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Anotace

Neredukované gamety (pohlavni buiikky obsahujici dvojndsobek genetické informace, nez
ostatni) pfispivaji ke vzniku polyploidie, vlastnictvi tfi a vice chromosomovych sad. Poly-
ploidie svym nositelim ¢asto umoziuje ziskavat nové vlastnosti, odlisit se od diploidnich
rodi¢t a produkovat vétsi pletiva a semena, coz jsou vlastnosti zasadni pro evoluci mnoha
rostlin avysoce zadané u plodin. Diky neredukovanym gametam muizeme polyploidii
u rostlin jednak vyvolat nebo mizeme kiizit polyploidy s jejich diploidnimi pfedchidci a tim
napomoci $lechténi novych rostlin. Neredukované gamety jsou ovSem V piirodnich popula-
cich velmi vzacné. Je proto dilezité Iépe prozkoumat vSechny faktory vzniku téchto gamet.

Ve své praci jsem se rozhodla zkoumat vliv zvySené teploty, 0 které je znamo, Ze narusuje
meiozu a méla by tedy ovliviiovat i samotnou tvorbu gamet. Proto jsem zkoumala Cetnost
neredukovanych gamet V prasnicich rostlin, které byly péstovany po rizné dlouhou dobu
ve tfech vysokych teplotach — 20, 30 a 37 °C.

Z moji prace vyplyva, Ze na to, jestli bude rostlina produkovat neredukovany pyl, mé nejvétsi
vliv nejvyssi zkoumana teplota, 37 °C. Ovsem i pti teploté 30 °C se neredukovany pyl tvori
ve zvySené mife. Pokud jde 0 délku vystaveni vyssi teploté, nejvyssi cetnost neredukovanych
gamet se vyskytovala po dvaceti dnech, tedy po dlouhodobém vystaveni vyssi teploté. Zvyse-
na ploidie rostliny neméla pfiliSny vliv na produkci neredukovaného pylu.

Celkové moje prace ukazuje, Ze vystavenim rostlin dlouhodobému ptsobeni vysoké teploty
muzeme navodit zvySenou produkci neredukovanych gamet. Tyto neredukované pohlavni
buriky stoji za vznikem a kiizenim velkého mnozstvi soucasnych uzitkovych plodin (napf.
pSenice, brambory, kava, brukvovita zelenina) a mohou pfispét k slechténi a kiizeni mnoha
dalSich.

Klicova slova
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Annotation

Unreduced gametes (sex cells with double genetic information than others) contribute to for-
mation of polyploidy, a possession of three or more complete chromosome sets. Polyploidy
enables organisms to acquire new functions, to distinguish them from their diploid parents
and produce bigger tissues and seeds, which are attributes essential for evolution of many
plants and highly desirable for crops. Thanks to unreduced gametes we can induce polyploidy
or we can cross polyploids with their diploid progenitors and thus help to breed new plants.
However, unreduced gametes appear in natural conditions only rarely. Therefore, it is very
important to examine all factors of formation of those gametes.



In my work | decided to study effect of increased temperature, which is known to effect meio-
sis and thus it could influence the gamete formation itself. That is why | have studied the fre-
quency of unreduced gametes in anthers of plants grown for a different time period in three
high temperatures — 20, 30 and 37 °C.

Here | show that the highest examined temperature 37 °C has the strongest effect on unre-
duced gamete production. However, 30 °C treatment also increased the unreduced pollen pro-
duction to some extent. As it comes to the length of exposure to higher temperature, the high-
est unreduced gamete frequency occurred after twenty days, i.e. long-term exposure to higher
temperature. Increased ploidy level of plant did not influence the unreduced gamete produc-
tion much.

Overall, my work shows that by exposure of plants to long-term high temperature treatment
we can induce increased production of unreduced gametes. These unreduced sex cells are
responsible for origin and crossing of many crop plants nowadays (for example wheat, potato,
coffee, brassica vegetables) and they might contribute to breeding and crossing of many oth-
ers.
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1 UvoD

Ve své praci se zabyvam tvorbou neredukovanych gamet u fefiSniku pise¢ného (Arabidopsis
arenosa) a faktory, které ji ovliviiuji. Hlavnim zkoumanym faktorem je vysoka teplota a jeji
zmény. Zkoumala jsem Cetnost neredukovanych gamet V prasnicich rostlin, které byly pésto-
vany V riznych teplotnich podminkach. VSechny byly pivodné péstované v 13 °C, ale potom
se nekolik jednotlivcd odebralo a rozmistilo do tfi riznych teplot. Z novych teplot byly ode-
brany vzorky po dvou, péti a dvaceti dnech.

Diky tomu jsem mohla zkoumat, jestli vétsi vliv méd samotnd vysoka teplota nebo teplotni Sok
z presunu do ni. Dalsi otazka, ktera mé zajimala, byla, jaka z teplot bude mit nejvétsi vliv.
Zda mezi nimi bude rozdil nebo bude stacit, ze je teplota vyssi a bude jedno o kolik. Posledni
véc, kterou jsem zkoumala, bylo, jestli jsou nejvétsi rozdily na urovni jedinct, populaci nebo
ploidii rostlin, tedy jestli vice genetického materialu ovliviiuje nachylnost K tvorbé nereduko-
vanych gamet.

Neredukované gamety piispivaji ke vzniku polyploidie u rostlin. Mnoho zeméd¢lsky vyuzi-
vanych rostlin je polyploidnich, a proto je dilezité 1épe prozkoumat zptsoby, kterymi dochazi
ke vzniku neredukovanych gamet. Mohlo by to pomoci pii §lechténi novych hospodatskych
plodin.



