 26. 5. 2011. 2049, 2051, 2052
a 2076 PI (2n = 6x). VSechny tyto rostliny patfily k jednomu klonu. Sesbirano:
Krahulec F. a Urfus T., ¢erven 2012.

Rostliny byly poskytnuty ze sbirky rostlin v Botanickém ustavu Akademie véd

Ceské republiky v Prihonicich. Rostliny jsem piechovavala v kvétina¢ich ve skleniku

v Olomouci.



i

Obrazek 3 - Lokality sesbiranych rostlin

3.3 Experimentalni kriZzeni Pilosella officinarum a P. bauhini

Samotny experiment byl proveden reciprokym kiizenim mezi Pilosella officinarum

a P. bauhini (viz obr. 4, tab. 1) ke zjisténi mozné zbytkové sexuality u potomki P.

officinarum. Kiizeni probihalo vkvétnu az cervnu roku 2013 v experimentalnich

podminkach ve studeném skleniku v Olomouci. Pilosella officinarum byla kiizena s P.

bauhini v téchto kombinacich (konkrétni prehled je v tab. 8 v Piiloze 1):

1939 PI x 1940 BA
1960 PIx 1940 BA/1959 BA/1972 BA
2049 PIx 1959 BA
2051 PIx 1972 BA
2052 PIx 1972 BA
2076 PI1x 1940 BA/1959 BA/1972 BA
Prednostné byly kiiZzeny rostliny ze stejnych lokalit. Vzhledem ke $patnému

rustu nekterych klonti P. bauhini byly ke kiizeni pouzity i jiné rostliny.



Kvétenstvi rodiCovskych rostlin jsem zakryla nylonovymi sitovanymi sacky
umisténymi na draténych spiralach (obr. 9, Priloha 4). Zakryti kvétl poslouzilo jako
ochrana pfed zanesenim pylu zdalSich kvéti nebo proniknuti opylovace z venku.
Opylovani jsem uskutecnila dislednym spole¢nym tfenim rodi¢ovskych ubori. Jednotlivé
kvéty v uborech se oteviraji postupné od okraje k centru kvétu. Proto jsem opyleni
matefského uboru ud¢lala jesté dvakrat nebo tfikrat, vzdy dalsi den od prvniho opyleni.
Pokazdé s novym uborem ze stejného darce pylu. Pro lepsi prehled jsem na kvétni stopky
navazala barevné bavinky. Jejich barvu jsem zaznamenala k pfislusné opylené dvojici
a datu opyleni. Zralé¢ nazky jsem sklizela o dva az tii tydny pozdé&ji. Ulozila jsem je do
papirovych obalek oznaCenych kombinaci kiizeni, pofadovym c¢islem, datem prvniho
opyleni a barvy bavinky. Pted dalsi praci s nazkami jsem je uskladnila v lednici. Zaroven
jsem vytiidila nezralé nebo prazdné nazky.

Pokud jde o dalsi rostliny, které¢ jsem pouzila pii kiizeni, tak z né€kterych jsem zadné
nazky nesesbirala. Konkrétn¢ jde o tyto rostliny: PI 2049, PI 2051 (rostliny pochazi ze
stejného klonu) a BA 1972.

- Pilosella officinarum X Pilosella bauhini b Pilosella bauhini Pilosella officinarum
(2n = Bx, apomikt) (2n = 4dx, sexuél) (2n = 4x, sexual) (2n = 6x, apomikt)
G OF OF OF OF OF OF BA BABABA
G BABABABA OFOFOFOFOFOF

Mozné potomstvo z F1 Ploidie

n+0 OFOFOF ax Mozné potomstvo z F1 Ploidie
n+n OFOFOF + BABA 5x n+n BABA + OFOF axt
n+n OFOFOF + BABABA Bx* n+n BABA + OFOFOF 85X
2n+0 OFOFOFOFOFOF 6x 2n+n BABABABA + OFOFOF 7x
n+2n OFOFOF + BABABABA 7x s BABA + OFOFOFOFOFOF e
2n+n OFOFOFOFOFOF + BABA Bx <uEEn BABABABA + OFOFOFOFOFOF  10x
2n+2n OFOFOFOFQOFOF + BABABABA 10x

Obrazek 4 - Model reciprokého kiizeni u P. officinarum a P. bauhini. Zobrazeni moznych vyslednych
potomkt a jejich ploidie. a K¥izeni s P. officinarum jako matetskou rostlinou. b Ktizeni s P. bauhini jako

matetskou rostlinou. * Potomci vznikli autogamii (n + n = 6x; n + n = 4x).
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Tabulka 1 - Model reciprokého kiizeni u P. officinarum a P. bauhini. Zobrazeni moznych vyslednych
potomkil, kombinaci gamet a jejich ploidie. a Kfizeni s P. bauhini jako mateiskou rostlinou. b Kiizeni s P.

officnarum jako matetskou rostlinou. * Potomci vznikli autogamii (n + n = 6x; n + n = 4x).

a

n = 3x 2n = 6X
n = 2x n+ n =4x* n+n=5x n+2n = 8x
2n = 4x 2n+n=7x 2n + 2n = 10x

n = 2x 2n = 4x
n = 3x n+0=3x n+n=5x n+2n=7x
n+n=6x*
2n = 6x 2n + 0 = 6x 2n +n = 8x 2n +2n = 10x

3.3.1 Prace se sesbiranymi nazkami

Sesbirané nazky jsem na jafe roku 2014 vysela do kvétinact. Kazdy kvétinac byl
oznacen Stitkem s Cislem obalky, do které byly nazky ulozeny, datem vysevu a pivodem
mateiské rostliny (napt. 14 PI1939 6. 3. 2014). Jakmile zaCaly vzeslé semenacky tvofit
prvni pravé listy (obr. 10, Ptiloha 4), aplikovala jsem v zalivce Previcur Energy. Tento
piipravek je vhodny k oSetfeni mladych rostlin pfed houbami ze tiidy Qomycetes (napf.
rody Peronospora spp., Pythium spp.), zpusobujici napt. padani semenacku.

V dobé¢, kdy uz mély rostlinky vytvofenou mensi rizice listd (obr. 11, Ptiloha 4) (od
8.4.2014), jsem je prepikyrovala do malych sadbovacti (cca 5 X 5 cm) (obr. 12, Piiloha 4).
Kazda rostlinka byla oznaCena stejné jako pii vysevu, ale pro piehled jsem pridala
potadova cisla rostlin ze stejné sady (napf. 14.1 PI1939 8. 4. 2014). Jakmile rostliny
vytvotily bohatsi rizice listd, mohla jsem je zacit méfit na cytometru nazek (viz kapitola
3.4).

