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Anotace

Neredukované gamety (pohlavni buiikky obsahujici dvojndsobek genetické informace, nez
ostatni) pfispivaji ke vzniku polyploidie, vlastnictvi tii a vice chromosomovych sad.
Polyploidie svym nositelim ¢asto umoziiuje ziskavat nové vlastnosti, odlisit se od diploidnich
rodi¢t a produkovat vétsi pletiva a semena, coz jsou vlastnosti zasadni pro evoluci mnoha
rostlin a vysoce zadané u plodin. Diky neredukovanym gametam muzeme polyploidii u rostlin
jednak vyvolat nebo miizeme kiizit polyploidy s jejich diploidnimi pfedchuidci a tim napomoci
Slechténi novych rostlin. Neredukované gamety jsou ovSem V piirodnich populacich velmi
vzéacné. Je proto dilezité 1épe prozkoumat vsechny faktory vzniku a zivotaschopnosti téchto
gamet.

Ve své praci jsem se rozhodla zkoumat vliv zvySené teploty na produkci zivotaschopnych
neredukovanych gamet. O vysokych teplotach je totiz znamo, Ze narusuji meiozu a mély by
tedy ovliviiovat i samotnou tvorbu gamet. Proto jsem zkoumala ¢etnost neredukovanych gamet
Vv prasnicich rostlin, které byly péstovany po rizn¢ dlouhou dobu v péti vysokych teplotach —
20, 26, 30, 33 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 pfi teploté 33 °C se neredukovany pyl tvoii ve
zvySené mife, gamety vSak byly pii této teplot¢ méné zivotaschopné. Pokud jde o délku
vystaveni vyssi teploté, nejvyssi Cetnost neredukovanych gamet se vyskytovala po dvaceti
dnech, tedy po dlouhodobém vystaveni vyssi teploté. Velky vliv mél i teplotni Sok z pfenosu
do vyssi teploty, ktery byl méfen jako piibytek neredukovanych gamet po dvou dnech ve
zvysené teploté. ZvySena ploidie rostliny neméla pftilisSny vliv na produkci neredukovaného

pylu.

Celkové moje prace ukazuje, Ze vystavenim rostlin dlouhodobému plisobeni vysoké teploty
muzeme navodit zvySenou produkci zivotaschopnych neredukovanych gamet. Tyto
neredukované pohlavni bunky stoji za vznikem a kiizenim velkého mnozstvi soucasnych
uzitkovych plodin (napf. pSenice, brambory, kava, brukvovita zelenina) a mohou pfispét kK
Slechténi a kfizeni mnoha dalSich.
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Annotation

Unreduced gametes (sex cells with double genetic information than others) contribute to
formation 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 and viability of those gametes.

In my work | decided to study effect of increased temperature on production od viable
unreduced gametes. High temperatures are known to effect meiosis and thus they could
influence the gamete formation itself. That is why | have studied the frequency of unreduced
gametes in anthers of plants grown for a different time period in five high temperatures — 20,
26, 30, 33 and 37 °C.

Here | show that the highest examined temperature 37 °C has the strongest effect on unreduced
gamete production. However, 33 °C treatment also increased the unreduced pollen production
to some extent. Gametes produced in that temperature were unfortunately less viable. As it
comes to the length of exposure to higher temperature, the highest unreduced gamete frequency
occurred after twenty days, i.e. long-term exposure to higher temperature. However, high effect
has also thermal shock from moving to higher temperature, which was measured like the accrual
of unreduced gametes after two days in higher temperature. Increased ploidy level of plant did
not influence the unreduced gamete production much.

Overall, my work shows that by exposure of plants to long-term high temperature treatment we
can induce increased production of viable 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 others.
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1 UvoD

Ve své praci se zabyvam tvorbou a Zzivotaschopnosti neredukovanych gamet u fefiSniku
pise¢ného (Arabidopsis arenosa) a faktory, které ji ovliviuji. Hlavnim zkoumanym faktorem
je vysoka teplota a jeji zmény. Zkoumala jsem Cetnost neredukovanych gamet v prasnicich
rostlin, které byly péstovany v riznych teplotnich podminkéch. VSechny byly plvodné
péstovany v 13 °C, ale poté bylo n€kolik jednotliveti odebrano a rozmisténo do péti riznych
teplot. Z novych teplot byly odebrany vzorky po dvou, péti a dvaceti dnech. U zkoumanych
teplot jsem nasledné porovnévala i zivotaschopnost gamet, které v nich byly tvofené.

Diky tomu jsem mohla zkoumat, jestli vétsi vliv ma samotna vysoka teplota nebo teplotni Sok
z presunu do ni. Dalsi otazka, ktera m¢ 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 arovni jedinct, populaci nebo ploidii
rostlin, tedy jestli vice genetického materialu ovliviiuje nachylnost k tvorbé neredukovanych
gamet.

Neredukované gamety pfispivaji ke vzniku polyploidie u rostlin. Mnoho zeméd¢lsky
vyuzivanych rostlin je polyploidnich, a proto je dilezité 1épe prozkoumat zptisoby, kterymi
dochazi ke vzniku zivotaschopnych neredukovanych gamet. Mohlo by to pomoci pfi Slechténi
novych hospodaiskych plodin.