2 PREHLED LITERATURY

2.1 Polyploidie a uzitkové rostliny

Polyploidie je definovana jako vlastnictvi tii nebo vice kompletnich sad chromozomu
Vv bunice. Organismy S takto zmnoZenymi chromozomovymi sadami ve v§ech bunkach se na-
zyvaji polyploidni. Polyploidi se vyskytuji Vv nejriznéjSich skupinach eukaryot, avSak ob-
zvlasté vyznamnou roli hraje polyploidie u rostlin, proto se 0 ni zmifiujeme dale. (Ramsey &
Shemske, 1998)

Mezi polyploidni rostliny fadime mnoho hospodaisky vyuzivanych druht (napf. kukufice,
bandnovnik, pSenice, fepka olejka, brambory, kdvovnik, podzemnice olejnd, oves, cukrova
titina, tabdk a mnoho druhli ovoce), proto je porozuméni procesiim spojenym S polyploidii,
jejim vznikem a reprodukénimi bariérami mezi polyploidnimi a nepolyploidnimi rostlinami
pro péstovani a Slechténi téchto plodin zcela nezbytné. (Skalicka, 2005) (Brownfield &
Kohler, 2010) (Bretagnolle & Thompson, 1995) (Stebbins, 1947)

V tomto literarnim ptehledu chci ukézat, Ze polyploidie je klicova v evoluci velké ¢asti rost-
lin, a tedy i rostlin uzitkovych. Pochopeni vyhod a nevyhod polyploidie z evolu¢niho hlediska
nam muze pomoci pochopit jeji vyznam a potencialni vyuziti u plodin. Z hlediska Slechténi
plodin je klicova otazka jejich schopnosti se vzajemné kiizit, kterou se zabyva cela ma prace,
proto vysvétlim, jak funguje rozmnozovani mezi rostlinami S jinou ploidni Grovni, pomoci
neredukovanych gamet aukazu, co je z literatury zndmo 0 tomto procesu, zplsobech jeho
ovlivnéni prostiedim (pfedevSim teplotou, kterou se ve své praci zabyvam) ajeho vyuziti
V zeméd¢lstvi.

2.1.1 Auto- a alopolyploidie

Rizné druhy polyploidie se nazyvaji podle konkrétniho poétu chromozomovych sad, to zna-
mena, ze rostlina, kterd ma tfi sady, je triploidni, ta, kterd ma Ctyfi, tetraploidni atd. Déle se
rozlisuje, jestli tyto sady pochazeji od jednoho druhu nebo ne. (Ramsey & Shemske, 1998)

Autopolyploidie je zndsobeni sad chromozomu V radmci jednoho druhu, autopolyploidi tedy
nemaji pfedchozi diferenciaci chromozomovych sad. Alopolyploidi maji zndsobené chromo-
zomové sady, které pochazeji od dvou nebo vice druht. Je vSak nutno podotknout, Ze
na rozliSovani autopolyploidu a alopolyploidti neexistuje pouze jeden nazor. (Kihara & Ono,
1926) (Ramsey & Shemske, 1998)

Stebbins, 1947 naptiklad navrhl zptisob rozliseni polyploidu, kde se bere v tivahu hlavné cho-
vani chromozomti béhem meidzy. Podle této teorie mize dochézet u autopolyploidii b€hem
meidzy K multivalentnimu spojeni chromozomtl, to znamena, Ze se chromozomy spoji na vice
mistech. K takovému spojeni muze dojit diky tomu, Ze autopolyploidi nemaji rozriznéné
chromozomové sady, takze se chromozomy mohou spojit na vice mistech (multivalentni spo-



jeni) a vysledny pocet chromozomu V dcefinych buiikach je nerovnomérny. U alopolyploidii
se multivalentni spojeni chromozomtl vyskytuje jen zfidka a jejich cytogenetické chovani je
podobné diploidim, protoze obsahuji dva diploidni genotypy Vv jednom genomu. (Stebbins,
1947)

2.1.2 Vyznam polyploidie v evoluci a jeji potencialni vyhody pro uzitkové
rostliny

Polyploidie je dulezitym rysem V evoluci mnoha eukaryotickych taxonomickych skupin
a Vv ptipad¢ rostlin hraje v evoluci jednu z kli¢ovych roli (je odhadovano, ze 47 % az 70 %
krytosemennych rostlin je polyploidnich).

Polyploidie je povazovéna za hlavni mechanismus pfizplisobovani a rozrizinovani rostlinnych
druhd. Byly pozorovany rozdily ploidie mezi pfibuznymi jedinci i V ramci populace jednoho
druhu a je dokazano, Ze jednotlivé polyploidni taxony mohou mit vicenasobny ptivod. Tato
pozorovani nasvédcuji tomu, Ze evoluce polyploidl je neustavajici proces, a ne jednorazova
makroevolu¢ni udalost (udalost, ktera se v evoluci vyskytla jednou auz se neopakovala).
(Levin, 1983)

K dokladiim rozruziiovani nové vzniklych polyploidnich taxont ptispiva i fakt, ze polyploidi
Casto maji vlastnosti, které nejsou obsazeny Vv ani jednom z genomu jejich rodi¢ovskych dru-
ha. Neékteré z novych znaklh mohou rostliné pomoci se adaptovat na jiné podminky a osidlit
novou ekologickou niku. (Darlington, 1963)

Je velmi cCasté, Ze volné rostouci pfedchiidce uzitkové rostliny je diploidni, ale naslednym
Slechténim plodiny dojde k polyploidizaci Plodiny jsou tedy se svym matefskym druhem veli-
ce blizce pfibuzné, mohou vsak jako polyploidi ziskat nové (lidmi cenéné) vlastnosti. Tak je
tomu napiiklad u bramboru nebo psenice. (Levin, 1983)

Nové vznikly polyploid je z velké miry reprodukéné izolovan od rodi¢l, takze vznika novy
druh, aniz by oproti nim musel mit néjakou vyhodnou vlastnost. Vyhodou polyploidie je i to,
ze polyploid ma dvojnasobnou zasobu genetického materidlu, coz mu umoznuje veétsi variabi-
litu gent. To je vyhodné pro adaptaci v ménicim se prostfedi. Polyploid mize rozriznovat
svoje geny, aniz by pfisel 0 ty plivodni.

vvvvvv

Buiiky se napftiklad hife vypotadaji S dvojndsobnym mnozstvim DNA.

