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Abstrakt

Hybridizace, introgrese a polyploidizace, zejména ve vzajemnych kombinacich, patii
procest dobfe znamy, jejich konkrétni projevy se u jednotlivych skupin rostlin (nebo dokonce
v konkrétnich jednotlivych piipadech) do zna¢né miry liSi a jejich detailni studium pfinasi
zajimavé vysledky. U rodu Arabidopsis je zndmo nékolik piipadd, kdy se speciace ubirala
komplikovanou cestou hybridizace a polyploidizace (napt. A. kamchatica, A. suecica) ale jsou
znamy 1 piiklady, kde usuzujeme na introgresivni hybridizaci (napt. mezi A. arenosa

a A. petraea).

Cilem bakalarské prace je zhodnotit znamé piipady homo- a heteroploidni introgresivni
hybridizace a hybridni speciace u rodu Arabidopsis v kontextu podobnych ptipadi z celedi

Brassicaceae, ptipadné i jinych ¢eledi vyssich rostlin.

Dalsim cilem je navrhnout postup detailniho studia introgresni zony druhit A. arenosa
a A. petraea (= A. lyrata subsp. petraea) ve stiedni Evropé s vyuzitim morfologickych,
cytometrickych a molekularnich metod, vcetné zhodnoceni ekologickych parametri
studovanych lokalit. Soubor morfologickych znakl bude otestovan na dostupném materialu
z okruhu A. arenosa, ktery je v soucasnosti experimentalné kultivovan v prostoraich CEITEC

v Brné v ramci konéiciho projektu GACR.

Klicova slova: Arabidopsis, introgresivni hybridizace, polyploidie, Brassicaceae



Abstract

Hybridization, introgression and polyploidy, especially in their combination, belong to the
most important speciation processes in vascular plants. Athough basic features of these
processes are generally well known, their cases in particular groups of plants and concrete
cases differ a lot and their studies often bring interesting results. In the genus Arabidopsis
several cases of combined hybrid and polyploid speciation are known (e.g. A. kamchatica,
A. suecica) and there are also cases where we expect introgressive hybridization (e.g. between

A. arenosa and A. petraea).

The aim of the bachelor thesis is an evaluation of known cases of homo- and heteroploid
introgressive hybridization and hybrid speciation in the genus Arabidopsis in the context of

similar cases in the family Brassicaceae and perhaps also other families of vascular plants.

Next aim is to design method of detailed evaluation of the introgressive zone of A. arenosa
and A. petraea (= A. lyrata subsp. petraea) in Central Europe using mophological, cytometric
and molecular evidence as well as ecological parameters of studied localities. Set of
morphological characters will be tested on the currently available material of 4. arenosa that

is cultivated at CEITEC Brno as part of the finalised GACR project.

Key words: Arabidopsis, introgressive hybridization, polyploidy, Brassicaceae



1. Uvod

Jednim z prioritnich témat soucasné botaniky je vyzkum vzniku rostlinnych druht, jejich
uchyceni v ekosystémech a také vztaht téchto nové vznikajicich druhl s rodicovskymi ¢i
blizce piibuznymi druhy. Proces vzniku novych druhii se nazyva speciace a tato je u rostlin
¢asto vyznamné podporovéana procesy hybridizace a polyploidizace. Zatimco hybridizace,
tedy ktizeni dvou druhti (poddruhii nebo cytotypil), je jevem béznym u rostlin i u zivoc¢icha
(a¢ u zivocichi ma podstatné mensi vyznam 1 Cetnost), polyploidizace, neboli celogenomova
duplikace, se u zivoCichl téméi nevyskytuje, je jevem vzacnym, ¢i se nachazi jen u urcitych

skupin (ryby) a¢ u rostlin je velmi Castym a vyznamnym fenoménem.

Ani u rostlin v§ak nenachazime tyto fenomény rovnomérné, u nékterych skupin rostlin jsou

znacn¢ Cast¢jsi. (Stebbins, 1959).

V botanické literatufe je znacna cast usili vénovana popisu téchto fenoménil, vcetné
odhalovani ekologicko-evolu¢nich kontextli jejich plsobeni. Zajimavé otazky nasledné
propagace i stabilizace nove vzniklych hybridnich linii nabizeji fadu zajimavych aplikaci do

zeméd¢lstvi €1 ochrany zivotniho prostiedi.

Tato ptredklddand reSerSe si klade za cil zabyvat se podrobnéji vySe zminénou evolu¢ni
problematikou v kontextech prostiedi a aredlli rozsifeni, tedy v biogeografickém pohledu.
Prostiedi coby vyslednice rtiznych abiotickych faktort (trendy jejich rozvrstveni jsou v této
praci popisovany jako ekologické gradienty) mize poskytnout hybridnim liniim vhodné
okolnosti ke vzniku, udrZeni i nasledné propagaci (zejména cestou ekologické segregace
rodicovskych druhd a hybridnich potomkd do odlisSnych nik). Nékolik ptikladt studii
zabyvajicich se touto problematikou bude uvedeno u popisu kazdého studovaného fenoménu.
Vybirany byly cilen¢ ptiklady z ¢eledi Brassicaceae, nebot’ se jim budu vénovat ve své
navazujici diplomové praci, ale uvedeny jsou i ptiklady z jinych Celedi. Zv1astni kapitola bude
vénovana popisu ekologickych gradientd (klimaticky gradient, gradient nadmotské vysky,
apod.) a navaZe na s tim souvisejici popis metodiky ekologického modelovani, ktery ma pti
studiu téchto gradientl krucidlni dilezitost. Zavére¢na kapitola bude kapitolou syntetickou,
kde budou podrobnéji popsany nékteré komplexni ptiklady (zahrnujici predtim zminéné
fenomény v riznych kombinacich) z modelového organismu mé budouci diplomové prace,

kterym je rod Arabidopsis L.



2. Obecna cast
2. 1. Hybridizace

Hybridizace (kiizeni) je proces, ktery probiha za situace, kdy se setkavaji individua
odliSnych entit (témito entitami mohou byt jednotlivé, nékdy 1 neptibuzné druhy, ptipadné
nizsi taxonomické jednotky, napt. poddruhy, nebo rtizné cytotypy), rozmnozuji se mezi sebou
a vznikaji potomci, oznacovani jako hybridi. Existuje celd fada definic hybridizace, které
Casto navazuji na odlisSné definice druha, tato problematika vSak pfesahuje vytyCené téma

a proto budou uvedeny pouze dvé, pro ucely této prace nejpodstatnéjsi.

Taxonomické pojeti hybridizace predpoklada hybridizaci jako proces kiizeni jedinch
patficich do dvou odlisSnych taxont (napf. kiizenim dvou druht tak vznikd mezidruhovy
hybrid, kfizenim dvou rtznych rodd mezirodovy hybrid, apod.). Zplsoby pojmenovavani

vzniklych hybridnich linii jsou ptesné urceny pravidly nomenklatury (McNeill et al., 2012).

Ekologicka definice hybridizace definuje hybridizaci jako kiizeni jedincti s odliSnymi
adaptivnimi vlastnostmi, pricemz tito jedinci patii k oddélenym populacim (Stebbins, 1959).
Pojmenovavani takto definovanych hybridi mize byt problematické, protoze v tomto
zjednoduSeném pojeti nemusi vzdy nutné jejich rodice tvofit jasn¢ definovatelné taxony
(Stace, 1975).

Zatimco u Zivocichli (u savcl obzvlasté) byvaji vznikajici hybridi v fadé ptipada sterilni
(White et al., 2012), u rostlin je situace pomérné odliSné - ¢asto vznikaji fertilni hybridi, ktefi
se mohou dale mnozit mezi sebou, ¢i se mohou kfiZit s rodiCovskou populaci (tzv. zpétné
ktizeni), témito cestami miize postupné dojit k prosazeni hybridi v ramci populace ptivodnich
rodi¢ovskych druhti adéale az ke vzniku nového druhu (Stace 1975). Fertilita hybrida
budou hybridi vznikli homoploidni hybridizaci (viz nize) pravdépodobnéji fertilni (Buerkle et

al., 2000).

Je paradoxni, ze pfedstavu vzniku novych druhl hybridizaci zastaval jiz Linné, jehoz
chépani druhl jako navzdjem nezéavislych konstantnich jednotek vzniklych z ville stvofitele,
bylo jinak zna¢né rigidni (Larson, 1968). Zcela zasadni vyznam hybridizace v procesu
speciace u rostlin byl vSak odhalen aZ mnohem pozdé€ji spolu s odhalenim souvislosti
hybridizace a polyploidizace (konkrétn€ v procesu vzniku tzv. allopolyploidd, kdy
polyploidizace nésleduje bezprostfedné po hybridizaci; Briggs & Walters, 2001).