2 PREHLED LITERATURY

2.1 Polyploidie

Polyploidie je definovéana jako vlastnictvi tii nebo vice kompletnich sad chromozomti v burice.
Organismy s takto zmnozenymi chromozomovymi sadami ve vSech buiikach se nazyvaji
polyploidni. Polyploidi se vyskytuji v nejraznéjSich skupinach eukaryot, avSak obzvlasté
vyznamnou roli hraje polyploidie u rostlin, proto se 0 ni zminujeme dale. (1)

Mezi polyploidni rostliny fadime mnoho hospodaisky vyuzivanych druht (napf. kukufice,
bandnovnik, pSenice, fepka olejka, brambory, kdvovnik, podzemnice olejnd, oves, cukrova
titina, tabdk a mnoho druhd ovoce), proto je porozuméni procesiim spojenym s polyploidii,
jejim vznikem a reprodukénimi bariérami mezi polyploidnimi a nepolyploidnimi rostlinami pro
péstovani a $lechténi téchto plodin zcela nezbytné. (2) (3) (4) (5)

2.1.1 Autopolyploidie a allopolyploidie

Razné druhy polyploidie se nazyvaji podle konkrétniho poctu chromozomovych sad, to
znamena, ze rostlina, kterd ma tfi sady, je triploidni, ta, kterd ma Ctyfi, tetraploidni atd. Dale se
rozliuje, jestli tyto sady pochazeji od jednoho druhu nebo ne. (1)

Autopolyploidie je zndsobeni sad chromozomti v ramci jednoho druhu, autopolyploidi tedy
nemaji predchozi diferenciaci chromozomovych sad. Allopolyploidi maji znasobené
chromozomové sady, které pochazeji od dvou nebo vice druhti. Je vSak nutno podotknout, ze
na rozliSovani autopolyploidi a allopolyploidi neexistuje pouze jeden nazor. (6) (1)

Stebbins, 1947 naptiklad navrhl zptisob rozliSeni polyploidl, kde se bere v ivahu hlavné
chovani chromozomi béhem meidzy. Podle této teorie mize dochazet u autopolyploidii béhem
meidzy k multivalentnimu spojeni chromozomi, to znamend, Ze se spolu spoji vice nez dva
chromozomy. K takovému spojeni muze dojit diky tomu, Ze autopolyploidi nemaji rozriiznéné
chromozomové sady, takze se chromozomy mohou spojit ve vétSim poctu (multivalentni
spojeni) a vysledny pocet chromozomi v dcefinych bunkich je nerovnomérny. U
allopolyploidi se multivalentni spojeni chromozomi vyskytuje jen =zfidka a jejich
cytogenetické chovani je podobné diploidim, protoze obsahuji dva diploidni genotypy
v jednom genomu. (5)

2.1.2 Vyznam polyploidie v evoluci

Polyploidie je dilezitym rysem v evoluci mnoha eukaryotickych taxonomickych skupin
a Vv pripad¢ rostlin hraje v evoluci jednu z klicovych roli (je odhadovano, ze 47 % az 70 %
krytosemennych rostlin je polyploidnich).



Polyploidie je povazovéana za hlavni mechanismus piizptisobovani a rozriznovani rostlinnych
druhti. Byly pozorovany rozdily ploidie mezi pfibuznymi jedinci i V ramci populace jednoho
druhu a je dokazano, ze jednotlivé polyploidni taxony mohou mit vicenasobny pivod. Tato
pozorovani nasvédcuji tomu, Ze evoluce polyploidil je neustavajici proces, a ne jednorazova
makroevolu¢ni udalost (udalost, ktera se v evoluci vyskytla jednou a uz se neopakovala). (7)

K dokladiim rozriziiovani nové vzniklych polyploidnich taxont ptispiva i fakt, ze polyploidi
Casto maji vlastnosti, které nejsou obsazeny v ani jednom z genomu jejich rodi¢ovskych druht.
Nékteré z novych znakti mohou rostliné pomoci se adaptovat na jiné podminky a osidlit novou
ekologickou niku. (8)

Nov¢ vznikly polyploid je z velké miry reprodukéné izolovan od rodic¢tl, takze vznika novy
druh, aniz by oproti nim musel mit né¢jakou vyhodnou vlastnost. Vyhodou polyploidie je i to,
ze polyploid ma dvojnasobnou zasobu genetického materidlu, coz mu umoznuje vétsi
variabilitu gent. To je vyhodné pro adaptaci v ménicim se prostiedi. Polyploid muze
rozruznovat svoje geny, aniz by pfiSel o ty ptivodni.

vvvvvv

Bunky se naptiklad hiafe vyporadaji s dvojnadsobnym mnozstvim DNA. Mize dojit
k pozménéné regulaci gent nebo k jejich poskozeni. To mtize mit fatalni nasledky.

K posouzeni pravdépodobnosti toho, zda se novy polyploid usp&$né etabluje, potfebujeme
informace o Zivotaschopnosti a plodnosti novych cytotypt (skupiny populaci v ramci jednoho
druhu lisicich se poctem a strukturou chromozomil), rozsahu reprodukcni izolace uvniti
cytotypd a mezi nimi a o ekologické nice novych polyploidu. (1)

2.1.3 Vznik polyploidu

Duplikace chromozomovych sad miiZze probihat v zdsad€ dvéma cestami. Prvni, v pfirodé¢ asi
Castgj$i zpiisob, je oplozeni neredukovanymi gametami. KdyZ je bézné diploidni (2n) rostlina
s redukovanymi gametami oplodnéna neredukovanym pylem, mtze kiiZzenim vzniknout novy
triploid. Triploidi se mohou sloucit S rodicovskymi gametami nebo dojde k samooplozeni
a vysledkem jsou diploidni a tetraploidni genotypy a potomstvo. (1)
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Obrazek 1 Vznik polyploidi pfes triploidni jedince, vlastni tvorba

Rostliny také mohou produkovat neredukované gamety s dvéma kopiemi kazdého chro-
mozomu, které se slou¢i s jinymi neredukovanymi gametami a vznikaji autopolyploidi.
V ptipadé diploidniho pylu tetraploidi. (9)

Allopolyploidi mohou vznikat slou¢enim dvou neredukovanych gamet riznych druhd nebo
sloucenim haploidnich gamet dvou rtiznych druht. Hybridi vznikli druhym zpiisobem byvaji
vétSinou neplodni, protoze nelze sparovat dvé rozdilné sady chromozomu. Ptekonat tento
problém muiize pomoci zdvojeni genomu. (10)