K posouzeni pravdépodobnosti toho, zda se novy polyploid uspésné etabluje, potiebujeme
informace o Zivotaschopnosti a plodnosti novych bunéénych typu, rozsahu reprodukéni izola-
ce uvnitt bunénych typd a mezi nimi a o ekologické nice novych polyploidi. (Ramsey &
Shemske, 1998)



2.1.3 Vznik polyploidi

Duplikace chromozomovych sad mize probihat v zasadé dvéma cestami. Prvni, v pfirodé asi
Cast¢jsi zpuisob, je oplozeni neredukovanymi gametami. KdyZz je bézna diploidni (2n) rostlina
s redukovanymi gametami oplodnéna neredukovanym pylem, maze kiizenim vzniknout novy
triploid. Triploidi se mohou sloucit S rodi¢ovskymi gametami nebo dojde k samooplozeni
a vysledkem jsou diploidni a tetraploidni genotypy a potomstvo. (Ramsey & Shemske, 1998)

@ sporofyt 2n rostliny
. . . ‘ . gametOfYt o rosmny

splynutl gamet

sporofyt 3n rostliny

. . gametofyt 3n rostliny

splynutl gamet splynutl gamet

diploidni a
tetraploidni
potomstvo

Obr. 1 Vznik polyploida ptes triploidni jedince (neni-li uvedeno jinak, obrazek autorka)

Rostliny také mohou produkovat neredukované gamety S dvéma kopiemi kazdého chromo-
zomu, které se slou¢i Sjinymi neredukovanymi gametami a vznikaji autopolyploidi.
V ptipadé diploidniho pylu tetraploidi. (Levin, 2002)

Alopolyploidi mohou vznikat slouc¢enim dvou neredukovanych gamet rliznych druhti nebo
sloucenim haploidnich gamet dvou riznych druht. Hybridi vznikli druhym zptisobem byvaji
vétSinou neplodni, protoze nelze sparovat dvé rozdilné sady chromozomu. Ptekonat tento
problém muze pomoci zdvojeni genomu. (Bomblies & Madlung, 2014)

Druha cesta predpoklada duplikaci chromozomi az po oplozeni, v embryu nebo pozdéji be-
hem vyvoje rostliny. Tento zplsob je Casto vyuzivan ve Slechtitelstvi, kde se ke znasobeni
chromozomovych sad pouzivaji chemikalie (napt. kolchicin), které brani rozestupu chromo-
zomi K polim delici se bunky. (Skalicka, 2005)

v

Nékteré¢ vyzkumy uvadéji, ze neredukovana vajicka jsou spolehlivéjsim zdrojem polyploidi
nez neredukované gamety. VEtsi miru tvorby triploidd pozorovali védci U kiiZzeni, kdy matet-



ské gamety byly neredukované a otcovské redukované. Mechanismy formace polyploida vSak
stale pottebuji podrobnéjsi vyzkum. (Ramsey & Shemske, 1998)

2.2 Neredukované gamety

2.2.1 Vznik

Gamety neboli pohlavni buiiky jsou u diploidnich rostlin haploidni (n). Vzacné vSak vznikaji
i neredukované gamety, které nejsou haploidni (n), ale diploidni (2n), coz znamena, Ze buiika
ma sudy pocet chromozomii.

Vznikaji pii meiotickém déleni stejné jako redukované gamety. Existuje mnoho zptisobi, kte-
rymi mize dojit kvuli poruse meidzy ke vzniku neredukované gamety. Pomoci cytologickych
testll bylo objeveno pét pravdépodobnych zplsobt vzniku 2n gamet: zdvojeni ptredchazejici
meidze, vynechani prvniho meiotického déleni, vynechani druhého déleni, zdvojeni nasledu-
jici po meidze a zmnozeni chromozomu po prvnim meiotickém déleni. (Rhoades & Dempsey,
1966)

Jednou z velmi dobfe prozkoumanych abnormalit vedoucich ke vzniku neredukovanych ga-
met je porucha deliciho vieténka. Mlze mit netypicky geometricky tvar nebo chybét uplné.
Abnormality dé&lictho vfeténka jsou povazovany zacasty divod tvorby 2n gamet
u dvoudéloznych rostlin. (Watanabe & Peloquin, 1993)

Ke vzniku neredukovanych gamet miuZe vést ipfedCasna cytokineze (rozdéleni buriky)
pred rozdélenim sesterskych chromatid. U nékterych druht vznikly 2n gamety kvili nedo-
konc¢ené nebo chybé&jici cytokinezi na konci meidzy.

_profazel _profézell
, x x |”4;I.|’.il | : x :"i’:I::". ’
j metafaze I ,.metafére II’_‘

) | { }
X% X%
anafazel an_af.«i_ze "
A | [ AR ’

Ttelofaze | telofaze Il '
7 bem o TN 0 . s TN
L‘-XX’) L XX/‘| [ ‘v i v /

Obr. 2 Bé&zny priibéh meidzy; heterotypické = redukéni (I) a homeotypické = ekvaéni (II) déleni
Béhem normalni meidézy dochazi ke dvéma po sobé jdoucim délenim buiky. Prvni déleni

vede Kk rozdéleni chromozomového paru a v druhém dochazi k oddéleni sesterskych chroma-
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tid kazdého chromozomu. Déle jsou popsany dva nejzakladnéjsi zpiisoby, kterymi mize po-
ruchou v meidze dojit ke vzniku neredukované gamety (Obr. 3). V prvnim ptipadé neprobiha
separace chromozomového paru v anafazi I. Druhé meiotické déleni probiha normalné, tudiz
se piiném sesterské chromatidy kazdého chromozomu od sebe vzdaluji a piiblizuji se
K protilehlym poltim.

V druhém piipad¢é dochazi béhem prvniho meiotického déleni k standardnimu rozdéleni paru
chromozomul. K poruse dochazi az pii druhém deleni, kdy nedochazi k rozdéleni sesterskych
chromatid. Rozlisit, zda vysledna neredukovana gameta vznikla prvnim nebo druhym zptiso-
bem, Ize podle toho, Zze Vv prvnim ptipadé¢ ma vysledna gameta dvé chromatidy, které nejsou
sesterské, zatimco v druhém ptipadé bunka vlastni dvé sesterské chromatidy. (Bretagnolle &
Thompson, 1995)

Matefska. burika

Nahrazeni Nahrazeni
drutiého prvniho
délen dleni

| Prvni déleni

Obr. 3 Dva zakladni zpsoby poruch meidzy vedoucich k vzniku neredukovanych gamet, upraveno
podle (Bretagnolle & Thompson, 1995)

Neredukované gamety piedstavuji dilezitou cestu pro genovy transfer mezi populacemi
s riznou ploidni urovni. Pti zkoumani ,,redukce gamet® je diillezité umét rozlisit redukovanou
a neredukovanou gametu podle vzhledu.