Heteroploidni hybridizace oznacuje proces kiizeni dvou druhli rizné ploidni trovné. Jako
homoploidni hybridizace se pak oznacuje hybridizace dvou druhi stejné ploidni urovné,
pokud si vtomto pifipadé pocty chromozomii piiblizn€é odpovidaji, nedochazi
k problematickému péarovani béhem meiose a hybridizace tak nemusi byt provazena

celogenomovou duplikaci (Yakimowski & Rieseberg, 2014).

Pokud si po¢ty chromozomt rodi¢ovskych druhti neodpovidaji, je nutné, aby hybrid prosel
celogenomovou duplikaci, atak se elegantn¢ vyhnul pfipadnym problémim pii meiose.
Vznikly hybrid se pak oznacuje jako allopolyploid, cely proces hybridizace s naslednou
polyploidizaci se nazyva allopolyploidizace. Pro samotnou genomovou duplikaci
vyrovnavajici se s rozdilnymi po¢ty chromosomt rodi¢i a nasledujici po hybridizaci se nékdy

pouziva termin amfidiploidizace (Briggs & Walters, 2001).

Podle sou€asnych piedstav stoji hybridizace za vznikem pfiblizn€ 25 % rostlinnych druhi

(Mallet, 2005).

2. 1. 1. Hybridizace v kontextu ekologickych gradienti

Jsou znamy piiklady, kdy je pribéh hybridizace (respektive vyvoj nasledného rozsifeni
hybridd a rodicovskych druhti) ovlivnén gradientem klimatickych podminek (Levin, 2004).
Jednim z takovych ptikladi je rozsifeni a podoba kontaktni zony dvou evropskych druhti rodu
Senecio L. asice konkrétn€ druhli Senecio ovatus (G.Gaertn., B.Mey. & Scherb.) Hoppe
a S. germanicus Wallr. Tito na styénych plochach svého rozSifeni podstupuji kiiZeni
a vznikajici hybridi zaujimaji odlisSné ekologické niky, 1iSi se 1 jejich geografické rozSifeni
(Oberprieler et al., 2011; vice viz niZe). Podobnych zén styku a nasledné hybridizace dvou

ruznych druhti je u rodu Senecio znamo vice.

Gradientem nadmoiské vySky jsou napiiklad oddéleny italské populace Senecio aethnensis
Jan ex DC. aS. chrysanthemifolius Poir. V ramci sympatrického rozSiteni dochézi
k hybridizaci a vic¢i gradientu nadmoiské vySky miizeme pozorovat odpovidajici gradienty
morfologickych znakl iznak Zivotniho cyklu na hybridnich jedincich. Sifeni
morfologickych znakli obou (morfologicky dobie definovanych) druht je podpoieno
oboustrannym genovym tokem z jedné rodiCovské populace do druhé (Muir et al., 2013).
Situaci vSak komplikuje selekce proti hybridim, ktera je velmi zfetelnd v mistech kontaktu
obou druhil a kterd naznacuje, Ze ke kiiZzeni obou druhli miiZze dochézet jen za specifickych

okolnosti a bézné k nému nedochazi (Brennan et al., 2009).



Zminéna piitomnost znakii obou rodict na hybridnich potomcich (n¢kdy se hovofi o tzv.
intermediarnim fenotypu) je dolozitelné i na molekularni Grovni — diikazem je napiiklad velka
variabilita izozymovych a chloroplastovych markeri u hybridi Senecio eboracensis R.J.
Abbott & A.J.Lowe aS. vulgaris var. hibernicus Syme na britskych ostrovech (Lowe
& Abbott, 2015). Konkrétni ptiklad hybridni zony rodu Senecio bude podrobnéji piiblizen

nize.

2. 1. 2. Senecio ovatus a S. germanicus

Zakladni informace o hybridizaci téchto dvou druhti byly jiz uvedeny vyse, ale
nepochybné je vhodné se o celé problematice zminit Sifeji. Oba druhy patii do skupiny
Senecio nemorensis agg., coz je relativné komplikovana skupina s fadou znamych hybridnich
zastupcti (Hodalova, 1999, 2002). V literatuie byly popsany dva odlisné ptipady sty¢nych zon
téchto druhii — prvni v bavorské (Oberprieler, 1994) a druhy v karpatské ¢asti arealu rozsireni.
S. germanicus je kontinentalni taxon, ktery ma v Bavorsku zépadni hranici svého rozsifeni.
Naopak S. ovatus je taxon spiSe ocednického rozsifeni, v Zapadnich Karpatech lezi jeho
hranice roz$ifeni smérem na vychod. S pfihlédnutim k této odlisné charakteristice obou druhti
neni prekvapiva skutecnost, ze zatimco v Bavorsku je zna¢né hojnéji zastoupen S. ovatus
a S. germanicus je vytlaCovan vySe zminénym hybridem, v Karpatech bude situace piesné
opacna. Pattern rozsifeni je tak urcen optimalnimi podminkami rozsifeni rodi¢ovskych druht,
kteti jsou v pfipadé¢ neoptimalnich podminek snadno vytlacovany hybridnim druhem
(Hodalova & Marhold, 1996). Kromé tohoto vymezeni dan¢ho gradientem od kontinentality
k oceanité¢ se kazdy z druhi nachdzi na svych stanovistich v jiném vegetaénim kontextu
(Hodalova & Valachovi¢, 1996). Kazdy z druht také kvete v jinou dobu (S. ovatus kvete
o n¢kolik tydnd diive nez S. germanicus), coz muze ptredstavovat Ucinnou prezygotickou
reprodukéni bariéru vysvétlujici Casty jev, kdy se ve smiSené populaci vyskytuje velmi malo
hybridd z ptivodniho kiizeni obou rodi¢ovskych druhi a prvniho zpétného kiizeni (tedy F1
a F2 generace) a misto nich pfevazuji hybridi vznikli jako potomci pokrocilejSich zpé&tnych

ktizeni (Oberprieler et al., 2011).



2. 2. Polyploidizace

Polyploidizace je vyznamny i dnes hojné probihajici proces a v mnohém unikatni zdroj
diverzity krytosemennych rostlin. Genomova duplikace, k niz béhem polyploidizace dochazi,
je vyznamnym mechanismem umoziujicim vznik a prosazeni novych mutaci — mize totiz
dochazet k redukcim funkci nékterych kopii genti, které pak mohou zaujmout funkce jiné — je
tedy mechanismem vzniku evoluc¢nich novinek (King et al., 2006), coz nasledné vede nejen
k rozvijeni, ale také k udrzeni stavajici diverzity (Buggs et al., 2012). Na rozdil od ostatnich
mechanisml speciace je polyploidizace také velmi rychld, s okamzitymi projevy izolace

polyploida od rodic¢ovského druhu.

Polyploidizace je tedy zmnozeni genovych sad organismu. Organismus, ktery timto
zmnoZenim proSel, se pak nazyva polyploid ajedinci konkrétnich ploidnich trovni se

oznacuji pomoci odpovidajicich pfedpon — napt. diploid, tetraploid, oktoploid, apod.

Napfi¢ skupinami organismi muzeme rozlisit skupiny, kde se polyploidizace z riznych
divodl témét nevyskytuje (napf. nékteré skupiny zivocichll jako jsou savei nebo ptaci,
1 kdyZ 1 u nich miiZeme rozeznat stopy n¢kterych davnych genomovych duplikaci) a naopak
skupiny, kde se vyskytuje velmi hojné (rostliny ato véetné mechorosti nebo stélkatych
rostlin, ale také naptiklad ryby). Divody prosazeni (¢i neprosazeni) polyploidizace napfic
eukaryotickymi organismy se liS§i podle konkrétnich skupin a v fadé ptipadl jest€¢ nejsou

dostate¢n¢ ziejmé (Mable, 2004a).