Celkové jsem napéstovala 252 rostlin z 932 vysetych (srovnani v tab. 9, Ptiloha 2).
V sadbovacich uhynulo cca 5 rostlin. Béhem péstovani byly rostliny vystaveny skodlivému
vlivu skidct (molice sklenikova, tiasnénka). To se projevuje hlavné na kvalit¢ listd u

potomku sebranych od Pilosella bauhini.
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3.4 Stanoveni DNA ploidni urovné

DNA ploidni troven byla stanovena (Suda et al. 2006; Dolezel et. al 2007) u vSech
semenackll z vysetych nazek. Pro ucely stanoveni ploidni trovné jsem z rostliny odebirala
zdravy list. Listy jsem vybirala starSi, z okrajové Casti rizice. Protoze mam rostliny
uschovany ve Skolnich sklenicich, pfenasela jsem si celé sadbovace sebou do laboratofie.

Samotné meéfeni jsem provedla pomoci prutokového cytometru BD Accuri C6
(©BD Biosciences) vybaveného modrym laserem stejné znacky (488 nm, 20 mW). Pouzila
jsem metodu vnitiniho standardu (Dolezel & Barto§ 2005; Dolezel et. al 2007). Jako
standard byly pouzity listy kukutice (Zea mays L. ‘CE-777" 2C = 5,43 pg; Lysak & Dolezel
1998) a listy matetskych rostlin. Pomoci listd hrachu byla hliddna optimalni Groven CV
(3 %). Pokud hodnota ptesahla 3 %, byl pfistroj znovu kalibrovan.

Cast listu (cca 0.5 x 0.5 cm) jsem spoledné s pfiblizné stejnym mnozstvim standardu
homogenizovala ostrou Zziletkou v Petriho misce spolu s 550 ul pufru LBO1 spH 7.5.
Standardni slozeni pufru je 15 mM Tris, 2 mM Na,EDTA, 20 mM NaCl, 80 mM KCI, 0.5
mM spermin tetrahydrochlorid, 0,1% (v/v) Triton X-100, 15 mM B- merkaptoetanol.
K potlaceni interference fenolickych sloucenin s barvici se DNA se do pufru pfidava jesté
PVP (polyvinylpyrrolidon; 10 g / 500 ml). Vznikly homogenat jsem pfefiltrovala pies
nylonovy filtr do kyvety. Poté jsem do homogenatu ptes pipetu piidala 250 pl
fluorochromu propidium jodid (PI), ktery se interkalarné vaze na fetézec DNA bez
preference piitomnych bazi (Dolezel & Bartos 2005; Dolezel et. al 2007). Méfeni jsem

provedla v ¢ervnu 2014.

Protoze méteni s kukutici mohlo zakryt ptipadnou pfitomnost triploidniho potomka,
bylo méfeni zopakovano jest¢ jednou v Cervenci 2014. Standard byly pouze listy
matefskych rostlin. Abych méla piehled, kde pfesné lezi na histogramu z méfeni pik
standardu (mateiské rostliny), provedla jsem jejich samostatné meétfeni se Zea jako
standardem (2C = 5.43 pg) (viz kapitola 4.1).

Z tohoto méfeni jsem zjistila presné udaje o velikosti genomu matefskych rostlin.
Byla tedy stanovena celkova velikost genomu (2C). Velikost genomu byla spocitana
z pomért pikd standardu a studovaného vzorku dle vzorce: absolutni velikost genomu

vzorku (2C) = (pozice piku vzorku / pozice piku standardu) x absolutni velikost genomu
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standardu (2C) [pg DNA] (Tesarova 2012). Stejn¢ tak byly pocitany velikosti genomu
potomkli. AvsSak pro pocitani byla pouzita absolutni velikost standardu teoretickych
velikosti genomu. Tyto teoretické velikosti byly spocitany jako pramér zméfenych hodnot
rodict: P. officinarum (10.48 pg) a P. bauhini (7.17 pg). Samotné indexy jsou pocitany
jako pozice piku vzorku / pozice piku standardu.

Pfi druhém méteni jsem rostliny neméiila samostatné, ale po skupinkach v poctu 3
az 4 rostlin. Pocet jsem obcCas upravovala také podle morfologické podobnosti. Nékteré
rostliny z prvniho méfeni jsem znovu zméfit nemohla. Tlak Skidcl a pocasi s vysokymi

teplotami zapfi¢inili jejich Spatny stav nevhodny k méfeni.
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4 Vysledky

4.1 Materské rostliny jako standard

Rostliny sesbirané ve Slovenské republice byly pro ucely méfeni na cytometru

preméieny samostatné se Zea jako standardem, abych védéla, kde presné lezi jejich piky.

Tyto matetské rostliny byly pouzity jako standard pro méfeni vypéstovanych rostlin (tab. 2,

obr. 5). Z tohoto méfeni byly vypocitany teoretické hodnoty velikosti geonomu a indexy

(tab. 3)

Tabulka 2 - Hodnoty méieni matei'skych rostlin pouZzitych k méfeni jako standard

ID Index Ploidie Genom Standard Poznamka
PO_1939 0.515305 6 10.53745 Zea
PO_1952 0.523038 6 10.38165 Zea
PO_1960 0.522805 6 10.38628 Zea
PO_2052 0.520553 6 10.43121 Zea
PO_2076 / / / / nemé&feno?
BA_1940 0.720855 4 7.53272 Zea
BA_1959 0.701538 4 7.740142 Zea
BA 1972 0.710962 4 7.63754 Zea

a - rostlina uhynula v roce 2013 po sbéru nazek

Tabulka 3 - Hodnoty teoretického indexu a genomu

Ploidie Index Genom
3x 0.26 5.10
4x 0.70 717
5x 0.62 8.87
6x 0.48 10.48
7x 0.97 12.64
8x 0.88 13.98
10x 1.23 17.74
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Obrazek 5 - Hodnoty méfeni matef'skych rostlin v histogramech. Piky matetskych rostlin jsou v histogramech

vpravo. (a - d) piky matefskych rostlin P. officinarum. (e - f) piky matetskych rostlin P. bauhini.
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4.2 Podil zbytkové sexuality a variabilita klonu P. officinarum

V prvnim méfeni bylo zanalyzovano pomoci pritokové cytometrie 252 potomki.
Do druhého méteni nepiezilo nebo bylo ve Spatném stavu 8 potomkul a nebyli zahrnuti do
dalstho méfeni. Celkem bylo zanalyzovano 244 potomki (pfehled vysledkli méfeni —
Piiloha 5). Rostliny byly vypéstovany znazek ziskanych spraSenim c¢tyf skupin P.
officinarum (P1_1939, P1 1960, PI 2052 a P1 2076) s P. bauhini.

V potomstvu fakultativné apomiktické rostliny P. officinarum se vyskytovaly dvé
ploidni urovné: hexaploidy a oktoploidy. Pievazovaly hexaploidni rostliny, vzniklé
apomiktickou cestou. Ze 126 zanalyzovanych potomkt vypéstovanych znazek P.
officinarum jich bylo hexaploidnich 124, coz je 98.4 %. Celkovy pocet jedinci
s nehexaploidnim cytotypem byl 2, tedy 1.6 %. Konkrétni pocty jedinci a jejich

procentualni zastoupeni je v tab. 4.