Ty mohou byt v prvni fad¢ odlisitelné podle velikosti. Neredukované gamety jsou obecné
veétsi nez bézné haploidni (n) (Obr. 4). Velikost neredukovanych gamet je pochopitelna vzhle-
dem ke znasobeni chromozomovych sad v jadfe, a tudiz zvétSeni celého jadra. Velikosti ga-
met nelze samoziejmée srovnavat mezi riznymi druhy, protoZze jednotlivé druhy maji rizné
velké redukované gamety.
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Redukce se ale projevuje inacelkovém tvaru buiky. U brukvovitych (Celed
S nejvyznamngj$imi modelovymi organismy) jsou neredukované gamety vétSinou kulaté
a maji ctyii kli¢ni pory, zatimco redukované maji tvar vic pfipominajici trojiihelnik a maji jen
til pory ve sporodermé, sténé spory (pylového zrna). (Ramsey, 2007)

Obr. 4 Obarvené redukované a jedna neredukovana gameta, autor: Magdalena Holcova

2.2.2 Vliv prostredi na vznik neredukovanych gamet

Nékolik vyzkumi prokazalo, ze produkce neredukovaného pylu je ovliviiovana ekologickymi
faktory, jako je teplota nebo dostatek vody a zivin. Teplota, zejména jeji zmény, maji velky
dopad na tvorbu neredukovanych gamet.

Ramsey & Schemske (nepublikovana data) uvadi, ze frekvence vyskytu neredukovaného pylu
U nahodné zvolenych rostlin, které byly péstovany Vv ristové komote S cyklicky se ménici tep-
lotou, byla ptiblizné€ Sestkrat vétsi nez frekvence neredukovanych gamet v pfirodni populaci.
Bylo vybrano dvacet nahodnych jedinc z pfirozené populace jednoho druhu febiicku
(Achillea borealis). Ti byli umisténi do ristové komory, kde probihal Sestihodinovy cyklus
zmén teploty. Rozsah teplot se pohyboval od 6 °C do 30 °C.

Jak jiz bylo zminéno vySe, produkce neredukovaného pylu byla v rlistové komote znacné vét-
81 neZ Vv prirozeném prostiedi. Pfesnéji dvacet z dvaceti rostlin péstovanych v teplotnich zmé-
nach tvofilo neredukované gamety S primérnou frekvenci 0,422 %, oproti 26 rostlinach ze 75
Vv pfirodni populaci s frekvenci 0,161 %. (Ramsey & Shemske, 1998)

Belling (1925) pozoroval vyznamné zvySeni produkce 2n pylu provazejici netypicka chladna
obdobi. (Belling, 1925)

Vétsiné z ekologickych faktoril, o kterych vime, Ze ovlivituji tvorbu neredukovanych gamet,
jsou rostliny vystavovany ve svém piirozeném prostiedi. To naznacuje, ze zmény Zivotniho
prostiedi, napfiklad klimatu, mohou mit zna¢ny vliv na dynamiku evoluce polyploidie. Velka
cetnost polyploidie ve velkych nadmoiskych vyskach, vysokych zemépisnych Sitkach
anedavno zalednénych oblastech mize byt spojena S tendenci drsnych Zivotnich podminek
vyvolavat tvorbu neredukovanych gamet a polyploidi. (Ramsey & Shemske, 1998)
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2.2.3 Vyznam polyploidie v zemédélstvi

Polyploidie ma velky potencial pro vyuziti v zeméd¢€lstvi. Naprosta vétSina hospodarskych
plodin je polyploidnich. Neredukované gamety je mozné vyuzit pti péstovani hospodaiskych
rostlin. Jedinci produkujici neredukované gamety jsou vyuzivani $lechtiteli k zajisténi poly-
ploidizace u fady druhti. (Ramanna & Jacobsen, 2003)

Neredukované gamety umoznuji naptiklad kiizeni rostlin S rtiznou hodnotou ploidie, které
selhavalo kvili nevyvazenému zastoupeni rodiCovskych genti ve vznikajicim semenu. Tento
problém lze vyfesit tim, ze pfimé&jeme rostlinu S nizsi ploidii tvofit neredukované gamety,
které tak maji stejné mnozstvi DNA jako redukované (tj. normalni) gamety polyploidni rostli-
ny a jsou tedy vzajemné kompatibilni. (Barcaccia, et al., 2003)

Pomoci neredukovanych gamet se daji vypéstovat nové polyploidni druhy (zvySenim poly-
ploidie pivodniho druhu). To by mohlo mit nevy¢islitelnou hodnotu pro slechténi diky poten-
cidlnimu zvyseni genetické rozmanitosti rostlin.

K péstovani novych rostlin, které¢ by produkovaly neredukované gamety jsou vyuzivany
i chemikalie, které ovliviiuji rostlinna pletiva tak, aby zacala produkovat neredukované game-
ty. Tento zplsob je vSak dost namahavy a ¢asoveé naro¢ny a polyploidi takto vznikli byvali
mén¢ zivotaschopni nez ti, ktefi vznikli pomoci sexuélni polyploidizace skrze mutace vedouci
k tvorbé neredukovanych gamet. (Brownfield & Kohler, 2010)

2.3 Rerisnik pise¢ny

Refisnik piseény (Arabidopsis arenosa (L.) Lawalrée; Cardaminopsis arenosa (L.) Hayek) je
rostlina fazena do ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae). Jeho blizkym piibuznym je huseniéek
rolni (Arabidopsis thaliana), ktery se pouziva v molekularni genetice rostlin jako modelovy
organismus. Z hlediska ploidie je fefi$nik piseény diploidni nebo autotetraploidni. (Schmickl,
etal., 2012)

Pro mou préci je tato rostlina dobrym modelovym druhem diky nékolika jejim vlastnostem.
Ma dva rtzné ploidni stupn€, mohu tedy srovnavat pylova zrna diploidnich a polyploidnich
rostlin. Dobfe se péstuje, arychle produkuje pyl, coz usnadiiuje experimenty. Také patii
do celedi brukvovitych, kam patfi mnohé druhy plodin a jejich divoce rostouci predchidci,
coz zvysuje Sanci, ze mé vysledky budou bezprosttedné vyuzitelné pro tyto druhy.
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3 METODIKA

3.1 Cil prace

Cilem mé prace bylo prozkoumat faktory ovlivilujici vznik polyploidnich jedinct
Vv rostlinnych populacich. Konkrétné jsem se zamétila na vliv teploty na polyploidizaci (nso-
beni chromozovych sad).