Motivaci pro vyzkum polyploidizace a navazujicich fenoménii miize byt skutecnost, Ze
fada uzitkovych rostlin predstavuje polyploidni linie (napf. cukrova titina - Saccharum
officinarum, nebo bananovnik - rtzné kultivary akiizenci rodu Musa; Hilu, 1993).
Zajimavosti v pfipadé¢ bananovniku je, Ze nejCastéji konzumovana linie predstavuje
triploidniho hybrida, ktery je sterilni (D’Hont et al., 2012). Sterilita vznikajicich triploidi je
castym duasledkem kiizeni diploidniho druhu s tetraploidnim druhem (jedna se tedy o tzv.

heteroploidni hybridizaci, kdy dochazi ke ktizeni riznych ploidnich tirovni mezi sebou).

Jsou znamy dva druhy polyploidizace, podstatné se odlisujici mechanismem svého vzniku
— autopolyploidizace a allopolyploidizace. Autopolyploidi jsou takovi polyploidi, ktefi
obsahuji dvojndsobné mnozstvi genovych sad, ale tyto pochdzi od jediného druhu.
Autopolyploidi mohou vzniknout naptiklad splynutim dvojice neredukovanych gamet rodici

ze stejné populace. Autopolyploidi tedy ve svém genomu obsahuji dv€ totozné sady



chromozomt, zatimco allopolyploidi ve svém genomu obsahuji dvé odlisSné sady

chromosomil a vznikaji nasledkem hybridizace (Ramsey & Schemske, 1998).

Je mozné dale rozlisit dva druhy allopolyploidie (liSici se spiSe ndhledem na studovanou
problematikou, nez povahu jevu samého). Taxonomické allopolyploidie oznacuje stav, kdy se
v genomu nachazi genové sady dvou riznych taxonti. Oproti tomu geneticka allopolyploidie
oznacuje stav, kdy jsou v genomu ptitomny genové sady dvou odlisnych linii, které mohou,

ale nemusi, patiit ke stejnému taxonu (Doyle & Egan, 2010; Estep et al., 2014).

2. 2. 1. Autopolyploidizace

Allopolyploidizace je tradicné povazovana za vyznamnéj$i pro vznik novych druht
(Rieseberg & Willis, 2007). Ziejm¢ by ale neméla byt podcenovana ani role
autopolyploidizace, kterd muize hrat mnohem podstatnéjsi roli, nez bylo difive usuzovano
(Soltis & Soltis, 2012). Autopolyploidiza¢ni udalosti mohli byt kli¢ovymi okamziky speciace
fady rodu ¢eledi Brassicaceae (napt. rody Capsella Medik., Biscutella L. nebo Cardamine L.;
Marhold & Lihova, 2006). Vznik tetraploidnich linii druhu Cardamine amara L. byl také
ziejm¢& zpusoben autopolyploidizaci, kterd nastala v obdobi po ustupu glacidlu (bud’
v poslednim interglacidlu, nebo az v holocénu). Jak presné tato udalost probihala (zda
vSechny tetraploidni populace pochézi z jediné takové udalosti, ¢i jsou vysledkem nékolika
nezavislych polyploidiza¢nich udalosti) zlstavd otevienou otazkou (Marhold et al., 2002;

Zozomova-Lihova et al., 2015).

V ptipadé rodu Capsella zname pouze tti evropské druhy, dva diploidni druhy — Capsella
rubella Reut. a Capsella grandiflora Boiss. a jeden tetraploidni — Capsella bursa-pastoris (L.)
Medik., ktery je velmi GspéSnym druhem s Sirokym arealem rozsifeni. Nepochybné se jedna
o ptipad davné polyploidizace, a protoze se zdélo, ze C. rubella vznikla z C. grandiflora
znaéné€ pozdéji, pti¢emZ nebyl znam jiny druh pro ptipadnou allopolyploidizaci, usuzovalo se
na autopolyploidni vznik druhu C. bursa-pastoris (Hurka & Neuffer, 1997; Lysak et al.,
2003). V posledni dobé vsak byly odhaleny nové dikazy hovofici spiSe o allopolyploidnim
puvodu druhu C. bursa-pastoris, ptipadné o introgresi s druhem C. rubella (tato moznost se
zda byt pravdépodobnéjsi). Konkrétné¢ byly odhaleny nékteré alely C. rubella v genomu
tetraploida (Slotte et al., 2006).



2. 2. 2. Polyploidizace v kontextu ekologickych gradienti

Existuje tada hypotéz postihujicich problematiku uchycovani tetraploidii a jejich
stabilizace v pivodnich diploidnich populacich. Pii studiu rozsifeni jednotlivych ploidnich
urovni je napadné, ze diploidi a polyploidi Casto zaujimaji odliSné ekologické niky. Je
pravdépodobné, ze zména niky (resp. posun ekologické niky polyploida oproti ekologické
nice diploida po gradientu nékterych ekologickych faktori) je podminkou uspésné stabilizace
vzniklé tetraploidni linie (Beest et al., 2011; Kirchheimer et al., 2016). Situace mtze byt
samoziejm¢ komplikované€jsi, k uchyceni polyploida (obecné ale jakékoliv nové linie, bez
ohledu na to, zda vznikla polyploidizaci ¢i hybridizaci) mohou ¢asto pfispivat dalsi vlivy,
napiiklad ptfechod na apomikticky zplisob rozmnozovani (Baker, 1967; Cheptou, 2011), kdy
pak miZze jediny jedinec zalozit celou novou populaci. S takovou situaci se napftiklad
setkavdme v ptipad€ horského druhu Ranunculus kuepferi Greuter & Burdet (Ranunculaceae)
v evropskych Alpach, kde tetraploidi zaujimaji drsnéjsi a extrémnéjsi niky nez diploidi,

z nichz pivodné vzesli (Kirchheimer et al., 2016).

Podobny ptechod polyploida na samosprdSeni je zndm iv piipadé rodu Capsella
(tetraploidni Capsella bursa-pastoris je schopna samoopyleni, na rozdil od rodicovského
diploidniho druhu Capsella grandiflora; Hurka & Neuffer, 1997). Vztahy mezi
rozmnozovacimi systémy a genovou duplikaci jsou obecné¢ malo znamé. Myslenka, ze
s rostouci ploidni urovni se bude rostlina spiSe rozmnoZovat samospraSenim, se jevi
pravdépodobnou, ale neni zatim podlozena formalnimi dikazy (Mable, 2004b; Barringer,
2007). Jak ptesn¢ by takovy vztah mohl fungovat je ovSem stdle nejisté. Znamy piiklad u
druhu Arabidopsis lyrata, kdy dvojnadsobna nezavisla autopolyploidizacni udalost u diploida
s vyraznou sporofytickou inkompatibilitou vedla v jednom piipadé ke vzniku tetraploidni
linie schopné samospraseni, ve druhém ptipadé vSak nikoliv, pouze dokazuje, Ze je cela

problematika ziejmé& komplikovanéjsi, neZ se miiZze na prvni pohled zdat (Mable et al., 2004).

Studium koexistence rlznych cytotypi umoznuje existence smiSenych populaci
obsahujicich vice ploidii v tésném sousedstvi. Takové smiSené populace jsou ohnisky mozné
budouci sympatrické nebo parapatrické speciace (Otto & Whitton, 2000), avSak otdzka
Zivotnosti ¢i stability takovych populaci jest¢ nebyla zcela zodpovézena (Halverson et al.,
2008). Je dokonce mozné, ze se jednad pouze o docasny a kratkodoby fenomén. Dlouhodobé
souziti diploidl a tetraploida totiz narazi na podstatny problém, nebot’ kiizenim téchto dvou
cytotypt dochézi ke tvorbé sterilnich triploidii. Aby se tomu zabranilo, tak mezi jednotlivymi

ploidnimi trovnémi musi dochazet ke tvorb¢é reprodukénich bariér, jejichz ptikladem je jiz
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vyse zminény piechod na jiny rozmnozovaci systém. Dal§im piikladem reprodukéni bariéry
muze byt rozchod cytotypti do odlisnych ekologickych nik (jinak feceno podél ekologickych
gradientli; Levin, 1983). Pokud vzniknou dostate¢né reprodukéni bariéry, mize postupné dojit
az k vytvoreni samostatnych druhti (Husband & Sabara, 2004). Reproduk¢ni bariéry mezi
vy$$imi ploidnimi urovnémi (napf. mezi pentaploidy a hexaploidy) uz nebyvaji tak silné
ajejich hybridi mohou byt do znacné miry fertilni (tato situace je zndma napft. ze skupiny
Cardamine pratensis L. (Lovkvist, 1956). Podrobné&ji je o problematice smisenych populaci

pojednano nize.