V potomstvu sexualni rostliny P. bauhini se vyskytovaly dvé ploidni Grovné:
tetraploidy a pentaploidy. Pievazovaly tetraploidni rostliny, vzniklé autogamii. Ze 113
zanalyzovanych potomkl vypéstovanych z nazek P. bauhini jich bylo 109 tetraploidnich,
tedy 96.5 %. Celkovy pocet jedinct z netetraploidnim cytotypem byl 4, coz je 3.5 %.

Konkrétni pocty jedinct a jejich procentudlni zastoupenti je v tab. 4.

Tabulka 4 - Frekvence cytotypti zméfeného potomstva

Materska rostlina Pilosella officinarum

PI_1939  P1 1960 Pl 2052 Pl _2076
PJ %ZS Pd %ZS PJ %ZS PJ %ZS

6X 63 100 38 974 14 100 9 90
8x — — 1 2.6 1 10
Celkem 63 100 39 100 14 100 10 100

Materska rostlina Pilosella bauhini

BA 1940 BA_1959
PJ %ZS PJ %ZS

4x 105 981 4 66.7
5x 2 19 2 333
Celkem 107 100 6 100

PJ - pocet jedincl
% ZS - procento zméfenych semenacku
4x, 5x, 6x - tetraploidy, penta-, hexa-
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Jednotlivé klony od P. officinarum nemaji téméf zadnou variabilitu. Mezi
prevazujicimi hexaploidy se obcas objevily oktoploidni rostliny. Zvlastni je pfitomnost
tetraploidi. Celkem vznikly tii rostliny: 1 od klonu PI 1960 a 2 od PI _2076. Ziejmée jde o
vznik diky nepravidelné meidze, tedy o polyhaploida s vyssim poctem chromosomu. Pro
dalsi praci bude Iépe chromosomy pfepocitat. Tyto rostliny jsem do tab. 4 nezahrnula.
Klony od P. bauhini jsou naopak o néco vice variabilnéjsi nez P. officinarum. Velky rozdil
to vSak neni, pokud se podivam na celkovy pocet zanalyzovanych rostlin a pocet hybridi
rozdilnych od matky. Do tab. 4 jsem jest€¢ nezahrnula 2 potomky od BA 1940. Jedna se o
nonaploida a oktoploida. Nonaploid je pfi této kombinaci ploidii a zplisobii rozmnozovani
rostlin pouzitych pfi kiizeni dost neobvykly jako potomek od P. bauhini. Je zde jeste
moznost, ze doslo k chybé pfi vysevu nazek. Pokud dosadime pfi vypoctu indexu misto
standardu P.bauhini standard P. officinarum a velikost ploidie potencialni mateiské rostliny
(6x) vydelime timto indexem dostaneme dekaploidni velikost nejasného potomka. Pro dalsi
praci tedy bude jesté lepsi preméfit rostlinu na cytometru s P. officinarum jako standardem
nebo piepocitat chromosomy. Celkovy piehled potomki odlisnych od matetskych rostlin je

v tab. 5, priklady histogramti potomk na jsou obr. 6.

Tabulka 5 - Prehled rostlin ploidné odliSnych od matefskych rostlin. Tmavé Zluté jsou zvyraznéni

potomci od P. bauhini, svétlé zluté od P. officinarum.

ID Index Ploidie Genom Standard Poznamky
21.1 0.788258 5 9.096006 bez ST
31.1 0.873784 5 8.205689 BA 1940
31.2 0.53511 8 13.3991 BA_1940
33.2 0.433004 9 16.55875 BA_1940
43 0.755458 5 9.490935 BA_1972 nedostatek BA_1959*
35.1 0.755393 5 9.491742 BA_1972 nedostatek BA 1959*
10.19 1.532658 4 6.837796 P1_1960
10.20 0.728792 8 14.37996 PI_1960
12.6 0.735957 8 14.23997 PI_1939
11.5 1.403474 4 7.467185 P1_1939
11.6 1.393657 4 7.519783 PI_1939

* - standard mat. rostliny BA_1959 nahrazen BA_1972, diivod: Spatny stav rostliny
bez ST - rostlina byla méfena samostatné pro lepsi vyobrazeni piku

BA - P. bauhini

PI - P. officinarum
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Obrazek 6 - Priklad histogrami potomki ploidné odlisnych od matetskych rostlin. * piky potomkd: (a - b)
potomci od P. bauhini sploidii 5x a ¢ s ploidii 8x. d potomek od P. officinarum sploidii 4x (nejasny
polyhaploid).
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5 Diskuse

5.1 Zastoupeni cytotypu potomstva v pfirodé

Na kazdé lokalit¢ na Slovensku byly nalezeny pentaploidni rostliny (Krahulec,
Krahulcova & Urfus, ustni sdéleni), ale jiné ploidie nalezeny nebyly. Podil hybridnich
rostlin byl podstatné mensi nez na lokalitich v CR (Krahulcova et al. 2014). Podle
uvedenych vysledkli z mého méfeni je mozné, ze zde plsobi reprodukéni bariéry proti
piirozené hybridizaci (viz kapitola 5.3.2).

Z prace Rosenbaumova & Krahulec (2014) vychazi, ze krom¢ prevazujicich
apomiktickych potomkt a potomkl z autogamie se vyskytuji také dal$i ploidni urovné.
Nazky, ze kterych byli nap&stovani potomci byly sesbirany u vesnice Valov v Ceské
republice. Pochazely z téchto mateiskych rostlin: P. bauhini (6x, fakultativni apomikt) a P.
officinarum (4x, sexualni). Ze 472 napéstovanych rostlin od P. bauhini vzesly tyto
cytotypy: 6x z apomixe (92.4 %), 8x (3 %), 5x (2.5 %), 3x (1.3 %), 7x a 10x (oboji 0.4 %).
U P. officinarum pak ze 318 rostlin pievazovali tetraploidi z autogamie (4x; 98.7 %)
a pouhé 1.3 % pentaploidl (5x). Tyto vypéstované rostliny pak slouzily k hybridizaénimu
experimentu, jehoz vysledky srovnavam a diskutuji v kapitole 5.4.

Na lokalité¢ Praha-Vysocany podél Zeleznice prevazovaly tetraploidy, bez ohledu na
klonalni strukturu (Krahulcova et al. 2009a). U P. officinarum (sexualni) i P. bauhini
(apomikt) prevazovaly cytotypy 4x a 5x u matefskych rostlin. Hybridy se pohybovaly
v rozsahu od tetraploidli po oktoploidy. Naopak na dalsi studované lokalit¢ na Kamenném
kopci u Bma zcela ptevladaly pentaploidni a hexaploidni rostliny. U P. officinarum se
vyskytovaly pouze hexaploidy. Zato vSak mély velkou variabilitu biotypli — sexualni,
apomiktické a se sterilnimi semeny. Sexudlni biotyp pfevazoval. Mezi rostlinami P.
bauhini prevazovaly apomikti¢ti pentaploidy.