Vysledkem sexualni polyploidizace (nasobeni chromozomovych sad za piispéni neredukova-
nych gamet) bylo ¢asto vysoce vynosné potomstvo. Polyploidni potomci ptivodnich rostlin
totiz velmi Casto prevySuji svou vynosnosti své diploidni sourozence. (Bethke, et al., 2017)

3.2 Odbér vzorki
Puvod populaci (viz mapa nize, Obr. 5):

e Dikanas (DIK) — tetraploidni, nadmotska vyska 500 m
e Gullingtal (GUG) — tetraploidni, nadmoiska vyska 850 m
e Stre¢no (SNO) — diploidni, nadmoiska vyska 430 m

Vzorky jsem ziskala ze semenné banky Ptirodovédecké fakulty UK, kde jsou uchovavany
pii teploté 4 °C. Byly odebirany v dob¢ plozeni populaci (Obr. 5).

Seminka z jednotlivych populaci byla sedm dni ponechana v kli¢icim mediu (polovi¢né silné
MS medium, 1 % sacharézy, 0,8 % agaru) a poté vyseta na substrat (slozeni: 50 % Arabi-
dopsis substrat, 50 % perlit). Rostliny byly péstovany pfi teploté 13,5 °C, osvétleni 4L a délce
fotoperiody 16 hodin po dobu minimalné dvou mésica.

Z kazdé populace bylo vypéstovano Sest setl rostlin (4-5 jedinctl), které byly nasledn¢ vysta-
veny vyS$im teplotam (Tab. 1). V komoie S vysokou teplotou byly ponechany 20 dni. Poupata
byla odebirana pted pfenosem do vyssi teploty a poté po 2, 5 a 20 dnech (Obr. 6) a fixovany
ve smési 70% ethanolu a ledové kyseliny octové (3:1).
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Zeleznice (Svédsko)

Doba kveteni |kvéten

Max teplota 12:8C

Min teplota AT

Zapad Karpatské nizZiny

Doba kveteni kvéten

Max teplota 14 °C

Alpy : 2 Min teplota 3°C

Doba kveteni |éerven

Max teplota 22°C

Min teplota 10°C

Obr. 5 Mapa ptivodu populaci, vlastni tvorba

Tab. 1 Vystaveni vybranych seti vy$$im teplotam

Piivodni teplota (°C) Zvysena teplota (°C)
Sada 1 13,5 20
Sada 2 13,5 30
Sada 3 13,5 37

Den odbéru poupat: 2 20

88 3

Pobyt ve
vysoké
teplote

Min 2 mésice 20 dnuU

Obr. 6 Odbéry vzorkd, vlastni tvorba
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3.3 Priprava vzorku k mikroskopovani

Z odebranych poupat jsem pomoci pinzety a preparacni jehly pod binokularni lupou vyprepa-
rovala prasniky. Od kazdého vzorku jsem vybrala jedno poupé tésné pied otevienim (Obr. 7)
a Z n¢j jsem vypreparovala 3-6 prasnikd na podlozni sklicko. Zbytek poupéte jsem odstranila,
do preparatu jsem ptidala kapku vody a ptikryla krycim sklem.

Obr. 7 Poupé pied otevienim, vlastni tvorba

Mirnym tlakem na kryci sklicko jsem doséhla uvolnéni pylovych zrn z prasnikii. Uvolnéna
pylova zrna jsem poté obarvila.

3.3.1 Petersonova metoda barveni

Pro tuto metodu barveni se pouziva barvivo, které se sklada z: 10 ml 95% ethanolu, 1 ml ma-
lachitové zelené (1% roztok v 95% ethanolu), 50 ml destilované vody, 25 ml glycerolu, 5 ml
kyselého fuchsinu (1% vodny roztok), 0,5 ml oranze G (1% vodny roztok) a 4 ml ledové ky-
seliny octové. Barvivo se doplni destilovanou vodou do 100 ml. (Peterson, et al., 2010)
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obarvi rizovou barvou a ty druhé budou svétle modrozelené. Barveni je také velmi vhodné
pro vizualizaci neredukovanych gamet, protoze zvlast’ barvi cytoplasmu a pylovou sténu,
a tak umoziuje jak porovnani velikosti pylu, tak poctu otvorti V jeho bunécné sténé€, coz jsou
dva znaky, kterymi se rozliSuje neredukovany pyl od redukovaného.

Obr. 8 Obarvené Zivotaschopné a jedna nezivotaschopna gameta; (Peterson, et al., 2010)

3.4 Mikroskopovani a vyhodnoceni vzorku

Ptipravené a obarvené vzorky jsem pozorovala pod svételnym mikroskopem Olympus
s digitalni kamerou DP73. Pied umisténim vzorku do mikroskopu jsem peclivé odsala pieby-
tecnou vodu a osuSila sklicko, aby voda nenaruSila pozorovani. Pozorovéani probihalo
na zvétseni 10x nebo 20x. Pomoci programu CellSens jsem poftidila fotografie pfiblizné 300
zrn z kazdého vzorku.

Pylova zrna Vv jednotlivych vzorcich jsem pocitala S pomoci programu ImageJ s vizualni kon-
trolou. K zhodnoceni cCetnosti neredukovanych gamet jsem vyuzila Microsoft Excel
a pro tvorbu krabicovych grafu statisticky software R (R-Studio), kde mi se skriptovanim po-
mohla Skolitelka.