Druha cesta ptedpoklada duplikaci chromozomil aZ po oplozeni, v embryu nebo pozdéji béhem
vyvoje rostliny. Tento zplisob je Casto vyuzivan ve Slechtitelstvi, kde se ke znasobeni chro-
mozomovych sad pouZivaji chemikalie (napf. kolchicin), které brani rozestupu chromozomu
K polim délici se bunky. (2)

v

Nékteré¢ vyzkumy uvadéji, Ze neredukovana vajicka jsou spolehlivéjSim zdrojem polyploida
nez neredukované gamety. VEtsi miru tvorby triploidl pozorovali védci u kiizeni, kdy matefské
gamety byly neredukované a otcovské redukované. Mechanismy formace polyploidi vsak stale
potiebuji podrobnéjsi vyzkum. (1)

2.1.4 Vyznam polyploidie v zemédélstvi

Polyploidie mé velky potencidl pro vyuziti v zem&délstvi. Naprosta vétsina hospodaiskych
plodin je polyploidnich. Neredukované gamety je mozné vyuzit pii péstovani hospodarskych
rostlin. Jedinci produkujici neredukované gamety jsou vyuZzivani Slechtiteli k zajisténi
polyploidizace u fady druhu. (11)
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Neredukované gamety umoznuji napiiklad kiizeni rostlin s riznou hodnotou ploidie, které
selhdvalo kvili nevyvazenému zastoupeni rodicovskych genti ve vznikajicim semenu. Tento
problém lze vyfesit tim, Ze pfiméjeme rostlinu s nizsi ploidii tvofit neredukované gamety, které
tak maji stejné mnozstvi DNA jako redukované (tj. normalni) gamety polyploidni rostliny
a jsou tedy vzajemn¢ kompatibilni. (12)

Pomoci neredukovanych gamet se daji vypéstovat nové polyploidni druhy (zvySenim
polyploidie ptivodniho druhu). To by mohlo mit nevy¢islitelnou hodnotu pro Slechténi diky
potencidlnimu zvySeni genetické rozmanitosti rostlin.

K péstovani novych rostlin, které by produkovaly neredukované gamety, jsou vyuzivany
I chemikalie, které ovliviuji rostlinna pletiva tak, aby zacala produkovat neredukované gamety.
Tento zpisob je vSak dost namahavy a ¢asové naro¢ny a polyploidi takto vznikli byvali méné
zivotaschopni nez ti, kteti vznikli pomoci sexualni polyploidizace (ndsobeni chromozomovych
sad za pfispéni neredukovanych gamet) skrze mutace vedouci k tvorbé neredukovanych
gamet. (3)

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 burika
ma dvojnasobny pocet chromozomil. Ve své praci jsem se zaméfila na pyl, takZe pojem gameta
vyuzivam ve smyslu sam¢i pohlavni buiiky (pylové zrno).

Vznikaji pfi meiotickém déleni stejné jako redukované gamety. Existuje mnoho zpusobi,
kterymi muze dojit kvili poruSe meidzy ke vzniku neredukované gamety. Pomoci
cytologickych testll bylo objeveno pét pravdépodobnych zplisobli vzniku 2n gamet: zdvojeni
pfedchazejici meidze, vynechani prvniho meiotického déleni, vynechani druhého déleni,
zdvojeni nasledujici po meidze a zmnozeni chromozomi po prvnim meiotickém déleni. (13)

Jednou z velmi dobfe prozkoumanych abnormalit vedoucich ke vzniku neredukovanych gamet
je porucha déliciho vieténka. Mize mit netypicky geometricky tvar nebo chybét tplné.
Abnormality dé&liciho vieténka jsou povazovany za casty divod tvorby 2n gamet
u dvoudéloznych rostlin. (14)

Ke vzniku neredukovanych gamet miize vést i pfedCasna cytokineze (rozdé€leni buiiky) pred
rozdélenim sesterskych chromatid. U nékterych druht vznikly 2n gamety kvili nedokoncené
nebo chybéjici cytokinezi na konci meidzy.

11
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Obrazek 2 Bézny prubéh meidzy; heterotypické = redukéni (I) a homeotypické = ekvaéni (IT) déleni, vlastni tvorba

Béhem normalni meidzy dochéazi ke dvéma po sobé jdoucim délenim buiiky. Prvni déleni vede
K rozdéleni chromozomového paru a v druhém dochazi k oddéleni sesterskych chromatid
kazdého chromozomu. Dale jsou popsany dva nejzakladngjsi zpasoby, kterymi mtze poruchou
v meidze dojit ke vzniku neredukované gamety (Obrazek 3). V prvnim piipadé neprobiha
separace chromozomového paru v anafazi I. Druhé meiotické déleni probiha normalné, tudiz
se pii ném sesterské chromatidy kazdého chromozomu od sebe vzdaluji a piiblizuji se
Kk protilehlym poltim.

V druhém ptipad€ dochazi béhem prvniho meiotického déleni k standardnimu rozdé€leni paru
chromozomt. K poruse dochdzi az pti druhém déleni, kdy nedochdzi k rozdéleni sesterskych
chromatid. Rozlisit, zda vyslednd neredukovand gameta vznikla prvnim nebo druhym
zpusobem, Ize podle toho, zZe v prvnim ptipadé ma vysledna gameta dvé chromatidy, které
nejsou sesterské, zatimco v druhém piipadé€ burika vlastni dvé sesterské chromatidy. (4)
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Obrazek 3 Dva zakladni zptisoby poruch meidzy vedoucich k vzniku neredukovanych gamet; upraveno podle (4)
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Neredukované gamety predstavuji dilezitou cestu pro genovy transfer mezi populacemi
S riznou ploidni Grovni. Pii 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 vétsi
nez bézné haploidni (n) (Obrazek 4). Velikost neredukovanych gamet je pochopitelna vzhledem
ke znasobeni chromozomovych sad v jadie, a tudiz zvétSeni celého jadra. Velikosti gamet nelze
samoziejm¢ srovnavat mezi riznymi druhy, protoze jednotlivé druhy maji rtizné velké
redukované gamety.