K divergenci cytotypti napti¢ ekologickymi gradienty dochazi mnohem napadnéji
u allopolyploidid (myslena je divergence hybridniho allopolyploida vici rodi¢tim; Soltis
& Soltis, 2012), byla ale prokazana iu autopolyploidi. Dokonce se zda, Ze s postupujicimi
environmentdlnimi zménami spiSe dochazi ke vzniku autopolyploidl, coz jen potvrzuje
predstavu o genomové duplikaci jako cesté k rychlym adaptivnim zméndm umoziujicim

obsazovat nové ekologické niky (Parisod et al., 2010).

Rozsiteni populaci diploidu a tetraploidii jednoho druhu v kontextu ekologickych gradientt

ukazuje jednoznacny pattern také u druhu Cardamine amara.

Témito ekologickymi gradienty mohou typicky byt nadmoiskd vyska nebo vegetacni
pattern (oboji vychazejici také z jistych zakladnich geografickych trendil). Tyto gradienty
postihujici komplexné charakter prostfedi jsou samoziejmé vyslednicemi dil¢ich gradient
ekologickych ukazatell, jakymi jsou ozafeni, sklon terénu, edafické poméry, plidni substrat,
teplota nebo srazky (Dahlin et al., 2014). Velmi €asto jsou tyto gradienty mapovany pomoci

informaci z klimatickych databazi (viz ptiklady a nasledn¢ vyklad niZe).

2.2. 3. Cardamine amara

Pattern rozSifeni obou cytotypl (jiz vySe zminéné) Cardamine amara je zpuisoben vice
faktory, mezi které patii hlavné omezeny genovy tok mezi obéma cytotypy a jejich
ekologicka divergence. Modelovanim rozsifeni pomoci dat z klimatickych databazi je mozné
rekonstruovat podobu pivodni kontaktni zony a historii rozsifeni obou cytotypti v kontextu
pleistocénnich glacidlnich cykli, kdy se vyrazn€ ménila podoba ekologickych gradientd

vytyC€ujicich rozsifeni obou cytotypt (Zozomova-Lihova et al., 2015).



2. 2. 4. Senecio jacobaea

Senecio jacobaea L. (Jacobaea vulgaris Gaertn.) roste hojné v celé Evropé a na Slovensku
se nachdzi dv¢ ploidni trovné — tetraploidi (2n = 40) a oktoploidi (2n = 80) vznikli
autopolyploidizaci zminénych tetraploidii, pfiCemz tetraploidi jsou obecné hojnéjsi (Hodalova
et al., 2007). Obé ploidni Grovné se podstatné 1isi svou ekologii — oktoploidy nachazime
pfevazné na ptirodnich xerotermnich stanovistich, zatimco tetraploidi se vyskytuji i na jinych
stanovistich vcetné téch antropicky ovlivnénych (Hodéalova & Mered’a, 2015). Tato odliSnost
ekologickych nik byla prokazana ipomoci ekologického modelovani, kdy byly ptesné
vymapovany niky obou cytotypl. Zminéné ekologické niky se tedy podstatné odliSuji
(zejména co se tyc¢e klimatickych podminek rozsifeni obou druhtl), ale jejich Sife se mezi
cytotypy podstatné neodliSuje, a€ by se to dalo ocekavat podle vyrazného rozdilu v zastoupeni

obou cytotypll na studovaném uzemi (Mered’a & Kucera, 2016).

2. 2. 5. Stru¢na metodika studia polyploidnich komplexi

Mezi zakladni zplsoby zjiStovani ploidni Grovné rostliny patii pocitani chromozomi
(chromozome counting). Jednd se o Casové ndrocnou karyologickou metodu, ktera ale jako
jedind umoziuje postihnout napiiklad pfipadné aneuploidie (Marhold et al., 2010). Mnohem
jednodussi a flexibiln€j$i metodu piedstavuje pritokova cytometrie (Dolezel et al., 2007;

Kron et al., 2007; Loureiro & Travnicek, 2010).

Tato kvantitativni metoda registruje mnozstvi DNA v jednotlivych jadrech rostlinné bunky
(DNA byla ptedtim obarvena fluorescencni barvou a podle intenzity zablesku je tak mozné
vypocist jeji mnozstvi). Protoze v jediném vzorku pro pritokovou cytometrii se nachazi
veliké mnoZstvi jader a dochazi tak ke ,,zprimérovani“ velikého poctu zableski, je jasné, ze
je pomérné jednoduché odfiltrovat pfipadné rusSivé vlivy (nmapf. nékteré kontaminace,
ptfipadnou endoreduplikaci v ¢asti pletiva, apod.). Podle mnozstvi DNA v jednotlivém jadie
se pak da za pomoci srovnani se standardem urcit ploidie daného pletiva (dané rostliny) (Suda
et al.,, 2006). Zde je velmi podstatné provést srovnani s vyuzitim pocitani chromozomd.
Alespori u jedné rostliny kazdého druhu je tieba stanovit pocet chromozomil, potom u té samé
rostliny zmétime mnozstvi DNA pomoci prutokové cytometrie. Porovnanim obsahu DNA
u rostliny, kde zndme pocet chromozomd, s rostlinami stejného druhu, u nichZz zname jen
mnozstvi DNA (ale nezndme pocet chromozomil), miiZeme usuzovat pravdépodobnou ploidii

resp. pocet chromozomu u rostlin, kde jsme neprovedli pocitani chromozomi. Pocitani



chromozom tak pfedstavuje velmi podstatnou metodu pro dalsi srovnavani s kvantitativnimi
Gidaji ziskanymi pomoci pritokové cytometrie (Leong-Skorni¢kova & Sida, 2007). Poéty
chromozomu nékterych druhii 1ze najit v internetovych databazich, pro ¢eled’ Brassicaceae

existuje naptiklad databaze Brassibase (Kiefer et al., 2014).

Zajimavou metodou studia polyploidnich komplext je také tvorba novych polyploidnich
linii v laboratornich podminkach. Byl tak indukovén naptiklad vznik allotetraploida, kiizence
druhlt Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. a A. arenosa (L.) Lawalrée. Tvorba takovych linii
umoziuje studium promén transkriptomu a genového silencingu nové vzniklych
heteroploidnich hybridt, coz pfispiva k poznani genomickych zmén majicich vyznam pfi
vzniku heteroploidnich hybridnich linii a jejich dalSim vyvoji, vCetné piipadné speciace

(Wang et al., 2000).

2. 2. 6. Polyploidizace a hybridizace (allopolyploidizace)

Rozdil mezi homoploidni a heteroploidni hybridizaci byl jiz popsan vyse. Na tomto misté
bude dile pojednano o hybridizaci heteroploidni, kterd nutné vede k procesu

allopolyploidizace (maji-li byt vznikli hybridi v ptirod¢ udrzitelni).

Vhodny modelovy systém pro studium allopolyploidizace piedstavuje rod Cardamine
(Brassicaceae), ktery je jednim z nejvétsich rodi ¢eledi, co se poctu druhti tyce (n€ktera pojeti
uvadi az 200 druhil) (Al-Shehbaz, 1988). Hybridizace a s ni spojend allopolyploidizace jsou
zfejmé nejpodstatnéjSimi procesy, které stoji za touto velkou diverzitou (Lihova & Marhold,

2006; Mandakova et al., 2013).

Cardamine asarifolia L. je evropsky druh, ktery je ptibuzny ostatnim evropskym skupindm
rodu Cardamine (naptiklad vySe zminénému druhu C. amara) (Lihova & Marhold, 2006), na
rozdil od nich ale nema sloZené listy a tak se dd jednoduSe morfologicky odlisit. Z hlediska
ploidni urovné se jednd o hexaploidni druh. RozSifeni C. asarifolia se kryje s jizni hranici

rozsifeni diploidniho i tetraploidniho cytotypu C. amara, s nimiz také hybridizuje.

Schopnost hybridizace a ptekryv v rozsifeni, spolu s vysokou ploidni urovni vedl
k domnénce, Ze je C. asarifolia vysledkem kiizeni anasledné allolyploidizace dvou
diploidnich pfedkii. Situace byla zhodnocena pomoci sekvenci genu pro chalkon syntazu,
ktery se v genomu diploidnich Cardamine nachéazi v jediné kopii (v genomu hexaploida je
tedy pfitomen ve tfech homologickych kopiich). Jeden z homologl nebyl dohledatelny napiic

sekvencemi tohoto genu pro vSechny diploidni druhy rodu Cardamine, jedna se tedy ziejmé
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o pozustatek rodicovske linie, kterd je v soucasné dobé vyhynuld. Druhym rodi¢em pak mohl

byt n¢ktery druh z $irsi skupiny C. amara (Lihova et al., 2006).