17



4 \/YSLEDKY

4.1 Detekce pylu podle velikosti

Vysledky z pocetniho programu bylo nutné vy¢istit od nezadoucich hodnot, protoze program
zaznamenava vse véetné napt. zbytkl prasnika.

Procisténa data jsem zpracovala do formy histogramt pro jednotlivé populace a z nich jsem
urcila velikostni prah pro urovani neredukovanych gamet (ty, které svym primeérem piekro-
Cily ur¢eny prah). (Obr. 9) Prah se nachazel v misté, kde se frekvence pylu s danou velikosti
nahle skokov¢ snizila. (Graf 1) Tedy pro diploidni populaci to bylo 21 pm a pro tetraploidni
populace to bylo 22 pm.

<
= ®m Diploidni
B Tetraploidni
SR
o
0
o N _
s o
©
O
s -
o _ p
= 5 | |
5 10 15 20 25 30 35
Velikost pylu

Graf 1: Spole¢ny histogram pro diploidni a tetraploidni populaci
Znazoriuje Cetnost pylovych zrn Vv zavislosti na jejich priméru, Sipky znazoriuji velikostni prah pro diploidni
a tetraploidni zrna, vlastni tvorba

18



Obr. 9: Neredukované gamety v mych vzorcich; ozna¢ené Sipkou, vétsi nez redukované
Zleva odbér po dvaceti dnech z 20 °C, 30 °C a 37 °C

4.2 Variabilita v tvorbé neredukovanych gamet u Arabidopsis
arenosa

Nejdiive jsem se ptala, jestli jsou vétsi rozdily v tvorbé neredukovanych gamet mezi jedinci,
populacemi nebo dvéma zkoumanymi ploidiemi. Pfedpokladala jsem, ze zvySena ploidie rost-
liny a ptislusnost k dané populaci ma vétsi vliv na variabilitu v tvorbé neredukovanych gamet
nez rozdily mezi jedinci. To se ukézalo pravdivé jen zcasti.

Mezi jednotlivymi ploidiemi jsem nepozorovala zadné konzistentni rozdily v produkci nere-
dukovanych gamet. Mohu tedy shrnout, Ze zmény Vv produkci neredukovanych gamet se pie-
vazné projevuji mezi jednotlivymi populacemi. (Graf 2)
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Graf 2 Procentualni zastoupeni neredukovanych gamet v jednotlivych populacich
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Hodnocené nezavisle na teploté nebo dobé vystaveni vyssi teploté

Pti péstovani rostlin v 20 a 30 °C byla nizka variabilita mezi jedinci uvniti populace a vysoka
mezi populacemi po stabilizaci v dané teploté (pied pfenosem z 13 °C a po dvacetidennim
pobytu), coz jsem predpokladala. Naproti tomu po okamzitém teplotnim skoku se zvysily
rozdily mezi jedinci v ramci populace, coz odporuje mému piedpokladu (Graf 3 a Graf 4).
V ptipadé nejvyssi zkoumané teploty 37 °C byla vysoka variabilita jak mezi jedinci, tak mezi
populacemi. (Graf 5)

4.3 Tvorba neredukovanych gamet a jeji zavislost na teploté

Péstovani v teploté 20 °C mélo na rozptyl jedincii nejvetsi vliv po 5 dnech. To se zvétsily roz-
dily mezi jednotlivymi rostlinami u diploidni (SNO) i u tetraploidni (GUG) populace.
Po dalSim pobytu Vtéto teplot¢ se vSak produkce Uobou populaci zacala ustalovat
na podobnych hodnotach. Tedy jedinci jednotlivé populace produkovali podobné mnozstvi
neredukovaného pylu. Avsak tyto dvé populace se mezi sebou liSily. Jedinci tetraploidni po-
pulace (GUGQG) ustélili svou tvorbu na vyssich hodnotach. Témét vSichni ptisluSnici tetraploid-
ni populace tedy pfi této teploté tvorili vétsi mnozstvi neredukovanych gamet.

U druhé tetraploidni populace (DIK) se rozdily mezi jejimi jednotlivci postupné snizovaly.
Pti poslednim odbéru byly rozdily mezi jednotlivci srovnatelné s diploidni populaci (SNO),
ale produkce gamet byla nepatrné vyssi.

20



Teplota 20°

g °]

E 29 o

S 5

=

2,

c 4 —

o

3

S 3 -

S

o 5

e 2

2 T 5 =

o == — =

5 ——2-- ~ 70 g

B g oL e i =gl ! ]
l | | | | | | | | | 1 !
¥x 0o olx o olx o olx o o
=) ) Z e 2 Z e 2 Z =) = P
o Q) (@) o Q) (@) o Q) ()] o Q) ()]
2 » ®» & & 5 & 5 © & & o

2 — 8 Al Al Al Al Al
pavodni 2 dny 5 dna 20 dnl
(0 dna)

Graf 3 Procentualni zastoupeni neredukovanych gamet v jednotlivych odbérech pro 20 °C

Po dvoudennim pobytu Vv teploté 30 °C zacali jedinci z diploidni populace (SNO) produkovat
maly podil neredukovaného pylu. Pii dal§im odbéru po péti dnech byly rozdily mezi jedinci
I produkce mensi. Delsi pobyt ve zvysené teploté zpisobil, ze néktefi jedinci zacali tvorit vét-
§1 mnozstvi neredukovaného pylu, ale u vétSiny jedinct se neredukované gamety nevyskytly.

Nejvyraznéji ze vSech tii populaci reagovala tetraploidni populace (GUG). Nékteti jeji jedinci
reagovali na pfemisténi okamzitou tvorbou neredukovaného pylu, jini vSak ne, takze se zvét-
Sily rozdily mezi jednotlivci. Béhem dalSiho pisobeni zvysené teploty se vSak rozdily uvnitf
populace zmensily a jedinci zacali vSichni produkovat neredukovany pyl. Pi poslednim odbe¢-
ru tvofila tato populace vyrazné vice neredukovaného pylu nez jedinci diploidni populace.