Redukce se ale projevuje i na celkovém tvaru bunky. U brukvovitych (¢eled s nej-
vyznamnéj$imi modelovymi organismy) jsou neredukované gamety vétSinou kulaté a maji Ctyti
kli¢ni pory, zatimco redukované maji tvar vic pfipominajici trojuhelnik a maji jen tii pory ve
sporodermé, sténé spory (pylového zrna). (15)

Obrazek 4 Obarvené redukované a jedna neredukovana gameta; vlastni tvorba
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2.2.2 Vliv prostiredi na vznik neredukovanych gamet

Ne¢kolik vyzkumii 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 uvadi, ze frekvence vyskytu neredukovaného pylu u nahodné zvolenych
rostlin, které byly péstovany v riistové komote s cyklicky se ménici teplotou, byla ptiblizné
Sestkrat vétsi nez frekvence neredukovanych gamet v piirodni populaci. Bylo vybrano dvacet
nahodnych jedincu z ptirozené populace jednoho druhu febficku (Achillea borealis). Ti byli
umisténi do rustové 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 ristové komote znacné vétsi
nez v ptirozeném prostiedi. Pfesnéji dvacet z dvaceti rostlin péstovanych v teplotnich zménach
tvofilo neredukované gamety s prumérnou frekvenci 0,422 %, oproti 26 rostlinach ze 75
Vv piirodni populaci s frekvenci 0,161 %. (1)

Belling (1925) pozoroval vyznamné zvySeni produkce 2n pylu provazejici netypicka chladna
obdobi. (16)

Vétsine z ekologickych faktort, o kterych vime, Ze ovliviiuji tvorbu neredukovanych gamet,
jsou rostliny vystavovany ve svém prirozeném prostiedi. To naznacuje, Zze zmeny zivotniho
prostiedi, napiiklad klimatu, mohou mit zna¢ny vliv na dynamiku evoluce polyploidie. Velka
cetnost polyploidie ve velkych nadmoiskych vyskach, vysokych zemépisnych Sitkach
a neddvno zalednénych oblastech mlize byt spojena s tendenci drsnych zivotnich podminek
vyvolavat tvorbu neredukovanych gamet a polyploidu. (1)

2.3 Zavislost Zivotaschopnosti neredukovanych gamet na zvySeni
teploty béhem jejich produkce

Pfi snaze o produkci neredukovanych gamet pomoci vysokych teplot mize zaroven dojit k
naruseni jejich zivotaschopnosti, protoze je znamo, ze vysoké teploty zivotaschopnost pylu
snizuji. (17) (18) (19) To bylo prokazano u mnoha diploidnich i polyploidnich druhti rostlin a
potencialné tento jev muze vést k sniZzeni benefitli, které vysoké teploty pro tvorbu
neredukovanych gamet predstavuyji.

Polyploidie mtize také piedstavovat vyzvu pii tvorbé zivotaschopného pylu. Vyzkum na
triploidnich hybridech bortivek uvadi, ze méné nez 1,5 % pylu produkovaného triploidy bylo
zivotaschopného. (20)

Pro zvySeni Zivotaschopnosti potomstva je dilezité mit vyvazené zastoupeni matetského
a otcovského endospermu, nejlépe v poméru 2:1. Jiné zplisoby kiiZeni koncily vétSinou umrtim
potomstva. Tento pomér fungoval pii kiizeni rtiznych ploidnich stupnd, ale i stejnych. (4) (21)
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2.4 Rerisnik piseCny

Refisnik pise¢ny (Arabidopsis arenosa (L.) Lawalrée; Cardaminopsis arenosa (L.) Hayek) je
rostlina fazena do ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae). Jeho blizkym piibuznym je huseni¢ek
rolni (Arabidopsis thaliana), ktery se pouziva v molekularni genetice rostlin jako modelovy
organismus. Z hlediska ploidie je fefi$nik pise¢ny diploidni nebo autotetraploidni. (22)

Pro mou praci je tato rostlina dobrym modelovym druhem diky né¢kolika jejim vlastnostem. Ma
dva rizné ploidni stupné€, mohu tedy srovnavat pylova zrna diploidnich a polyploidnich rostlin.
Dobte se péstuje a rychle produkuje pyl, coz usnadiuje experimenty.
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3 METODIKA

3.1 Cil prace

Cilem mé prace bylo prozkoumat faktory ovliviiujici vznik polyploidnich jedincii v rostlinnych
populacich. Konkrétné jsem se zaméfila na vliv teploty na polyploidizaci (nasobeni chro-
mozovych sad).

Vysledkem sexualni polyploidizace (ndsobeni chromozomovych sad za pfispéni neredu-
kovanych gamet) bylo ¢asto vysoce vynosné potomstvo. Polyploidni potomci ptivodnich rostlin
totiz velmi Casto prevySuji svou vynosnosti své diploidni sourozence. (23)

3.2 Odbér vzorki
Puivod populaci (viz mapa nize,Obrazek 5):

e Dikanas (DIK) — tetraploidni, nadmoftska 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 Piirodovédecké fakulty UK, kde jsou uchovavany pfti
teploté 4 °C. Byly odebirany v dobé plozeni populaci (Obrazek 5).

Seminka z jednotlivych populaci byla sedm dni ponechédna v kli¢icim mediu (polovicné silné
MS médium, 1 % sacharo6zy, 0,8 % agaru) a poté vyseta na substrat (slozeni: 50 % Arabidopsis
substrat, 50 % perlit). Rostliny byly péstovany pii teploté 13,5 °C, osvétleni 4L a délce
fotoperiody 16 hodin po dobu minimalné dvou mésica.