Zajimavou vyzvou studia allopolyploidnich linii je otdzka, zda kazda takova linie v evoluci
vznikla pouze jednou anebo doslo k n€kolika nezavislym vznikim ze stejnych rodi¢ovskych
linii (Soltis et al., 2004). Tato otdzka mulze byt vyfeSena genetickou analyzou alelické
variability zkoumaného polyploida ajeho ptedkli. Pokud nalezneme u jedincii vzniklého
allopolyploidniho druhu stejné alely homolognich genti (z nichz kazda pochazi od jednoho
z rodiCovskych druhti) mizeme usuzovat na jednordzovy vznik. Situace je pomérn¢ slozita —
pouhé nalezeni vice rtiznych kombinaci odliSnych alel rodiCovskych druhli totiz muze
znamenat nezavisly vznik polyploidni linie, ale mtize byt stejné tak dobie zpisoben genovym
tokem. Situaci podstatné zjednodusuje, pokud jsou studované linie inbredni, jako napf. u rodu
Glycine Willd. (Fabaceae) (Doyle et al., 2004). Podobnou cestou byla tato otdzka feSena
u vyse zminéného druhu Cardamine asarifolia, kde ale nepfinesla presvédcivé feseni (Lihova

et al., 20006).

Dalsi ptiklady allopolyploidizace jsou diskutovany niZze ve specialni Casti na ptikladech
druhit Arabidopsis kamchatica (DC.) K.Shimizu & Kudoh a A4. suecica (Fr.) Norrl. ex
O.E.Schulz.

2. 3. Introgrese

V pribéhu procesu hybridizace a souvisejicich zpétnych kiizeni dochazi k toku genii mezi
populacemi obou ktizicich se druhi, tento tok mutze byt jednostranny i oboustranny. Diky
tomuto procesu muze dojit k tzv. introgresi — tj. pfendSené geny mohou byt stabilné
zabudovany do genomu kiiZicich se jedincii a mohou postupné obohatit genofond celé
populace (Rieseberg & Wendel, 1993). Disledkem introgrese je tedy jiz vlastni zvySeni
genetické diverzity populace, ale také pienos adaptaci mezi druhy, ¢i dokonce vznik zcela
novych adaptivnich vlastnosti (Soltis & Rieseberg, 1986). Je pravdépodobné, Ze divody
uspéchu nékterych hybridnich linii nelezi v heter6znim efektu (jev, kdy potomci F1 generace
vyrazné predstihuji v hodnoté nékterého znaku oba rodice), ten totiz neni prenosny do dalSich
generaci (Lippman & Zamir, 2007). Vyhoda pravdépodobnéji spociva ve fixaci vyhodnych
alel od obou rodict (tedy v kombinaci vyhodnych alel kodujici jednotlivé adaptivni znaky

u kazdého z rodicl) pomoci introgrese (Baack & Rieseberg, 2008). Heterdzni efekt mize byt
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kazdopadné vyznamny v rdmeci stabilizace linii n¢kterych asexudlnich hybrid (Facon et al.,

2005).

K introgresi samoziejmé nemusi dochdzet pouze u odlisSnych druht, ale také u odlisnych
cytotypt jednoho druhu. Nejcastéji byl genovy tok mezi ploidiemi pozorovan v systémech
obsahujicich pouze diploidy a tetraploidy (Neuffer et al., 1999), ale z Némecka zname piiklad
z ¢eledi Brassicaceae, kde byl prokézan ptenos genti mezi diploidy a jedinci vyssich ploidnich
urovni. Jednalo se konkrétné¢ o dva druhy rodu Rorippa Scop. (diploidni invazivni druh
Rorippa austriaca Spach a v Némecku ptivodni tetraploidni ¢i hexaploidni druh R. sylvestris
(L.) Besser) a genovy tok byl prokazan v obou smérech, a¢ nebyl pozorovan piipadny piimy

vliv tohoto genového toku na zmény ekologickych nik studovanych populaci (Bleeker, 2003).

Porozuméni introgresi a toku genli je obzvlast’ potiebné v pfipadech, kdy ve sty¢nych
bodech dvou odlisSnych druht (pfipadné cytotypi) nachazime velkou variabilitu na
genotypoveé 1 fenotypové urovni. Rodicovské fenotypy mohou byt introgresi zna¢n¢ ovlivnény
a mezi hybridy Casto nachazime tfadu ptechodnych fenotypti. V takovych situacich je pouha
morfologickd analyza nalézanych jedincli zna¢né nedostateCna a introgrese je podstatnym

fenoménem, ktery tuto riiznorodost plisobi (Lihova et al., 2007).

2. 3. 1. Fenotypicka plasticita

DalSim podstatnym faktorem komplikujicim morfologickou analyzu je fenotypicka
plasticita, ktera je napfiklad u Celedi Brassicaceae obzvlast vyrazna a vyznamné komplikuje
morfologické opisy jednotlivych druhti. Za touto fenotypickou plasticitou byl u rostlin ¢eledi
Brassicaceae néckolikrat prokdzan vysSe jiz nékolikrat zminény gradient prostfedi, napf.

u druhu Arabis serrata Franch. & Sav. (Oyama, 1994).

Pti hlubSim studiu rodu Arabis L. (zde se hodi podotknouti, Ze pozice a vymezeni tohoto
druhu byli jesté donedévna nejisté, dnes je fazen do tribu Arabideae, ktery je nejveétSim tribem
celé Celedi Brassicaceae), konkrétné druhli fazenych do skupiny Arabis hirsuta agg. je
pozoruhodné, Ze druhy jsou pomérné jasné oddélitelné na zakladé klimatickych dat, které takeé
vhodné definuji rozsifeni kazdého z druhd. OdliSit druhy na zakladé¢ morfologie je ovSem
znaén€ problematictéj$i. to je dlsledkem vyrazné fenotypické plasticity posilené navic
vlivem paralelni evoluce fady morfologickych znakt u tohoto pruzné speciujicicho druhového

komplexu (Karl & Koch, 2014).
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2. 3. 2. Introgrese v kontextu ekologickych gradientii

Z vyhod, které introgrese jedincm piindsi, vyplyva podstatné rozsiteni ekologické niky,
kterou je dany jedinec schopen osidlit. Ta je prokazatelné vétsi u linii, které ziskaly nové geny

pomoci genového toku (Choler & Michalet, 2002).

2. 3. 3. Senecio carniolicus

Vysokohorsky druh Senecio carniolicus Willd. ptfedstavuje systém, kde se projevuje
introgrese napiic¢ ploidnimi trovnémi té¢hoz druhu. V Alpéach najdeme lokality, kde se stykaji
vSechny tfi ploidni Grovné (diploidi (2n = 40) a dvé polyploidni linie — tetraplodi (2n = 80)
a hexaplodi (2n = 120)). Jednotlivé cytotypy jsou vazany na konkrétni ekologické podminky.
Nejcastéji jsou nachdzeni diploidi a hexaploidi, kteti se leckde vyskytuji i pohromadé ve
formé smiSenych populaci (Sonnleitner et al., 2010). Za stabilitou jednotlivych kontaktnich
zon ruznych ploidii stoji nejspisSe specifické postzygotické reprodukéni mechanismy. Roli
pravdépodobné hraje genova doze pii vyvoji endospermu, tj. pomérné zastoupeni sad
chromozoml od otce a od matky. Fitness semenackl je tim vyrazné ovlivnéno a nckteré
kombinace ploidii tak nemohou dorast dospélosti, a proto nejsou nachdzeny v ptirodnich
populacich. Diploidi se tak s polyploidy kiizi velmi vyjimeéné, ale polyploidi jsou schopni se
mezi sebou kfizit za vzniku fertilnich potomk (Sonnleitner et al., 2013). Zastoupeni hybridi
v pfirodnich populacich je ale obecné velmi malé, hybridi ziejm& vznikaji pouze za

specifickych podminek (Hiilber et al., 2015).