U druhé tetraploidni populace (DIK) byla vyslednd produkce pylu sice vys$si nez u diploidd,
ale rozdily mezi jedinci byly vétsi. Frekvence neredukovanych gamet byla u této populace
niz$i nez U prvni tetraploidni populace (GUG).
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Graf 4 Procentualni zastoupeni neredukovanych gamet v jednotlivych odbérech pro 30 °C

V nejvyssi zkoumané teploté se nejvyraznéji projevila diploidni populace (SNO). Bezpro-
stiedni teplotni Sok méteny po dvou dnech zpusobil, ze neredukované gamety tvoftili pouze
néktefi jedinci. Po pétidennim vystaveni této teploté zacali i zbyli jedinci tvofit neredukované
gamety. Rozdily uvnitt populace se zvétsily, ale vSichni jedinci méli vysoky podil nereduko-
vaného pylu. V dobé posledniho odbéru se rozdily mezi jedinci zacinaly snizovat.

Na tetraploidni populaci (GUG) mé¢l velky vliv teplotni Sok po dvou dnech. VSichni jedinci
zadali okamzité produkovat neredukované gamety. Cim déle byly rostliny vystaveny vyssi
teploté, tim vétsi vznikaly rozdily mezi jedinci v populaci.

V tetraploidni populaci (DIK) zacali také tvofit neredukované gamety vSichni jedinci. Byly
mezi nimi, ale zna¢né rozdily, které se postupem casu snizovaly. V porovnani s druhou tetra-
ploidni populaci tvofila tato vét§i mnozstvi neredukovaného pylu.

22



Teplota 37°
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Graf 5 Procentualni zastoupeni neredukovanych gamet v jednotlivych odbérech pro 37 °C

A Al

4.4 Vliv doby vystaveni vyssi teploté

Pro vyhodnoceni, zda ma vétsi vliv teplotni Sok z pfemisténi do vyssi teploty nebo dlouhodo-
bé vystaveni této teploté jsem porovnala zménu V produkci neredukovanych gamet po 2, 5
a 20 dnech od pteneseni do vyssi teploty. Na zékladé hodnoceni variability v produkci nere-

dukovanych gamet (Graf 6) jsem piedpokladala, ze efektivnéjsi je dlouhodobéjsi pobyt
Vv prostiedi se zvySenou teplotou.
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Graf 6 Rozdily v produkei mezi pivodnimi 13 °C a vy$§imi teplotami (20, 30 a 37 °C)
Jeden bod znazornuje jednoho jedince bez ohledu na jeho ptislusnost k populaci

4.4.1 Pienos do teploty 20 °C

Pfenos diploidni populace (SNO) do teploty 20 °C zpusobil zvySeni produkce neredukované-
ho pylu. Cim déle byly rostliny vystaveny této teplots, tim mensi byla frekvence vyskytu ne-
redukovaného pylu. (Graf 3)

Pfesunutim tetraploidni horské populace (GUG) do teploty 20 °C zacaly nejprve vznikat roz-
dily mezi jedinci, protoze nékteifi zareagovali okamzitou tvorbou neredukovaného pylu a jini
ne. Del$i ptuisobeni vyssi teploty (20 dnti) pfinutilo zadit s tvorbou vSechny jedince a jejich
rozdily se vyrazné zmensily.

Tetraploidni populace (DIK) rostouci na Svédské Zeleznici na pfenos mezi teplotami zvySenou
tvorbou nezareagovala. Naopak se ¢etnost neredukovanych gamet snizila.

4.4.2 Prenos do teploty 30 °C

Kdyz byly rostliny diploidni populace (SNO) vystaveny teploté 30 °C, zacaly produkovat
vétsi podil neredukovaného pylu. Nejvyssich hodnot dosahovaly po dvaceti dnech, ale byly
mezi nimi patrné rozdily. (Graf 4)

Nejvyraznéji na premisténi reagovali jedinci tetraploidni populace (GUG). Po dvou dnech
zaCalo mnoho jedinct tvofit vétsi mnozstvi neredukovaného pylu, ale ¢tvrtina jedincti produ-
kovala stile redukovany pyl. Po péti dnech se rozdily mezi jedinci zmensSily a pii odbéru
po dvaceti dnech byla cetnost vyskytu neredukovanych gamet nejvyssi a rozdily nebyly piilis
vyrazné, az na dva extrémni jedince.
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Tetraploidni populace (DIK) reagovala na pienos zvysenim produkce neredukovaného pylu.
Pozdé&ji se produkce opét snizila téméi na nulu, ale pii poslednim odbéru jiz mnoho jedinct
op¢t tvotilo vétsi mnozstvi zkoumanych gamet.

4.4.3 Prenos do teploty 37 °C

Pii pfemisténi diploidnich jedincti (SNO) do nejvyssi zkoumané teploty 37 °C se postupné
zacala zvySovat produkce neredukovaného pylu. Po péti dnech nékteii jedinci tvotili velké
mnozstvi neredukovaného pylu, ale byly zna¢né rozdily mezi jedinci. Celkova produkce této
populace byla ale nejvyssi po dvaceti dnech, kdy se zmensily rozdily mezi jedinci. (Graf 5)

Horské tetraploidni populaci (GUG) s prodluzujicim se pobytem v 37 °C stoupala i produkce
neredukovaného pylu. Jeji maximum bylo nejvyssi, ale rozdily mezi jednotlivymi rostlinami
byly vétsi nez u diploidni populace.

Pro zelezni¢ni tetraploidni populaci (DIK) mél nejvyrazngjsi vliv na tvorbu zkoumanych ga-
met samotny pienos, tedy teplotni Sok. Pozd¢ji se tvorba sice sniZzovala, ale ustalovala se
na stale dost vysokych hodnotach oproti piivodni nepatrné produkci.

4.4.4 Celkové zhodnoceni vlivu doby vystaveni vysSi teploté

Po posouzeni vSech vysledkl jsem dospéla k nazoru, ze na zvySeni produkce neredukovanych
gamet ma vé&tsi vliv del§i pobyt ve vysoké teploté. Teplotni Sok z premisténi tedy nema
na rostliny tak velky dopad. V jednom z vyse uvedenych grafi (Graf 6) 1ze pozorovat zvyso-
vani produkce neredukovanych gamet Vv zavislosti na delSim Case straveném ve vyssi teploté.
Nejvyssi tvorba nastavala U jedinct prave po nejdelSim ¢asovém obdobi, tedy dvaceti dnech.