Z kazdé populace bylo vypéstovano Sest setii rostlin (4-5 jedinctll), které byly nasledné
vystaveny vys$im teplotam (Tabulka 1). V komote s vysokou teplotou byly ponechany 20 dni.
Poupata byla odebirana pted pifenosem do vyssi teploty a poté po 2, 5 a 20 dnech (Obrazek 6)
a fixovana ve smési 70% ethanolu a ledové kyseliny octové (3:1).
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Zeleznice ($védsko)

Doba kveteni |kvéten

Max teplota 12:9C

Min teplota 200

Zapad Karpatské niziny

Doba kveteni kvéten

¢ Max teplota 14 °C

Alpy ' : @ Min teplota 396

il Doba kveteni

Max teplota

Min teplota

Obrazek 5 Mapa pivodu populaci

Tabulka 1 Vystaveni vybranych setl vy$§im teplotam

Pivodni teplota (°C) Zvysena teplota (°C)
Sada 1 13,5 20
Sada 2 13,5 26
Sada 3 13,5 30
Sada 4 13,5 33
Sada 5 13,5 37
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Den odbéru poupat: 2 5§ 20

L 2

Pobyt ve
I vysoké
£ teploté

Min 2 mésice 20 dnuU

Obrazek 6 Odbéry vzorki

3.3 Priprava vzorku k mikroskopovani

Z odebranych poupat jsem pomoci pinzety a preparacni jehly pod binokuldrni lupou
vypreparovala prasniky. Od kazdého vzorku jsem vybrala jedno poup¢ tésné pred otevienim
(Obrazek 7) a z n€j jsem vypreparovala 3-6 prasnikii na podlozni sklicko. Zbytek poupéte jsem
odstranila, do preparatu jsem ptidala kapku vody a pfikryla krycim sklem.

Obrazek 7 Poupé pred otevienim, vlastni tvorba

Mirnym tlakem na kryci sklicko jsem dosdhla uvolnéni pylovych zrn z prasnika. 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
malachitové zelené (1% roztok v 95% ethanolu), 50 ml destilované vody, 25 ml glycerolu, 5 ml
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kyselého fuchsinu (1% vodny roztok), 0,5 ml oranze G (1% vodny roztok) a 4 ml ledové
kyseliny octové. Barvivo se doplni destilovanou vodou do 100 ml. (24)

.....

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
umoznuje jak porovnani velikosti pylu, tak po¢tu otvorti v jeho bunécné sténé, coz jsou dva
znaky, kterymi se rozliSuje neredukovany pyl od redukovaného.

Obrazek 8 Obarvené Zivotaschopné a jedna nezivotaschopna gameta; (24)
3.4 Mikroskopovani a vyhodnoceni vzorku

Pfipravené a obarvené vzorky jsem pozorovala pod svételnym mikroskopem Olympus
s digitalni kamerou DP73. Pfed umisténim vzorku do mikroskopu jsem peclivé odsala
ptebyte¢nou vodu a osusila sklicko, aby voda nenarusila pozorovani. Pozorovani probihalo na
zvétSeni 10x nebo 20%. Pomoci programu CellSens jsem pofidila fotografie pfiblizn¢ 300 zrn
z kazdého vzorku.

Pylova zrna v jednotlivych vzorcich jsem pocitala s pomoci programu ImageJ s vizualni
kontrolou. K zhodnoceni ¢etnosti neredukovanych gamet jsem vyuzila Microsoft Excel
a statisticky software R (R-Studio), kde mi se skriptovanim pomohla skolitelka. Rozhodla jsem
se pro tvorbu krabicovych grafu. (Obrazek 9)

maximum

horni kvartil
median
primér
dolni kvartil

___——minimum

Obrazek 9 Popis krabicového grafu
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4 \/YSLEDKY

4.1 Detekce pylu podle velikosti

Vysledky z pocetniho programu bylo nutné vy¢istit od nezadoucich hodnot, protoze program
zaznamenava vSe vcetné napf. zbytkl prasnikd.

Procisténa data jsem zpracovala do formy histogramii pro jednotlivé populace a z nich jsem
urcila velikostni prah pro ur€ovani neredukovanych gamet (ty, které svym primérem piekrocily
uréeny prah). (Obrazek 10) Prah se nachédzel v misté, kde se frekvence pylu s danou velikosti
nahle skokové snizila. (Graf 1) Tedy pro diploidni populaci to bylo 21 um a pro tetraploidni
populace to bylo 22 pm.

s
B ®m Diploidni
B Tetraploidni
o |
o
s =N
e o
@
O
S -
o | =
= | |
5 10 18 20 25 30 35
Velikost pylu

Graf 1 Spole¢ny histogram pro diploidni a tetraploidni populaci
Znazoriyje Cetnost pylovych zrn v zavislosti na jejich primeru, Sipky znazornuji velikostni prah pro diploidni
a tetraploidni zrna
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Obrazek 10 Neredukované gamety v mych vzorcich; oznacené Sipkou, vétsi nez redukované

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. Piedpokladala jsem, ze zvySena ploidie
rostliny a prislusnost 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
neredukovanych gamet. Mohu tedy shrnout, Ze zmény v produkci neredukovanych gamet se
prevazné projevuji mezi jednotlivymi populacemi.

21



Rozdily mezi populacemi
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Graf 2 Procentualni zastoupeni neredukovanych gamet v jednotlivych populacich; hodnocené nezavisle na teploté
nebo dob¢ vystaveni vyssi teploté

4.3 Tvorba neredukovanych gamet a jeji zavislost na teploté

Po dvoudennim vystaveni rostlin teploté¢ 20 °C tvofily obé tetraploidni populace vice
neredukovanych gamet nez diploidni populace (SNO). Po delSim pobytu ve vyssi teploté se
u tetraploidni horské populace (GUG) zvysily rozdily mezi jedinci. U druhé tetraploidni
populace se snizily jak rozdily mezi jedinci, tak 1 produkce neredukovanych gamet.