Z hlediska vétsiho geografického méftitka je zajimavy rozdil mezi stfedni Evropou
a oblasti Balkanu (Bulharsko, SZ Rumunsko) (Krahulcova et al. 2009b). Na Balkanu ma P.
officinarum formy 4x, 5x a 6x a P. bauhini pouze 5x. Oba druhy zde maji spole¢né to, ze

zde rostou pouze jako apomikté. Ve sttedni Evropé najdeme jak apomikty, tak sexudlni

typy.
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Zajimavou odpovéd’ na to, pro¢ jsou rozdily v rozsSifeni cytotypt P. officinarum
mezi mou praci a praci R. Rosenbaumové dava studie Mraz et al. (2008). Tato prace se
zabyvala vyskytem tohoto druhu na 336 lokalitich v Ceské republice (CR), Slovenské
republice (SK) a v SV Mad’arsku. K tomu bylo pfidano 18 lokalit z Bulharska, Gruzie,
Irska, Italie, Rumunska a Ukrajiny. Sbirané rostliny (1059) byly prozkoumany cytologicky
a méfeny na cytometru. Bylo zji§téno, Ze v zapadni ¢asti CR se vyskytuji pfevazné sexuélni
tetraploidy (4x). Naopak SK a vychodni cast nasi republiky osidluji apomiktické
pentaploidy (5x) a hexaploidy (6x, pfevazuji) (viz obr. 8, Pfiloha 3). Signifikantni rozdil
byl také zaznamenan ve vertikalnim rozsifeni té€chto cytotypt. Cytotypy 6x se vyskytuji do
500 m.n.m. a 5x az do 1000 m.n.m. Soucasna distribuce P. officinarum je ziejmé¢ dana
klimatickymi zménami béhem Pleistocénu a naslednou postglacialni migraci. Je mozné, ze
je ve skutecnosti amfidiploid (chova se, jakoby byla diploidni, ale ve skutecnosti jeji jadro
obsahuje 2 x 2 sady chromozému), ktery pravdépodobné pochazi z hybridizace diploidnich

taxonu ze sekce Pilosellina (Mraz et al. 2008).

5.2 Vybér standardu

V prvnim méteni (Cerven 2014) na cytometru byla k matefskym rostlindm pro lepsi
piehlednost jako dalsi standard pouzita Zea. Tim se vSak mohla zakryt pfipadna pfitomnost
triploida. Ale podafila se tak ovéfit velikost genomu pii méfeni se Zea, které zjistil ve svém
meéfeni Suda et al. (2007).

Pro dal$i méteni (Cervenec 2014) uz byly pouzity jako standard pouze mateiské
rostliny, ze kterych byly sesbirany a napéstovany semenacky pro samotné méfeni. Pro lepsi
piehled, kde na histogramu lezi jejich piky, byly matetské rostliny proméieny se Zea jako
standard. Z nich byly vypocitany podle modelu reciprokého ktizeni teoretické hodnoty
velikosti genomti moznych potomkd (tab. 3). Pokud byl na histogramu pouze jeden pik,
mél potomek stejnou ploidii s matefskou rostlinou. Pokud ne, byla jest¢ velikost ploidie

dopocitana podle vzorce: ploidie matefské rostliny / index.
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5.3 Zbytkova sexualita a dalSi jevy v rozmnozovani

Terminem zbytkova sexualita obvykle oznaCujeme obcasny vyskyt sexualniho
rozmnozovani u fakultativné apomiktickych mateiskych rostlin (Asker & Jerling 1992). Jak
jsem jiz uvedla dfive, sexualnim zptisobem dojde ke vzniku potomstva prostiednictvim
redukované nebo neredukované gamety. Takové potomstvo oznacujeme jako n + n, n + 2n,
2n + n a 2n + 2n, kde prvni symbol oznacuje sami¢i gamety. Dalsi reprodukéni zpiisob je
pak apomixe a haploidni partenogeneze, tvofici toto potomstvo bez oplodnéni: 2n + 0
z neredukované a n + 0 z redukované vajecné bunky. A¢ je rod Pilosella znamy Castou
hybridizaci, jsou zde evidentn¢ mechanismy, které ji brzdi. To je vidét na vysokém podilu
potomkl sexualnich matefskych rostlin vzniklych autogamicky v této praci i v praci R.
Rosenbaumové (Rosenbaumova & Krahulec 2014), kdy u experimentu s materialem z Cech

Slo o P. officinarum, u rostlin ze Slovenska o P. bauhini.

5.3.1 P. officinarum jako mateiska rostlina

Diive byly apomiktické druhy povazovany za slepou evolucni vétev (Darlington
1939 — viz Richards 1996). Dnes se naopak ukazuje jejich nemaly vyznam z hlediska
produkce variabilniho potomstva, dokonce variabilnéjsiho nez jaké produkuji isté sexualné
se rozmnozujici jedinci.

Mnozstvi potomstva, které vyklicilo ze sklizenych nazek z experimentalniho kiizeni
bylo pomérné nizké (22.9 % z 590 nazek). VétSina potomstva vznikla apomikticky, tedy
bez pfispéni sexualni P. bauhini (tab. 6, obr. 7). Celkova diverzita potomkt vzniklych s P.
bauhini byla velmi nizka (tab. 6, obr. 7). Otdzkou zUstava, jestli by potomstvo bylo
variabilng€jsi, pokud by semen vykli¢ilo vice. Potomstvo tedy bylo kromé hexaploidi
zastoupeno malym mnozstvim oktoploidii. Naopak o néco vice variabilni bylo potomstvo
od sexudlni P. bauhini. Tento fakt je zajimavy, protoze doposud publikované prace
podporovaly myslenku, ze apomiktické rostliny produkuji variabilngj$i potomstvo (napf.
Chapman et al. 2000; Krahulcova et al. 2004, 2011; Rosenbaumova et al. 2012).

V rodu Pilosella se vysoka variabilita apomikti povedla prokazat experimentalnim
reciprokym kiiZzenim mezi hexaploidnim fakultativnim apomiktem P. rubra a tetraploidnim
sexuadlem P. officinarum. Potomstvo P. rubra bylo v rozsahu triploidi az oktoploidd.

Naopak sexualni P. officinarum vytvofilo pouze tetraploidy z autogamie, pentaploidni
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hybridy a jednoho heptaploidniho hybrida (Krahulcova & Krahulec 2000; Krahulcova et al.
2004, 2011; Rosenbaumova et al. 2012).

Prace od Krahulcova et al. (2014) studovala zbytkovou sexualitu na druzich P.
officinarum (4x, sexualni), P. aurantiaca (4x, fakultativni apomikt) nebo P. bauhini (5x,
fakult. apomikt). Tyto druhy spolené koexistuji na lokalitach, ze kterych byly sbirany (CR
a Némecko). Byla ovéfovana jak populacni struktura rodicovskych rostlin, tak struktura
potomkil z kiiZzeni. Vysokd variabilita potomkl (2x — 9x) byla potvrzena u apomiktickych
matefskych rostlin (embrya), u vypéstovanych potomki (semenaci) byla variabilita nizsi
(3x — 7x). Sexualni matetské rostliny mély vcelku variabilni potomstvo u embryi (4x — 8x),
zato u semenact byly pouze typy 4x (Krahulcova et al. 2014).