4.5 Celkovy vliv teploty zobecnény pro vsechny populace

Pro rozhodnuti, ktera teplota ma nejvétsi vliv na tvorbu neredukovanych gamet, jsem porov-
nala rozdily mezi ptvodni teplotou a frekvenci vyskytu neredukovanych gamet v jednotlivych
teplotach po dvaceti dnech, u kterych jsem zaznamenala nejvyssi vliv. (kap. 4.4, Graf 7) Nej-
vys$$ich hodnot dosahli jedinci, kteti byli pieneseni do teploty 37 °C. Dv¢ rostliny sice pienos
neprezily, ale i tak mé vysledky jednoznaéné ukazuji, ze teplota 37 °C ma nejvyrazngjsi vliv
na tvorbu neredukovanych gamet.
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Graf 7 Rozdily v produkci pro jednotlivé teploty po del$im ptsobeni vyssi teploty
Jeden bod znazoriiuje jednoho jedince bez ohledu na ptislusnost k populaci
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5 DISKUSE

M¢ vysledky ukazuji nékolik zajimavych poznatkli. Produkce neredukovanych gamet je
ovlivnéna teplotou, a to pfedevsim jejim dlouhodobym plisobenim. Nejvétsi efekt ma teplota
37 °C po dvaceti dnech. Jednotlivé populace jednoho druhu se 1i8i reakci na zvysenou teplotu.

Vliv teploty na vznik neredukovanych gamet byl jiz diive zaznamenan Bellingem (Belling,
1925), ktery zjistil, Ze rostliny tvofily zvySené mnozstvi neredukovaného pylu, kdyz byly vy-
staveny abnormalnim chladnym obdobim. Pozitivni vliv nizké teploty je zpracovan
I Masonovou. (Mason, et al., 2011) To odpovida i mym vysledktim, Ze vyrazna zména teploty
pifim&je rostliny K tvorbé neredukovanych gamet, ikdyz moje prace se zamétovala
na zvySovani teploty.

Dale byl vliv teploty zkouman napiiklad Justinem Ramseyem a Douglasem Schemskem.
(Ramsey & Shemske, 1998), (Ramsey, 2007) Ti péstovali rostliny febiicku (Achillea borea-
lis) v rastové komote, kde se cyklicky ménila teplota v rozmezi od 6 °C do 30 °C. Vysledky
porovnali s hodnotami ziskanymi zkoumanim nahodného vyskytu tvorby neredukovanych
gamet ve volné rostoucich populacich. V proménlivych teplotnich podminkach byla produkce
vyrazné¢ vys$i. Naproti tomu ja jsem zkoumala, jestli maji vliv nejen zmény teploty, ale
I dlouhodobé piisobeni stejné teploty, ktera se lisila od ptivodni, ve které byly rostliny pésto-
vané. Z mych vysledkd vyplyva, Ze ma dlouhodobé plisobeni dokonce vétsi vliv nez teplotni
zmény.

Z prace Brownfieldové a Kohlerové (Brownfield & Kohler, 2010) vyplyva, Ze pro Slechténi
polyploidnich plodin, pfipadné¢ pienos vyhodnych vlastnosti z diploidnich rostlin
do polyploidnich plodin, je nejleps$i vyuziti neredukovanych gamet. Takové gamety jsou
ovSem za ptirozenych podminek velmi vzacné. (Ramsey, 2007) Z mych vysledka vyplyva, ze
vystaveni rostlin vysoké teploté po dlouhou dobu mize tento proces vyznamné zjednodusit.

Neredukované gamety byly $lechtiteli vyuzity napiiklad k pfenosu odolnosti proti napadeni
had’atkem bramborovym z diploidnich divokych populaci brambor (Solanum) do genetického
fondu tetraploidnich kulturnich plodin. To vyznamné napomohlo ke zvySeni vynosu
ze sklizné. (Ortiz, et al., 1997) Dalsimi piiklady onemocnéni, proti kterym byli vypéstovani
odolni hybridi, jsou vadnuti zptisobené bakteriemi (Watanabe, et al., 1992), plisn¢ (Watanabe,
et al., 1999), napadeni had’atkem kotenovym (lwanaga, et al., 1989)nebo hniloba (Capo, et
al., 2002). To podporuje mé piesvédéeni, ze svym vyzkumem bych mohla pfispét ke slechténi
novych odolngjsich a vynosnégjSich zemédelskych plodin.
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6 ZAVER

Cilem mé prace bylo zjistit, jaky vliv ma zvysSend teplota na tvorbu neredukovanych gamet
u rostlin. Hlavnimi otazkami bylo, ktera ze zkoumanych teplot ma nejvétsi vliv a po jaké dobé
pusobeni je jeji vliv nejvyraznéji pozorovatelny. Také mé zajimalo, jestli na tvorbu nereduko-
vanych gamet bude mit vliv, zda je rostlina tetraploidni nebo diploidni.

Co se tyc¢e vlivu doby vystaveni zvysené teploté, mohu fici, Ze nejveétsi vliv ma dlouhodobé
pusobeni vyssi teploty. Jedinci byli odebirani po dvou, péti a dvaceti dnech. Ve vsech teplo-
tach byla produkce nejvyssi po dvaceti dnech, tedy dlouhodobém ptisobeni. Teplotni Sok tedy
takovy vliv nema.

Ze tii zkoumanych teplot 20, 30 a 37 °C byly rostliny ovlivnény nejvice tou nejvyssi, tedy
37 °C. u této teploty byly hodnoty frekvence neredukovaného pylu nejvyssi.

Ploidni uroven neméla zasadni vliv na to, jestli rostlina produkovala nebo neprodukovala ne-
redukovany pyl.

Provedeni vice vyzkumu jako byl tento, je dulezité pro porozuméni procesim ovliviiujicim
polyploidizaci. Ta je velice dilezita pro Slechténi novych hospodatskych plodin, které by byly
1épe vyuzitelné.
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