U diploidni populace se po péti dnech zvétSily rozdily mezi jedinci, ale stoupla i1 produkce.
U této populace byli po dvaceti dnech jedinci velmi rozdilni. Tetraploidni populace z Alp
(GUG) sice neméla tak vysokou urovenn produkce, ale jeji zéastupci byli vyrovnanéjsi.
U tetraploidni populace z Dikanasu se oproti pétidennimu pobytu zmenSily rozdily mezi
jedinci.
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Teplota 20

4,00%
3,50%
3,00%

2,50%

2,00%

1,50%

1,00%

Cetnost neredukovanych gamet

-

0,50%

—8- - X

pavodni 13 °C | 2 dny | 5 dndi |
B SNO diploidni B GUG tetraploidni [ DIK tetraploidni
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Graf 3 Procentualni zastoupeni neredukovanych gamet v jednotlivych odbérech pro 20 °C

U teploty 26 °C tvofily nékteré rostliny neredukovany pyl jiz pied piesunem do vyssi teploty.
U diploidni populace (SNO) se zvySovala produkce neredukovaného pylu i rozdily mezi
jedinci. Vrcholu dosahla po péti dnech a po dvaceti dnech produkce neredukovanych gamet
ustala.

Obe¢ tetraploidni populace tvotily neredukované gamety. U Svédské populace (DIK) teplotnim
Sokem tvorba ustala a delSim vystavenim vyssi teploté opét stoupala. Mezi jedinci nebyly
prilisné rozdily. U druhé tetraploidni populace se postupné snizovala rozdilnost jedinct
a produkce pylu. I presto byla produkce neredukovanych gamet u této populace nejvyssi.
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Teplota 26
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Graf 4 Procentualni zastoupeni neredukovanych gamet v jednotlivych odbérech pro 26 °C

Na teplotni Sok v teplot¢ 30 °C reagovaly vSechny populace. Nejméné ze vSech se vliv
teplotniho Soku ukdzal u tetraploidni populace (DIK). U té se delSim pobytem ve vyssi teplote
zmenSovaly rozdily mezi jedinci.

Celkové nejvyrazngji se projevila druha tetraploidni populace z Gullingtalu. Po dvou dnech
byly znatelné rozdily mezi jedinci této populace, ale po péti dnech se snizily. Po dvacetidennim
pobytu opét mirné stouply, ale vzrostla i produkce neredukovanych gamet. Diploidni populace
témet prestala tvorit neredukované gamety jiz po péti dnech.
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Teplota 30

12,00%
= 10,00%
e
T
o]4]
S 8,00%
S
(==
T
>
(=]
< 6,00%
=}
Q
S
Q
£ 400%
%5 ]
o
=
xS 2,00%

0,00% e i T — *i*
pévodni 13°C | 2 dny | 5 dnd | 20 dndi
B SNO diploidni B GUG tetraploidni @ DIK tetraploidni

Graf 5 Procentualni zastoupeni neredukovanych gamet v jednotlivych odbérech pro 30 °C

Na teplotu 33 °C reagovala nejvyraznéji horska tetraploidni populace (GUG). Po dvoudennim
pobytu tvofili nektefi jedinci velké mnoZstvi neredukovanych gamet. Produkce se pfi druhém
odbéru snizila, ale pfi pozdé€jSim odbéru byla opét vysoka.

Druha tetraploidni populace (DIK) méla nejvétsi narust produkce po péti dnech, ale byly zde
znaéné rozdily mezi jedinci. Ty se postupné sniZily a produkce stoupla. Diploidni populace na
pfenos do vyssi teploty nereagovala ihned. Postupné se vSak zacala jeji produkce zvySovat.
Zaroven se zvétsily rozdily mezi jejimi zastupci.
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Teplota 33
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Graf 6 Procentualni zastoupeni neredukovanych gamet v jednotlivych odbérech pro 33 °C

Teplota 37 °C méla nejvétsi vliv na diploidni populaci (SNO). Po dvou dnech jeji jedinci zacali
tvotit neredukovany pyl. Frekvence neredukovanych gamet postupné rostla nejvyssi byla po
dvaceti dnech. To byly nejvétsi 1 rozdily mezi jedinci.

v v

Tetraploidni populace (GUG) po dvou dnech netvofila témét zadné neredukované gamety. Po
péti dnech se vSak zvysila jejich produkce a do dalsiho odbéru se zvétsily rozdily mezi jedinci.
Druha4 tetraploidni populace (DIK) méla nizkou variabilitu mezi jedinci. Neustale se zvySovala
produkce neredukovanych gamet.

26



Teplota 37
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Graf 7 Procentudalni zastoupeni neredukovanych gamet v jednotlivych odbérech pro 37 °C
4.4 Vliv doby vystaveni vysSi teploté

Pro vyhodnoceni, zda ma vétsi vliv teplotni Sok z premisténi do vyssi teploty nebo dlouhodobé
vystaveni této teploté¢ jsem porovnala zménu v produkci neredukovanych gamet po 2, 5 a 20
dnech od pieneseni do vyssi teploty. Na zakladé zhodnoceni variability v produkci
neredukovanych gamet (Graf 8) jsem piedpokladala, Ze vliv ma nejen dlouhodoby pobyt v
prostiedi se zvySenou teplotou, ale i teplotni Sok z pfesunu do néj.
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Graf 8 Rozdily v produkei mezi pivodnimi 13 °C a vy$§imi teplotami (20, 26, 30, 33 a 37 °C)
4.4.1 Prenos do teploty 20 °C

Ptesun diploidni populace (SNO) do teploty 20 °C zpisobil zvyseni produkce neredukovaného
pylu. S prodluzujici se dobou pobytu produkce dale stoupala. (Graf 3)

Tetraploidni populace (GUG) s delSim pobytem ve zvySené teploté tvofila stale vice
neredukovanych gamet. U druhé¢ tetraploidni populace (DIK) se naopak s del$i dobou vystaveni
snizovala tvorba neredukovanych gamet. Teplotni Sok u ni zptisobil, ze néktefi jedinci prestali
tvofit neredukované gamety.