Pti studiu konkrétni kontaktni zony hexaploidii a diploidii v Rakousku byla odhalena
zavislost rozmisténi obou ploidii na ekologickych gradientech, s ¢imz souvisela i odliSna
vegetacni skladba v okoli kazdého z cytotypi. Intermediarni cytotypy (triploidi) nebyly
odhaleny, coz potvrzuje piedstavu dostate¢né reprodukéni izolace mezi diploidy a polyploidy
(Hiilber et al.,, 2009). Naproti tomu pentaploidi byli velmi casti v zénach styku obou
polyploidnich cytotypi (tetraploidi s hexaploidy), coz jen potvrzuje vySe zminéné.
Pentaploidni hybridi jsou zfejmé prostiedniky genového toku mezi tetraploidy a hexaploidy

(ovSem pouze ve sméru z tetraploidi, nikoliv naopak).

Podobny vyskyt pentaploidii coby potomkii kiizeni tetraploidii s hexaploidy byl
zaznamenan také v piipadé komplexu Knautia arvensis agg. (Dipsacaceae) (Kolai & Stech,

2009).
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2. 4. Modelovani klimatickych parametrii (Ekologické modelovani)

V predchozim textu byl nékolikrdt zminén pojem ekologickd nika. Existuje fada jejich
definic, ale pro potfeby tohoto textu je dostatecné si ekologickou hodnotu ptedstavit jako
jakysi mnohorozmérny prostor vymezeny soufadnicemi vSech ekologickych gradientl, které

tvoti osy tohoto prostoru (Morgan, 2012).

Z toho jasné vyplyvd nutnost adekvatni analyzy ekologickych gradienti v kazdém

vyzkumu zabyvajicim se posunem ekologické niky ¢i ekologickou divergenci.

V soucasné dobé se pievazné pouzivaji dvé moznosti ziskavani informaci o téchto
gradientech. Prvni moznosti je vychéazet pfimo z informaci zaznamenanych na lokalité.
z klimatickych databazi. Nyni budou ob¢é metody stru¢né predstaveny a nasledné budou
uvedeny dva piiklady, jiz vySe zminéné, se zaméfenim na metodickou rovinu spojenou

s modelovanim ekologickych nik.

2. 4. 1. Indikatorové hodnoty

Tato metoda piedpoklada, ze rostliny preferenéné obsazuji stanovisté blizici se podminkdm
jejich optima. Toto optimum je mozné kvantifikovat (pfifadit néjaké myslené hodnoty vSem
faktoriim, z nichz se sklada — teplota, vlhkost, acidita substratu, aj.). Zahrnutim jednotlivych
takovych hodnot pro kazdou rostlinu na lokalité, miZzeme jejich zprimérovanim zjistit
hodnotu pfislusného ukazatele na lokalité. Pocita se tedy s predstavou, Ze pouha znalost vyctu
druhii na lokalité umozni modelovat podminky této lokality. Vycet druhi se ziskavd pomoci
snimkovani, kdy jsou zaznamenany vSechny druhy v nadefinované vzdélenosti od jedince
zkoumaného druhu (napf. se stanovi ctverec, ¢i kruh o ur€itém rozméru a v ném jsou

zaznamenany vSechny pifitomné druhy) (Kirchheimer et al., 2016).

Bylo sestaveno vice stupnic pro jednotlivé znaky, které se v nékterych parametrech

o 24

se také nov¢jsi Landoltovy hodnoty, které jsou v mnohém nézornéjsi (Farjon, 2011). Plosné
pouziti Ellenbergovych hodnot také komplikuje fakt, Ze byly pivodné navrZeny pouze pro

stitedni Evropu (Hill et al., 2000).
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2. 4. 2. Klimatické databaze

V dnesni dobé je kdispozici vice klimatickych databazi zahrnujicich celou Zemi
a doplnénych o fadu dil¢ich modelt rozvrzeni riznych ekologickych gradientii (srazky,
teploty v riznych mésicich, nadmotska vyska, atd.). Jednou z takovych databazi klimatickych
dat je databaze WorldClim (Alvarez & Deil, 2015), kterd je sice uZitecnym nastrojem, navic
dostupnym zdarma, ale jeji rozliSeni nemusi byt pro potfeby nékterych studii zcela idedlni.
Alternativu predstavuje naptiklad databaze SolarGIS, ktera obsahuje mnohem podrobné;jsi
data (mysleno ve smyslu vyrazné podrobné¢jsiho rozliseni ve srovnani s databazi WorldClim),
zejména co se tyce sluneéniho zafeni a srazek, hlavné pro oblast Evropy (Cebecauer & Suri,
2015; Zozomova-Lihova et al., 2015). V tomto piipad¢ jde o komer¢ni produkt, ktery neni
k dispozici zdarma. Je ale k dispozici pro spolupracujici pracovisté Botanického Ustavu

Slovenské akademie véd.

Redlny postup pfi takové studii sestdva ze ziskani soutadnic rozmisténi populaci daného
druhu (pfipadné poddruhu nebo cytotypu — dle povahy studie) a nacteni parametri z databaze
ohledné slune¢niho zafeni, teploty, srazek, aj. odpovidajici témto soufadnicim. Tak se ziska
souhrn potiebnych ekologickych podminek stanovist, vhodnych pro osidleni timto druhem
(poddruhem nebo cytotypem). Vyhodou takovych studii je moznost predikovat rozsifeni
druhti do budoucna diky moznosti modelovat ekologické gradienty vypoctem za pomoci
soucasnych trendd ve vyvoji klimatu. Analogicky je mozZné vyjit z klimatickych pfedpokladi
z geologické minulosti a projektovat rozsifeni druhu do téchto souvislosti (Zozomova-Lihova

etal., 2015).

2. 4. 3. Ranunculus kuepferi

Pii studiu rozSiteni druhu Ranunculus kuepferi, k némuz bylo jiZ vySe uvedeno n¢kolik
poznamek, tykajicich se problematiky divergence niky v pribéhu polyploidni evoluce, bylo
pouzito obou metod zminénych vysSe. Konkrétné byla pouzita vySe zminéna databdze
WorldClim a vypocet Landoltovych hodnot. Je zajimavé, Ze v ptipadé této studie piinesly obe
metody castecné jiné vysledky. Jednim z moznych vysvétleni by mohlo byt, ze ukazatele tak,
jak jsou definovany jiz v popisu obou metod, zaznamenavaji nepatrné¢ odliSné
faktory redlnych podminek prostiedi a navic pouzivaji jiné stupnice. Zde by se ale dalo
namitnout, ze mezi nékteré ukazatele i pfes zdanlivou nepodobnost nakonec odrazi stejné

a jasné vymezitelné fyzikalni gradienty (napft. teplota nebo pH substratu) a ze posun po téchto
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gradientech by m¢l byt v obou modelech shodny i bez ohledu na pouzité¢ jednotky. Velky
rozdil byl naptiklad pozorovan v mapovani ekologické niky tetraploidli v horéach (je ale nutno
si uvédomit, Zze hory piedstavuji znacné¢ divergentni prostiedi, které¢ je kromé klimatickych
gradientli ur¢eno fadou piimych faktort, které s klimatem dokonce nemusi Uplné souviset
a mohou byt uréené pouze konkrétnimi podminkami mikrostanoviste). Pouziti modelovani za
pomoci klimatickych databazi s mensim rozliSenim tak mutze byt u horskych druht

problematické (Kirchheimer et al., 2016).

2.4.4. Cardamine amara

Studie se zaméfila na mapovani rozsifeni diploidnich a tetraploidnich cytotypti druhu
Cardamine amara na izemi Ceské republiky a sousedicich izemich Rakouska a Némecka
v predhtifi Vychodnich Alp. Jiz delsi dobu byla znama pfitomnost Cetnych kontaktnich z6n
navazujicich na roz$ifeni diploidniho a tetraploidniho cytotypu. Tetraploidni cytotyp byl
popsan jako poddruh C. amara subsp. austriaca Marhold (Marhold, 1999) ajsou znamy
morfologické znaky, jimiZ je moZné jeho odliSeni od diploidniho cytotypu, C. amara subsp.
amara (Lihova & Marhold, 2003). Na sledovaném tzemi byla vSak viibec poprvé odhalena
existence smiSenych populaci obou cytotypi, obsahujicich také triploidy, kteti predstavuji
potomky obou cytotypl. Tetraploidni cytotyp se sice na sledovaném uzemi jevil jako
monofyleticky, ale otdzka, kolikrat nezavisle vznikla tato autopolyploidni linie v rdmci celého
arealu rozsifeni sledovaného druhu (zda je tedy monofyletickd napfi¢ celym aredlem
rozsifeni), zlistdva nevyfesena.