Dalsi reciproké kiizeni hexaploidni fakultativné apomiktické P. bauhini
a tetraploidni sexualni P. officinarum ukazalo stejn¢ jako v mé praci vysoké mnozstvi
apomikticky vzniklych rostlin. Diverzita ploidnich trovni se vSak pohybovala od triploida

az po oktoploidni rostliny (Rosenbaumova & Krahulec 2014).

5.3.1.1 Polyhaploidni rostliny

Z kiizeni mezi P. officinarum a P. bauhini byli zaznamenani tetraploidni potomci
od hexaploidniho apomikta P. officinarum (viz kapitola 4.2). Ziejm¢ nejde o Cisté
tetraploidni rostliny. Pfi vzniku embrya doSlo knepravidelné midze a s nejveétsi
pravdépodobnosti jde o polyhaploida s vy$§im poctem chromosomu. Pro lepsi piedstavu
v dalsi praci bude Iépe prepocitat chromosomy téchto rostlin.

Vrodu Pilosella jsou polyhaploidy zaznamenany jak z hybridizace, tak
z emaskulacnich experimentli. Experimentdln¢ vznikli polyhaploidy byvaji obcas sterilni
(Krahulcova & Krahulec 2000; Krahulec et al. 2011b; Rosenbaumova & Krahulec 2014).
Navic Krahulec et al. (2006) zjistili silnou selekci proti polyhaploidiim béhem kliceni
a ¢asném vyvoji semenacka u P. rubra (6x, apomikt).

V piirodé jsou polyhaploidy velmi téZko zachytitelni (Krahulcova et al. 2004;
Krahulec et al. 2006). Doposud byl v pfirodé zaznamenany polyhaploid ze Sumavy (CR),
ktery byl triploidni a rostl v blizkosti nestabilnich recentnich hybridti od P. auranticaca
a P. officinarum (Krahulec et al. 2008). Dalsi pravdépodobny trihaploid byl nalezen pfi

analyze hybridniho roje mezi P. polymastix a P. officinarum ze stiednich Cech (Krahulec et
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al. 2014). Ze sbéru nazek na lokalit¢ u vesnice Valov byly vypéstovany triploidni
polyhaploidy, které také v mensi mife vznikly bcéhem experimentalniho kiizeni
(Rosenbaumova & Krahulec 2014). Naopak zhybridizace mezi P. aurantiaca (4x,
apomikt) a P. bauhini (5x, apomikt) jako matetské rostliny s P. officinarum (4x, sexualni)
nevzesly zadné polyhaploidni rostliny (Krahulcova et al. 2014). Zde se vSak jednalo o

analyzu hybridnich roju z terénu.

5.3.2 P. bauhini jako materska rostlina a vliv mentor effectu

Z experimentalniho ktizeni s P. bauhini (matetska rostlina) vykli¢ilo 34.2 % (ze
342) sesbiranych nazek. Celkovy pocet sesbiranych nazek oproti P. officinarum byl velmi
nizky a pfi tfidéni se vétSina ukazala jako Spatné vyvinuta. VétSina potomkul byla tvofena
tetraploidnimi jedinci (n + n) zautogamie. Hybridy byly v malé mife zastoupeny
pentaploidy.

Pravé podil tetraploidii vzniklych autogamii je zde velmi vyznamny. Self-
inkompatibilita (SI) je jednim z hlavnich a vétSinou uc¢innych mechanismut pro piedchazeni
samospraseni u kvetoucich rostlin (Barrett 1988). Sexualni ¢lenové z rodu Pilosella jsou
obecné¢ povazovani za self-inkompatibilni (SI) pfedevSim v pfirodnich podminkéch
(Gadella 1987). Tento byl vyvozen diky kiizeni sexualniho tetraploida P. officinarum
(semena z rodicl bez predchozi emaskulace) a sexudln¢ diploidni P. peleteriana. Z kiizeni
zadné matroklinalni (= dédéni vlastnosti vyhradné po matce) tetraploidni rostliny nevzesly
(Gadella 1987). Self-inkompatibilita se d4 zlomit smési vlastniho a ciziho pylu a dojde tak
k samosprasnosti (Krahulcova et al. 1999), tzv. mentor effect. Volba autogamie je mozna
jedna z cest pfi rozmnozovani, ktera blokuje pfirozenou hybridizaci pravé diky mentor
effectu. Je pravdépodobné, ze se vpiirozeném prostiedi miaze uplatnit naptiklad
v hybridnich zénach, coz mize mit roli v reprodukéni izolaci a hybridni speciaci
(Desrochers & Rieseberg 1998). Kromé téchto ucinkii mize SI selhat také diky
opozdénému opyleni nebo vysokym teplotam (Richards 1997).

Prolomeni self-inkompatibility popsali Krahulcova et al. (1999) u sexualni,
tetraploidni P. officinarum a diploidni P. lactucella. Konkrétné ziskali 13.6 % z 22 rostlin
F1 generace u P. officinarum a 6.2 % ze 128 rostlin u P. lactucella. Naopak z ktizeni P.

lactucella (matetska rostlina) a P. aurantiacum nebylo zaznamenano zadné autogamicky
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vzniklé potomstvo, coz je zajimavé, protoze toto kiizeni se stejnymi rostlinami provedl jiz
mnohem diive Christoff (1942) a podafilo se mu ziskat 6 matroklinnich rostlin.

V rodu Hieracium s. str. byla SI popsana u diploidnich druhii (2x) H. alpinum a H.
umbellatum pomoci izolacniho experimentu. Stejné¢ tak se SI podatilo zlomit diky
hybridizaci diploidnich H. alpinum (matetskd rostlina) a H. tramssilvanicum. A také
pii kiizeni mezi H. alpinum (matetska rostlina) a diploidni P. lactucella (Mraz 2003).

Utinky mentor effectu byly popsany také u druhu Helianthus sect. Helianthus
(Desrochers & Rieseberg 1998). Byla zkoumana jeho role v reprodukéni izolaci a speciaci
u tohoto druhu, kde je jinak normalné bézna hybridizace (napft. Rieseberg 1991). Prace byla
provedena na druzich H. annuus (mateiska rostlina) a H. petiolaris subsp. petiolaris.
Pouzitim smési vlastniho a ciziho pylu bylo docileno ptekonani self-inkompatibility. Tato
skute¢nost je vyznamna pii péstitelskych pokusech, napiiklad jako zplisob generovani
rostlin vzniklych samoopylenim nebo k vytvafeni skupin pro genetické studie SI u rodu
Helianthus. Zde i pies uCinky mentor effectu neni hybridizace vyznamné ovlivnéna. (Seiler
G., Gardner K. — viz Desrochers & Rieseberg 1998).

Mimo celed Asteraceae byl vliv mentor effectu studovan také u komplexu
Ranunuculus auricomus (Horandl & Temsch 2009). Presnéji, jaky vliv ma spolu
s ploidnimi bariérami na introgresi apomixe do sexualnich druht. KfiZzeni bylo provedeno
s diploidnimi sexudlnimi jedinci a apomiktickymi tetra- a hexaploidnimi dérci pylu.
Z vysledki vyplyva, Ze spojeni diploida a tetraploida vyvolava vzajemné obohacovani
(introgresi). Naopak zkfizeni diploida a hexaploida spusti mentor effect. Introgrese apomixe
byla vice blokovana ploidnimi bariérami nez mentor effectem.