4.4.2 Prenos do teploty 26 °C

Teplotni Sok z piesunu do teploty 26 °C zptisobil zvyseni produkce u diploidni populace (SNO).
Po péti dnech nékteti jedinci tvofili velké mnozstvi neredukovanych gamet, ale pti odbéru po
dvaceti dnech nahle produkce neredukovaného pylu ustala. (Graf 4)

U obou tetraploidnich populaci vlivem delsiho c¢asového obdobi klesala frekvence
neredukovanych gamet. U tetraploidni populace (DIK) zptlsobil pfesun do zvysené teploty
zastaveni tvorby neredukovanych gamet. Postupné zacala znovu tvofit neredukovany pyl.
U horské tetraploidni populace (GUG) byla Cetnost neredukovaného pylu po dvaceti dnech
VySsi.
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4.4.3 Prenos do teploty 30 °C

U teploty 30 °C hral velkou roli teplotni ok z pienosu do teplejSiho prostiedi. U diploidni
populace (SNO) se pfi dalSich odbérech témét neobjevovaly neredukované gamety. Horska
tetraploidni populace (GUG) tvofila po dvou dnech velké mnozstvi neredukovaného pylu. Po
péti dnech se produkce snizila, ale po delSim pobytu se opét zacala zvySovat. (Graf 5)

Na druhou tetraploidni populaci (DIK) mél teplotni Sok nejmensi vliv, ale piesto zacali nékteti
jedinci tvofit neredukované gamety. Postupné se tvorba neredukovanych gamet snizovala.

4.4.4 Ptenos do teploty 33 °C

Teplotni ok z ptesunu do této teploty pusobil pouze u tetraploidni populace z Alp (GUG). U té
se pii druhém odbéru snizila produkce neredukovaného pylu a po dvaceti dnech byla vyssi nez
pii odbéru po dvou dnech. (Graf 6)

Na diploidni populaci (SNO) mélo pozitivni vliv dlouhodobé vystaveni zvysené teploté, po
dvaceti dnech tvofila velké mnozstvi neredukovanych gamet. Tetraploidni populace (DIK)
zacala neredukované gamety tvofit az po péti dnech a po dvaceti dnech byla jejich frekvence
stale zvySena.

4.45 Prenos do teploty 37 °C

Po ptfesunu do teploty 37 °C zacali jedinci diploidni populace (SNO) tvofit ve zvySené miie
neredukovany pyl. Na zbylé dvé populace teplotni Sok nemél takovy vliv. U diploidni populace
se Cetnost neredukovanych gamet postupem ¢asu dale zvySovala. (Graf 7)

Na ob¢ tetraploidni populace mélo vétsi vliv dlouhodobé vystaveni vyssi teploté. Tetraploidni
populace z Alp (GUG) tvofila vice neredukovanych gamet neZz druha tetraploidni populace
(DIK).

4.4.6 Celkové zhodnoceni vlivu doby vystaveni vysSi teploté

Z mnou zjisténych vysledkt vyplyva, ze na zvySeni produkce neredukovanych gamet ma vliv
nejen dlouhodobé vystaveni vyssi teploté, ale 1 teplotni Sok z premisténi do zvySené teploty. V
jednom z vyse uvedenych grafu (Graf 8) Ize pozorovat, ze produkce neredukovaného pylu je
nejvyssi po dvaceti dnech, ale tésn€ po piesunu do vyssi teploty se také tvotilo velké mnozstvi
neredukovanych gamet. Nejvyssi urovné produkce dosahovali tedy jedinci po nejdelSim
casovém obdobi, tedy dvaceti dnech, ale teplotni Sok jich ovlivnil jen o mélo men$i mnozZstvi
a mohl by tedy hrat urcitou roli.
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4.5 Celkovy vliv teploty zobecnény pro vSechny populace

Pro zjisténi, ktera teplota ma nejvétsi vliv na tvorbu neredukovanych gamet, jsem porovnala
rozdily mezi ptivodni teplotou a Cetnosti neredukovanych gamet v jednotlivych teplotach po
dvaceti a dvou dnech, coz jsou obdobi, ktera ovliviiuji produkci neredukovaného pylu. (kap.
4.4, Graf 9, Graf 10) U nejkratSiho ¢asového obdobi (2 dny) se jako nejvyraznéjsi projevila
nejvyssi zkoumana teplota 37 °C.

Pokud jde o vysledky pfi porovnavani teplot po dvaceti dnech, byla nejefektivnéjsi teplota
33 °C a tésné za ni nejvyssi teplota 37 °C. Tyto dvé teploty mély téméf srovnatelnou hodnotu
vyskytu neredukovanych gamet.
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Graf 9 Rozdily v produkci pro jednotlivé teploty po del$im piisobeni vyssi teploty
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Graf 10 Rozdily v produkci pro jednotlivé teploty pod vlivem teplotniho Soku

4.6 Zhodnoceni vlivu zvySené teploty na Zivotaschopnost
vznikajicich gamet
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Pro ziskdni co nejpiesnéj$i piedstavy o vhodnych podminkach pro zvySeni tvorby
neredukovanych gamet jsem se dale ptala, jaky je vliv vysoké teploty, vhodné pro tvorbu
neredukovanych gamet na jejich potencionalni zivotaschopnost. (Graf 11)