Jak ukézalo pouziti ekologického mapovani, bylo rozdilné rozSifeni cytotypii kromé
historickych faktort zpisobeno také odliSnymi klimatickymi néaroky, které se nejlépe projevili
v jejich rozvrstveni po gradientu nadmoiské vysky. Pti simulaci mozného budouciho rozsiteni
byla odhalena zna¢né dynamicka povaha vztahu obou cytotypli, kdy by pii vychyleni
soucasnych ekologickych podminek ziejmé dochazelo k nahrazeni jednoho cytotypu druhym.
Extrémni klimatické zmény se také ukézaly jako realn€ mozné pfi¢ina budouciho Uplného

vymizeni tetraploidniho cytotypu nebo dokonce celého druhu.

Soucasné rozsiteni druhu se ukézalo byt jasn€ ovlivnénym minulou kolonizaci Vychodnich

Alp pfi Gstupech glaciali (Zozomova-Lihova et al., 2015).
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3. Predstaveni modelového rodu Arabidopsis

Vyklad o rodu Arabidopsis L. (Brassicaceae) nelze zacit jinak, nez pfipomenutim ziejmée
nejznameéjSiho druhu, ktery do rodu Arabidopsis patii. Jedna se o druh A. thaliana (L.)
Heynh., ktery v sobé shrnuje fadu vlastnosti idedlniho modelového organismu a je tak jednim
z nejvyuzivangjSich pokusnych objektt v rostlinné biologii, kde se pouziva v Sirokém spektru
oborti od genomiky az po studium morfogeneze nebo evolu¢ni biologii (Mitchell-Olds, 2001;
Mitchell-Olds et al., 2004). Nicméné¢, i pfesto jak rapidné¢ se zvétSuje objem dostupnych
informaci o tomto konkrétnim druhu, povédomi o jeho nejblizSich ptibuznych a pozici
v komplexni fylogenezi &eledi Brassicaceae je stile nejisté. Rada praci také pouziva

zavadgjici a prekonané pohledy na systematiku skupiny (Clauss & Koch, 2006).

Komplexni pohled na fylogenezi ¢eledi Brassicaceae umozituje moderni systém rozd¢€lujici
celed’ do 25 tribil se zahrnutim Siroké nabidky znakt od morfologickych az po embryologické
nebo molekuldrni (Beilstein et al., 2006). Tento pohled také ptinesl rozdé€leni rodt, které byly
diive chapany jako ptibuzné a liSici se pouze postavenim déloh — rody Arabis a Arabidopsis
(rod Arabis se dokonce ukézal polyfyletickym a patficim do nékolika tribi). Jadro rodu
Arabis reprezentované napt. druhem Arabis alpina L. nalezi do tribu Arabideae, zatimco rod

Arabidopsis do tribu Brassiceae (Koch et al., 1999).

Co se obsahu rodu Arabidopsis tyce — ten ptred rokem 1999 obsahoval ptiblizné 60 druht,
poté ale byla fada druhl pro nepifibuznost vyfazena (jak do existujicich, tak do zcela nové
ustanovenych rodll) a naopak byl rod rozsifen o dfive rozliSovany rod Cardaminopsis Hayek
(Al-Shehbaz et al., 1999; O’Kane & Al-Shehbaz, 2003). V soucasné dobé jsou do rodu
Arabidopsis kromé rodu A. thaliana tazeny tii velké linie — 4. lyrata (L.) O'Kane & Al-
Shehbaz, A. arenosa (L.) Lawalrée a A. halleri (L.) O'Kane & Al-Shehbaz. Podle rozliSeni
pouzivanych markert 1ze nékdy rozlisit tfi dalS$i mensi linie — 4. cenebensis (DC) O'Kane &
Al-Shehbaz, A. pedemontata (Boiss.) O'Kane & Al-Shehbaz a A. croatica (Schott) O'Kane &
Al-Shehbaz (Al-Shehbaz & O’Kane, 2002; Hohmann et al., 2014).

Modelovy druh Arabidopsis thaliana ma v systému rodu osobité postaveni, 1 proto, ze jeho
genom je tvofen pouze 10 chromosomy v diploidnim stavu (ostatni zminéné rody mayji
v diploidnim stavu chromosomt 16, coZz pfedstavuje primarni stav; Al-Shehbaz & O’Kane,

2002; Lysak et al., 2006) a dale jiz o ném nebude vice pojednavano.

Ostatni nemodelové druhy (vyjmenované vyse) jsou velmi podstatné, nebot’ podstatné

roz§ifuji moznosti vyzkumu sméry, které Arabidopsis thaliana neumoziuje, ale s benefitem
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vSech dostupnych znalosti o 4. thaliana (napt. kompletn¢ osekvenovany a anotovany genom)
(Koch et al., 2008). Jsou napiiklad mnohem lépe vyuzitelné pro vyzkum kiizeni (tyto linie
jsou totiz na rozdil od samosprasného druhu A. thaliana cizospora$né) (Hohmann et al.,

2014).

Podobné jako nekteré ostatni rody ¢eledi Brassicaceae zminéné vyse, je i rod Arabidopsis
velmi dynamickym rodem, kde ¢asto dochazi k polyploidizaci (at’ uz allopolyploidizaci nebo
autopolyploidizaci), hybridizaci a introgresi. Nize budou pfedstaveny zakladni tfi linie rodu
Arabidopsis, potom dva ptiklady allopolyploidizace mezi nimi ana zavér bude detailné
popséna introgresni zéna mezi liniemi 4. lyrata a A. arenosa, kterd bude ndmétem mé

budouci diplomové prace.

3. 1. Arabidopsis arenosa

Arabidopsis arenosa predstavuje znacn€ variabilni polyploidni komplex s centrem
diverzity v Karpatech, z nichz se ale $ifi dale do stfedni a jihovychodni Evropy. Na vétSing
uzemi je tetraploidni, jen v Karpatech a na Balkdnu nachazime diploidni populace (Mésicek,
1970; Schmickl & Koch, 2011). Dalsi izolovana diploidni populace byla objevena
u Baltského mote (Kolar et al., 2015). Dosavadni systém, ktery rozliSoval druh do nékolika
poddruhit a dale vyclenoval nékteré linie jako samostatné druhy (a to predevSim podle
morfologickych znakll) (Mésicek, 1970), je znaéné piekonany a musi byt piehodnocen.
Molekularni studie provedend v roce 2012 odhalila tfi genetické linie (balkanskou, karpatskou
a alpskou), jejichz tetraploidni populace jsou znacné plastické, vysledné systematické pojeti

druhu vsak bylo odkazano na budouci revizi (Schmickl et al., 2012).

Recentni a zatim nepublikovana prace Kolafe a dalSich autorl pifinasi komplexné;jsi
a zfejm¢ spravnéjsi pohled na fylogenezi druhu. Predpoklada karpatské centrum diverzity
a celkem Ctyfi nezavisle vzniklé polyploidni linie. Kromé& genetického vymezeni se daji tyto
linie rozlisit i ekologicky — kazda se nachéazi v jinych nadmotskych vyskach a teplotnim
rozmezi. Pii detailnim zaméteni na distribuci ploidnich Grovni napfi¢ celym aredlem rozsiteni
bylo potvrzeno vysSe zminéné geografické vymezeni ploidnich urovni s existenci dvou
kontaktnich zon — uzsi kontaktni zony ve Slovinsku a difuzni kontaktni zény v Karpatech.
Konkrétné v Karpatech (zejména v jejich zapadni ¢asti) se pak oba cytotypy nachéazi na vSech
Skalach habitat (od niZin aZ po horské) a neni mozné tedy hovoftit o ekologické segregaci

podle ploidnich Urovni. Kontaktni zona je nicméné stdld, o ¢emz sv&€dci 1 nizky vyskyt
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triploidti (vznikajicich kiizenim diploidu s tetraploidy), a vétSina populaci obsahuje jedince
jediného cytotypu (Kolar et al., nepubl.). Jediny pozorovatelny ekologicky trend napfic¢
ploidnimi Urovnémi tak piedstavuje nachylnost tetraploidii k nékterym habitatim vzniklym
lidskou ¢innosti, které diploidi nikdy neobsazuji — hovofi se dokonce o tzv. ,,zelezni¢nim
tetraploidovi® (railway plants), ktery obsazuje antropogenni habitaty (zelezni¢ni koleje) a Sifi
se po nich smérem do stiedni a severni Evropy. Tyto rostliny (které predstavuji zastupce
jediné genetické linie) se vfad¢ rysi od ostatnich linii odliSuji, vznikly u nich nékteré
extrémni adaptace na témet plevelny zptisobem Zivota — ztratily vernalizaci a maji znacné

specifické stresové reakce (Baduel et al., 2016).