Navic se zda, ze druhy (¢i jedinci v daném rodu) pouziti jako darci pylu pro
matefské rostliny se mohou v piekonavani SI liSit. Zfejm¢ zavisi na kombinaci
rodicovskych druhti a/nebo jedincich, a také na podminkach prostfedi (Krahulcova et al.

1999).

5.3.3 Potomstvo s nejasnym stupném ploidie

Z experimentalniho kiizeni vzeslo nékolik rostlin s nejasnymi stupni ploidie. Témto
rostlinam budou pro dalsi praci prepocitiny chromosomy. Mezi potomky P. officinarum

byly zaznamenany tfi rostliny odpovidajici tetraploidim (matetska rostlina PI 1939
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a PI _1960) (viz kapitola 5.2.1.1). Dal§imi spornymi vyskyty byly hybridy od P. bauhini
(matetska rostlina BA 1940). Prvnim z nich byl oktoploid, ktery mohl vzniknout jako
n + 2n nebo ve vzacném piipad¢ autogamii (2n + 2n). Podle vypocltu s primérnymi
hodnotami genomti matetskych rostlin dostaneme tyto velikosti genomi oktoploidii:
n+2n=13.98 pg a2n + 2n = 14.34 pg. Tento oktoploid tedy vznikl klasickou hybridizaci.
Druhym je nonaploid. Tento vysledek je vSak hodné neobvykly od 4x sexualni P. bauhini
v kombinaci toho kfizeni. Jest€ je mozné, Ze jde o dekaploida od P. officinarum, kdy mohlo
pii vysevu dojit k pfenosu nazky do Spatného kvétinace. Dekaploidni potomek by pfitom
nebyl nic ptfekvapivého, protoze jej pii svém vyzkumu zachytili i Rosenbaumova
& Krahulec (2014). Bude tedy nutné rostlinu znovu pifeméfit na cytometru a piipadné

piepocitat chromosomy.

5.4 Srovnani s vysledky krizeni komplementarnich rostlin

(provedenych R. Rosenbaumovou)

Jak uz jsem uvedla v kapitole 1.1, prace R. Rosenbaumové (Rosenbaumova
& Krahulec 2014) se zabyva studiem populaci zrodu Pilosella v Cechach (CR).
Kombinace cytotypi a zpusobt reprodukce P. officinarum (4x, sexualni) a P. bauhini (6x,
apomikt) jsou komplementarni s témi, se kterymi jsem pracovala.

Vynos z kfizeni s tetraploidni, sexualni P. officinarum byl velmi maly. Z F1
generace bylo vypéstovano 321 semenacki. Prevazné (84.7 %) byly tvofeny
pentaploidnimi hybridy (n + n) s P. bauhini. Z autogamie vznikl zbytek tohoto potomstva —
tetraploidy (n + n).

Po kiizeni s hexaploidni, apomiktickou P. bauhini vzeslo 1059 semenacki v F1
generaci. Variabilita tohoto potomstva byla mnohem vyssi. Rozsah ploidie Sel od triploida
az oktoploidiim. Pfevazovaly hexaploidy (93.3 %) vzniklé pravdépodobné apomikticky
(2n + 0), ale také mohly vzniknout autogamii (n + n). Hybridy byly nejméné zastoupeny
heptaploidy (n + 2n; 0.2 %), oktoploidy (2n + n; 0.8 %) a nejvice pentaploidy
(n + n; 4.6 %). Partenogeneticky vzniklé potomstvo z redukované samici gamety P. bauhini

zahmovalo triploidy (n + 0; 1.1 %).
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Rostliny, se kterymi jsem provedla experimentalni kiizeni byly sesbirany na
Slovensku (viz obr. 3). K dispozici jsem méla P. officinarum (6x, fakultativni apomikt) a P.
bauhini (4x, sexualni).

Vynos z kiizeni hexaploidni, apomiktickou P. officinarum byl piekvapivé velmi
maly. Z F1 generace jsem vypéstovala pouze 135 semenackt. Z nich bylo celkem zméteno
129. Tento pocet je vztazen ke druhému méfeni na cytometru, které je pocitano do celkové
analyzy. Potomstvo bylo tvofeno pievazné hexaploidy (98.4 %), ktetfi pravdépodobné
vznikly apomikticky (2n + 0). Nevylucuje se zde ani kombinace s autogamii (n + n).
Minimalni byl podil hybridnich rostlin: tetraploidy (do celkového poctu nezahmuty, viz
kapitola 4.2) a oktoploidy (1.6 %; 2n + n).

Po kiizeni s tetraploidni, sexudlni P. bauhini vzeslo celkem 117 semendcku.
Vzhledem k celkovému poctu nazek (tab. 9, Piiloha 2) je vynos z F1 generace proti P.
officinarum vétsi. V potomstvu prevazovaly tetraploidni rostliny (95.6 %), které¢ ziejme
vznikly autogamii (n + n). Hybridni potomstvo bylo zastoupeno: pentaploidy (n + n) s P.
officinarum, oktoploidem a nonaploidem (do celkového poctu nezahmuti, viz kapitola 4.2).

Pro leps$i porovnani experimentalniho kiizeni odkazuji na tab. 6, tab. 7 a obr. 7.

Tabulka 6 - Srovnani vysledki experimentalniho ki'iZeni s vysledky R. Rosenbaumové (Rosenbaumova
& Krahulec 2014)

Plo POT Matefské rostliny SM Matefské rostliny RR
P. officinarum (6x) P. bauhini (4x) P. officinarum (4x) P. bauhini (6x)

PJ % PJ % PJ % PJ %
3x — — — — — — 12 1.1
4x — — 109 96.5 49 15.3 — —
5x — — 4 3.5 272 84.7 49 4.6
6x 124 98.4 — — — — 988 93.3
7x — — — — — — 2 0.2
8x 2 1.6 — — — — 8 0.8
Celkem 126 100 113 100 321 100 1059 100

Plo_POT - ploidie potomk

Matefské rostliny_SM - rostliny ziskané z experimentu Markéty Skacelové
Matefské rostliny_RR - rostliny ziskané z experimentu Radky Rosenbaumové
PJ - pocet jedincl

% - pocet jedincu v procentech

3x, 4x, 5x, 6X, 7x, 8x - triploidy, tetra-, penta-, hexa-, hepta-, okto-

226 -



84.7 %

PO_SM BA_RR PO_RR
- n+0=23x I:' n+n=5x I:l n+2n =7x
- n+n=4x - 2n+0 = 6x - 2n+n=8x

BA_SM

Obrazek 7 — Srovnani proporci jednotlivych typt potomkt z reciprokého kiizeni. Pro lepsi prehlednost je osa
y rozdélend na dveé casti. PO_SM, BA SM — potomci P. officinarum (6x) a P. bauhini (4x)
z experimentalniho kiizeni Markéty Skacelové. PO_RR, BA_RR — potomci P. officinarum (4x) a P. bauhini