Porovnala jsem miru Zivotaschopnosti S procentudlnim zastoupenim neredukovanych gamet v
jednotlivych teplotach a usoudila jsem, Ze nejvétsi vliv na tvorbu neredukovanych gamet ma
nejvyssi teplota 37 °C. Prekvapivé ma totiz konstantné¢ vySs$i Uroven Zzivotaschopnych
neredukovanych gamet nez niz$i teplota 33 °C. Avsak teplota 33 °C by mohla byt také vhodna
pro zvySeni tvorby neredukovanych gamet, protoze i v této teploté se tvoii vyrazné procento
zivotaschopnych neredukovanych gamet a zaroven tolik nenarusSuje rust a preziti celych rostlin
(vlastni pozorovani).
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Graf 11 Pomér mezi zivotaschopnosti a neredukovanosti gamet hodnoceny pro jednotlivé teploty
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5 DISKUSE

M¢ vysledky ukazuji nékolik zajimavych poznatkli. Produkce neredukovanych gamet je
ovlivnéna teplotou, a to jak jejim dlouhodobym pusobenim, tak i teplotnim Sokem. Nejvétsi
efekt ma teplota 37 °C po dvou dnech a 33 °C po dvaceti dnech. Jednotlivé populace jednoho
druhu se 1i8i reakci na zvySenou teplotu. Na zaklad€é zhodnoceni Zivotaschopnosti gamet jsem
urcila, ze nejveétsi vliv na tvorbu zivotaschopnych neredukovanych gamet ma teplota 37 °C.

Vliv teploty na vznik neredukovanych gamet byl jiz dfive zaznamenan Bellingem (16), ktery
zjistil, ze rostliny tvofily zvySené mnozstvi neredukované¢ho pylu, kdyz byly vystaveny
abnormalnim chladnym obdobim. Pozitivni vliv nizké teploty je zpracovan i Masonovou. (20)
To odpovida i mym vysledkiim, ze vyraznd zmeéna teploty pfiméje rostliny k tvorbé
neredukovanych gamet, i kdyz moje prace se zamétovala na zvySovani teploty.

Dale byl vliv teploty zkouman napiiklad Justinem Ramseyem a Douglasem Schemskem. (1),
(15) Ti péstovali rostliny febiicku (Achillea borealis) v ristové komoie, 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 vyssi. Naproti tomu ja jsem
zkoumala, jestli maji vliv nejen zmény teploty, ale i dlouhodobé plisobeni stejné teploty, ktera
se lisila od piivodni, ve které¢ byly rostliny péstované.

Z prace Brownfieldové a Kohlerové (3) vyplyva, ze pro Slechténi polyploidnich plodin,
ptipadné ptenos vyhodnych vlastnosti z diploidnich rostlin do polyploidnich plodin, je nejlepsi
vyuziti neredukovanych gamet. Takové gamety jsou ovSem za pfirozenych podminek velmi
vzacné. (15) Z mych vysledkl vyplyva, Ze vystaveni rostlin vysoké teploté po dlouhou dobu
muze tento proces vyznamné zjednodusit.

Co se tyce zkoumané Zivotaschopnosti, tak Dweikat & Lyrene uvadéji, Ze pii jejich pokusech
bylo méné nez 1,5 % produkovaného pylu zivotaschopného. (20) Naproti tomu pii mém
vyzkumu bylo velké mnozstvi neredukovaného pylu Zivotaschopného.

Neredukované gamety byly Slechtiteli vyuzity naptiklad 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 vynosii ze sklizné.
(21) Dalsimi ptiklady onemocnéni, proti kterym byli vypéstovani odolni hybridi, jsou vadnuti
zpusobené bakteriemi (22), plisn¢ (23), napadeni had’atkem (Meloidogyne spp.) (24) nebo
hniloba (25). To podporuje mé presvédceni, ze svym vyzkumem bych mohla pfispét ke
Slechténi novych odolnéjsich a vynosnéjSich zemédélskych plodin.
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6 ZAVER

Cilem mé prace bylo zjistit, jaky vliv ma zvySena teplota na tvorbu Zzivotaschopnych
neredukovanych gamet u rostlin. Hlavnimi otdzkami bylo, kterd ze zkoumanych teplot ma
nejvetsi vliv a po jaké dobé piisobent je jeji vliv nejvyraznéji pozorovatelny. Také mé zajimalo,
jestli na tvorbu neredukovanych gamet bude mit vliv, zda je rostlina tetraploidni nebo diploidni.
Poslednim zkoumanym aspektem byla zivotaschopnost neredukovanych gamet.

Z péti zkoumanych teplot 20, 26, 30, 33 a 37 °C byly rostliny ovlivnény nejvice tou nejvyssi,
tedy 37 °C. U této teploty byly hodnoty frekvence neredukovaného pylu nejvyssi. Druha
nejvyssi teplota 33 °C vSak zptisobovala také velmi zvySenou tvorbu neredukovanych gamet,
ale po hodnoceni zZivotaschopnosti se ukazala teplota 37 °C jako o trochu vhodnéjsi. D4 se tedy

o 24

Co se tyc¢e vlivu doby vystaveni zvysené teploté, mohu fici, zZe nejveétsi vliv ma dlouhodobé
pusobeni vyssi teploty. Jedinci byli odebirani po dvou, péti a dvaceti dnech. U vyssich teplot
(33 a 37 °C) m¢lo dlouhodobé vystaveni vyssi teploté (dvacet dnd) vétsi vliv, ale u nizsich
teplot hral vétsi roli teplotni Sok z pfesunu do zvySené teploty, tedy dvoudenni pobyt ve zvySené
teploté.

Ploidni troven neméla zasadni vliv na to, jestli rostlina produkovala nebo neprodukovala
neredukovany pyl.

Provedeni vice vyzkumi jako byl tento, je dlleZité pro porozuméni procesim ovliviiujicim
polyploidizaci. Ta je velice duleZita pro Slechténi novych hospodaiskych plodin, které by byly
1épe vyuZitelné.
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