(6x) z experimentalniho kiizeni Radky Rosenbaumové.
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Tabulka 7 - Srovnani reciprokych kiizeni. a - srovnani potomstva, které mize vzniknout pfi
experimentalnim reciprokém kiizeni z prace Markéty Skacelové. Tmaveé oranzové zvyraznéni je potomstvo,
které realn¢ vznika. b - srovnani potomstva, které mize vzniknout pti experimentalnim reciprokém kiizeni

z prace Radky Rosenbaumové. Tmave oranzové zvyraznéni je potomstvo, které realné vznika.

a

2n+n=7x 2n + 2n = 10x

2n = 4x
n+2n=7x
2n + 2n = 10x

n+ 2n = 8x
2n+n=7x 2n + 2n = 10x

n+n=6x(a)

2n + 2n = 10x

5.5 VyssSi stupné ploidii

Vyssimi stupni ploidie jsou zde mysleny trovné nad hexaploidy. Obecné jsou vyssi
ploidie v pfirod¢ vzacné, a to i presto, Ze se pravideln¢ objevuji ve vysledcich
experimentalnich kiizeni (napt. Bicknell et al. 2003; Krahulcova et al. 2004). Tyto stupn¢
vznikaji z neredukovanych gamet, nejcastéji ze sami¢i neredukované gamety (Krahulcova
et al. 2004, 2011b). Tato skutecnost se také prokazala v praci Rosenbaumova & Krahulec
(2014), kdy u apomiktické matky byl podil potomstva z neredukované gamety dokonce az
osmkrat vyssi nez u neredukované samci gamety. V této praci byl podil potomstva s vyssi
ploidii velmi zanedbatelny. Pouze dvé oktoploidni rostliny byly zaznamenany u P.

officinarum (matetska rostlina, apomikt) z experimentalniho kifizeni na rostlinach ze

Slovenska.
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Oktoploidy byly dosud nalézany jako nejvyssi stupen ploidie u hybridnich roji P.
officinarum a P. bauhini (Krahulcova & Krahulec 2000; Rotreklova et al. 2002). Nové byl
zaznamenan dekaploid na lokalit¢ u vesnice Valov. Jednalo se o zaznam ze sesbiranych
a vypeéstovanych nazek, dospély jedinec nalezen nebyl (Rosenbaumova & Krahulec 2014).
Studium hybridnich roji fakultativné apomiktické P. bauhini a sexualni P. officinarum
ukazalo nejen oktoploidy, ale i heptaploidy (Krahulcova et al. 2014).

Otazkou zlstava pro¢ jsou stale hybridy s vyssi ploidii v pfirodé vzacnosti.
Vysvétleni podava nékolik studii vysoce polyploidnich hybridl z kiiZzeni mezi sexudlnimi
a apomiktickymi jedinci. Z téchto praci vyplyva: (a) nové vzniklé 2n + n hybridy mély
nestabilni genom; (b) hybridy obsahovaly cely genom mateiské apomiktické rostliny (2n),
ale zaroven se projevila variabilita potomstva; (c) vytvarely tedy potomstvo s nizsi s nizsi
ploidii, nez je jejich vlastni (n + n nebo haploidni partenogeneze) (Krahulec et al. 2008;
Krahulcova et al. 2009a, 2011b). To by mohl byt jeden z diivodi, pro¢ jsou vyssi stupné

ploidii v pfirod¢ vzacnosti (Rosenbaumové & Krahulec 2014).
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6 Zaver

Tato diplomova prace se zabyvala zbytkovou sexualitou u fakultativné
apomiktického, hexaploidniho druhu Pilosella officinarum. Tento jev ma za nasledek
tvorbu variabilné€jsiho potomstva nez sexualné se rozmnozujici jedinci. Pro zjisténi stupné
zbytkové sexuality poslouzilo experimentalni kiizeni se sexudlni, tetraploidni P. bauhini.
Oba tyto druhy byly sbirany na lokalitach ve Slovenské republice.

Zbytkova sexualita se u P. officinarum piili§ neprojevila. Tedy, mezi potomky
prevazovaly hexaploidy z apomixe. Minimalni podil piedstavovaly hybridni oktoploidy.
Zajimavé bylo slozeni potomstva od P. bauhini. Zde se vyskytovaly hlavn¢ tetraploidy
z autogamie. Hybridni pentaploidy byly v mensing€. Pfevaha tetraploidt svéd¢i o znacném
vlivu tzv. mentor effectu. Ten u sexualné self-inkompatiblniho (SI) jedince dokaze SI
prolomit smési ciziho a vlastniho pylu. Mezi potomstvem obou druhii se ukazalo n¢kolik
jedinct s nejasnym stupném ploidie. Témto druhtim budou pro dalsi praci piepocitany
chromosomy.

Vysledky prace byly srovnany s praci provedenou v Ceské republice. Zde byla
zbytkova sexualita zkoumana u fakultativné apomiktické, hexaploidni P. bauhini a sexualni
tetraploidni P. officinarum. Vysledky obou praci byly podobné piedevsim z hlediska

silného vyskytu potomki z autogamie.
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Priloha 1: Piehled kiizeni mezi Pilosella officinarum a P. bauhini

Tabulka 8 - Pfehled experimentalniho k¥riZeni

Datum* Kombinace kfizeni Barva bavinky 1 Poéet' Barva bavinky Poéet' Barva bavinky Poéet'
opyleni 2 opyleni 3 opyleni
Pilosella officinarum  Pilosella bauhini
20.5.2013 1939 1940 rdzova 2
2051 1972 TM modra 1
2076 1972 SV zelena 3 hnéda 1
2076 1959 fialova 3 cema 1
21.5.2013 1960 1940 Zluta 1
1960 1940 cervena 1
2052 1972 bila 1
22.5.2013 2049 1959 SV modra 2
SV modra+SV
27.5.2013 1960 1959 zelena 2
1960 1940 cCervena+tfialova+ bila 1
1960 1940 Cervena+tfialova 2
30.5.2013 1939 1940 ruzova+hnéda 2 Zema+zluta 1
1939 1940 ruzova+hnéda 2 Zema+zluta 1
1939 1940 rdzova+hnéda 2 Cema+zluta 1 SV modratbila
3.6.2013 1960 1972 TM modra+&ervena 1
SV
6.6.2013 1939 1940 SV modra+rizova 2 modrat+ziuta 1
19.6.2013 2076 1940 Zluta+&ervena 1
* - datum prvniho dne opyleni kvétu
SV -
svétle
TM - tmavé
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Priloha 2: Sesbirané nazky a vzeslé semendcky

Tabulka 9 - Po¢ty nazek a semenacki

Pofadoveé Cislo PO  Semenacky

1 75 7
2 77

9 62 16
10 80 21
11 28 6
12 38 6
13 0 0
14 65 37
18 0 0
19 55 14
25 23 1
42 27 10
43 60 15
Celkem PO* 590 135
Pofadoveé Cislo BA  Semenacky
3 8 0
4 9 5
5 0 0
6 43 10
7 20 8
8 21 5
15 0 0
16 0 0
17 0 0
20 13 8
21 10 5
22 0 0
23 0 0
24 0 0
26 1 0
27 0 0
28 16 7
29 15 10
30 16 4
31 16 3
32 12 6
33 15 3
34 9 4
35 13 2
36 6 2
37 11 8
38 21 2
39 29 4
40 20 8
41 18 13
Celkem BA** 342 117
CELKEM 932 252

PO* - nazky Pilosella officinarum
BA** - nazky Pilosella bauhini
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Priloha 3: Mapa rozsifeni cytotypa P. officinarum
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Obrazek 8 - Cytotypy P. officinarum v Ceské republice, Slovensku a SV Mad’arsku (Mraz et al. 2008)
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Priloha 4: Fotografickd dokumentace

i

potomci.

Obrazek 10 - Klicici semenacek; © autor prace
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Obrazek 12 - VétSi semenace v sadbovaci; © autor prace
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Priloha 5: Tabulky hodnot z druhého méfeni na cytometru

Tabulka 10 — Hodnoty méi‘eni pro vzorky (semenace) od materské rostliny BA 1940

ID Index Ploidie = Genom Standard Poznamky
6.1-4 1 4 P BA_1940
65-8 1 4 P BA_1940
6.9-10 1 4 P BA_1940
71-4 1 4 P BA_1940
75-8 1 4 P BA_1940
8.1_2 1 4 P BA_1940
83-5 1 4 P BA_1940
20.1-3 1 4 P BA_1940
204 -6 1 4 P BA_1940
20.7 1 4 P BA_1940
20.9 1 4 P BA_1940
21.1 0.788258 5 9.096006 bez ST
21.2 1 4 P bez ST 21.3 ma ploidii 4x
214 1 4 P BA_1959 misto BA_1940
21.5 1 4 P BA_1959 misto BA_1940
28.1 1 4 P BA_1940
28.2-4 1 4 P BA_1940
28.5 1 4 P BA_1940
28.6 1 4 P BA_1940
28.7 1 4 P BA_1940
291 2 1 4 P BA_1940
293 4 1 4 P BA_1940
296-7 1 4 P BA_1940
29.8-10 1 4 P BA_1940
30.1-2 1 4 P BA_1940
30.3-4 1 4 P BA_1940
31.1-3 1 4 P BA_1940 31.3 ma ploidii 4x
311 0.873783987 5 8.205689 BA_1940
31.2 0.535110447 8 13.3991 BA_1940 podobny vysledek k tomu z 28. 5. 2014
32.1_2 1 4 P BA_1940
32.3-6 1 4 P BA_1940
33.2 0.433003811 9 16.55875 BA_1940
33.3 1 4 P BA_1940
34.1-2 1 4 P BA_1940
34.3-4 1 4 P BA_1940
36.1-2 1 4 P BA_1940
37.1.3 4 1 4 P BA_1940
37.2_7 1 4 P BA_1940
375 6_8 1 4 P BA_1940
38.1-2 1 4 P BA_1940
39.1-5 1 4 P BA_1940
40.1-3 1 4 P BA_1940
404 -7 1 4 P BA_1940
40.8 1 4 P BA_1940
41.1-4 1 4 P BA_1940
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415-8 1 4 P BA_1940
419-11 1 4 P BA_1940
4112 -13 1 4 P BA_1940

P - piky vzorkl se kryly s pikem standardu
1 - vzorky byly stejné jako standard

Tabulka 11 — Hodnoty méfeni pro vzorky (semenace) od mateiské rostliny BA_1959

ID Index Ploidie @ Genom Standard Poznamky
4.3 0.75545768 5 9490935 BA_1972 nedostatek BA_1959
4.4 1 4 P BA_ 1959 4.1/4.2 maji ploidii 4x
4.5 1 4 P BA_ 1959
35.1 0.75539347 5 9491742 BA 1972 nedostatek BA_1959

P - piky vzorkl se kryly s pikem standardu
1 - vzorky byly stejné jako standard

Tabulka 12 — Hodnoty méfeni pro vzorky (semenace) od matei'ské rostliny PI_1939

ID Index Ploidie = Genom Standard Poznamky
14.1-5 1 6 P PI_1939
14.6-10 1 6 P PI_1939
14.11-15 1 6 P PI_1939
14.16 - 20 1 6 P PI_1939
14.21-25 1 6 P PI_1939
14.26 - 28 1 6 P PI_1939
14.29 - 31 1 6 P PI_1939
14.32 - 35 1 6 P PI_1939
14.36 - 38 1 6 P PI_1939
421-5 1 6 P PI_1939 bez 424 (t)
426-10 1 6 P PI_1939
43.1-4 1 6 P PI_1939
435-8 1 6 P PI_1939
43.9-12 1 6 P PI_1939
43.13-15 1 6 P PI_1939

P - piky vzorkl se kryly s pikem standardu
1 - vzorky byly stejné jako standard
1 - mrtva rostlina

Tabulka 13 — Hodnoty méfeni pro vzorky (semenace) od materské rostliny PI_1960

ID Index Ploidie Genom Standard Poznamky
13-6 1 6 P PI_1960
2.1 1 6 P PI_1960
10.1-3 1 6 P PI_1960
10.4-10.8 1 6 P PI_1960
10.10-12 1 6 P PI_1960
10.13-17 1 6 P PI_1960
10.18 0.946673 6 10.96051 PI_1960
10.19 1.532657703 4 3.542865436 PI_1960
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10.20 0.728792217 8 7.450683295 PI1_1960
19.1 -4 1 6 P PI_1960
19.5 -8 1 6 P PI_1960
19.9 - 11 1 6 P PI_1960
19.13-14 1 6 P PI_1960
25.1 1 6 P PI_1960

P - piky vzorkl se kryly s pikem standardu
1 - vzorky byly stejné jako standard

Tabulka 14 — Hodnoty méfeni pro vzorky (semenace) od materské rostliny PI_2052

ID Index Ploidie = Genom Standard Poznamky
9.1-4 1 6 P P1_2052
9.5 1 6 P P1_ 2052 R je velmi$patném stavu
9.6 - 11 1 6 P P1_2052
9.14 - 16 1 6 P P1_2052

P - piky vzorkl se kryly s pikem standardu
1 - vzorky byly stejné jako standard
R - rostlina

Tabulka 15 — Hodnoty méfeni pro vzorky (semenace) od materské rostliny PI 2076

ID Index Ploidie = Genom Standard Poznamky
121-3 1 6 P PI_1960 misto PI_2076
124 -5 1 6 P PI_1960 misto PI_2076
12.6 0.735956769 8 14.23997  PI_1939
11.1-4 1 6 P PI_1960 misto PI_2076
11.5 1403473996 4 7.467185  PI_1939

11.6 1.393657309 4 7.519783 Pl1_1939
P - piky vzorkl se kryly s pikem standardu
1 - vzorky byly stejné jako standard
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