Fenotypicka plasticita druhu je vice nez zna¢na. Do jaké miry za tuto plasticitu odpovida
geneticka variabilita, ¢i do jaké miry je tato plasticita zptisobena ekologickymi faktory,
zlstava nezodpovézeno. Na prvni pohled je mezi populacemi nipadné odliSeni dvou
morfologickych typli (moznd je 1épe oznacit je za ekotypy) — horského ekotypu (kompaktni
drobné rostliny s vyrazné tlustymi (az sukulentizujicimi) listy a riZzovymi kvéty, odpovidajici
puvodnimu Mésickoveé druhu A. neglecta (Schult.) O'Kane & Al-Shehbaz, dnes fazenému do
druhu A. arenosa) a nizinného ekotypu (rostliny vytahlé, s ten¢imi listy a bilymi kvéty)). Tyto
ekotypy jsou ale nepochybné polyfyletické a vyskytuji se napfi¢ riznymi liniemi druhu

(Kolaf, Marhold et al., nepubl.).

3. 2. Arabidopsis lyrata

Druh Arabidopsis lyrata (L.) O’Kane & Al-Shehbaz, ktery je sesterskym druhem k vyse
zminénému druhu A4. arenosa se tradiéné déli do dvou linii (druhfi nebo poddruht dle pouzité
literatury). Zatimco v americké literatute se tradiéné pouziva déleni druhu do dvou poddruhti
— A. Iyrata subsp. lyrata a A. lyrata subsp. petraea (L.) O’Kane & Al-Shehbaz (Al-Shehbaz
& O’Kane, 2002), ve stiedoevropské literatufe je zvykem povazovat skupinu A. lyrata za
druhovy komplex 4. lyrata agg. s dvéma samostatnymi druhy 4. lyrata a A. petraea (L.)
V.I.Dorof. (Aucour et al., 2011; Hohmann et al., 2014). Tyto dva poddruhy (druhy) jsou
dobte geograficky definované — zatimco poddruh A4. lyrata subsp. lyrata je svym rozsifenim
vazan na severni Ameriku, poddruh 4. lyrata subsp. petraea se vyskytuje v Evropé a Asii.
Jedna se tedy o typicky holarkticky druh, jehoz poddruhy jsou vii¢i sobé vikariantni. Centrum

roz$iteni evropského poddruhu se nachézi ve stfedni Evropé, tato oblast ziejmé slouZzila i jako

vvvvvvv
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doslo k osidleni Islandu populaci druhu A. lyrata subsp. petraea (Clauss a Mitchell-Olds,
2006; Ross-Ibarra et al., 2008).

Arabidopsis lyrata tvoti pozoruhodny komplex se zastoupenim cytotypt znacné odliSnym
napfi¢ aredlem rozSifeni. Napf. na Islandu a v Severni Americe nalezneme vyhradné
diploidni populace. V Evropé nalezneme populace jak diploidni, tak tetraploidni —
v Rakousku napft. ptevazuji tetraploidni populace (Dart et al., 2004). Tito tetraploidi vznikli
cestou autopolyploidizace a obecné jsou méné¢ hojni nez diploidi (Schmickl et al., 2010).
Zajimavi jsou také uméle ptipraveni allopolyploidi, kteti byli vypéstovani z diploidniho druhu

A. thaliana a diploidni linie 4. lyrata (Beaulieu et al., 2009).

Na vétsin€ svého rozsifeni je druh cizosprasny, ale z amerického poddruhu 4. /yrata subsp.
lyrata zname piiklady samospraseni z okrajovych ¢asti aredlu (Griffin & Willi, 2014). Diky
tomu muze byt tento druh dobfe vyuzitelnym modelovym organismem pro studium evoluce

samospraseni, ptipadné riznych bariér jemu branicich (Mable, 2004c¢).

Co se morfologie, ale také nékterych aspektd zivotniho cyklu, tyce, je druh velice
plasticky, krom& promény morfologie po sméru ekologickych gradienti (teplota, slozeni
pudy) muze hrat roli i mira herbivorie (byla prokdzana souvislost s hust$im pokryvem
trichomy pii vyssich urovnich herbivorie) (Vergeer & Kunin, 2011). Po sméru ekologickych
gradientil (konkrétné zemépisné Sitky) dochéazi také k proméné nékterych fyziologickych

znaki — napf. riiznych typi odolnosti viici teplotnimu stresu (Wos & Willi, 2015).

Nejbliz§Sim piibuznym druhem tohoto druhu je druh Arabidopsis arenosa. Je
nezpochybnitelné, Ze mezi obéma probiha Cily genovy tok a to jiz od doby segregace obou
druhti (oba druhy jsou relativné mladé¢, predpokladé se, Ze k jejich odd€leni doslo v pliocénu
pfed zhruba 5 miliony let spolu s oddélenim ostatnich hlavnich linii rodu; Koch
& Matschinger, 2007) az do soucasnosti. Hybridizace a s ni spojend introgrese téchto druhii je

popséna nize coby budouci ndmét mé diplomové prace.

3. 3. Arabidopsis halleri

Arabidopsis halleri (L.) O'Kane & Al-Shehbaz je vyhradné cizosprasny vytrvaly druh,
ktery se na rozdil od ostatnich divoce rostoucich zastupct rodu bézné vyskytuje pouze jako
diploid. Zajimavé je, Ze se Casto nachazi na ptidach s vysokym obsahem téZkych kovi (zinek,
kadmium), které dokéze akumulovat ve svych pletivech. Bylo prokdzéno, Ze dochéazi ke

genetické divergenci populaci podle gradientu substratu (od méné znecisténého tézkymi kovy
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po téZce znelistény tézkymi kovy), kdy vznikaji genotypy schopné lépe snaSet zamotené
substraty. S gradientem znecisténi substratu také souvisi schopnost klonalniho rastu jedinct,
ktery je obecné velmi Casty, ale méné vyznamny ve znecisténych substratech (Van Rossum et
al., 2004). Schopnost snaSet substraty bohaté na té¢zké kovy se v ramci druhu vyskytla
opakovang (,,odolné* populace jsou tedy navzajem polyfyletické a blize ptibuzné geograficky
nejbliz§im ,,neodolnym* populacim nez ostatnim ,,odolnym* populacim) (Pauwels et al.,
2005). Studium genetickych aspekt vzniku ,,odolnych* populaci mize byt velmi uzite¢né pro
studium adaptivnich vlastnosti u rostlin ve vztahu k novodobému antropogennimu znecisténi

pud (Pauwels et al., 2012).

V soucasnosti uzivané systematické pojeti druhu ptredpokladd existenci péti poddruhii
(Kolnik & Marhold, 2006), pti¢emZ poddruh A. halleri subsp. gemmifera (Matsum.) O'Kane
& Al-Shehbaz se jako jediny nenachazi v Evropé, ale je svym rozS§ifenim vazany na vychodni
Asii. Tento poddruh je pro tuto praci vyznamny tim, ze je pravdépodobné rodicovskym
druhem obou poddruhii allopolyploidniho druhu A. kamchatica (viz nize). Zbyvajici ostatni
¢tyfi poddruhy se jiz v Evropé nachdzi a jednd se o poddruhy A. halleri subsp. halleri,
A. halleri subsp. tatrica (Pawl.) Kolnik, 4. halleri subsp. dacica (Heuff.) Kolnik a 4. halleri
subsp. ovirensis (Wulfen) O'Kane & Al-Shehbaz. V Kolnikové pojeti je 4. halleri subsp.
ovirensis lokalnim endemitem Vychodnich Alp a A. halleri subsp. tatrica je endemitem
Zapadnich Karpat. Ostatni dva poddruhy maji podstatné Sir§i aredly rozsifeni (Kolnik
& Marhold, 2006). VySe zminéné populace odolné téZkym kovim pochdzi pievazné
z poddruhu A4. halleri subsp. halleri, ale zndme ptipady i z poddruhit 4. halleri subsp.
gemmifera nebo A. halleri subsp. tatrica (Koch & German, 2013).

V soucasné dobé je ovSem toto systematické pojeti jiz pfekonané a vyZaduje revizi.
Probihajici molekularné systematické studium poukazuje na existenci tii genetickych linif
v evropské Casti aredlu rozSifeni druhu. Nezménéné zlstava vymezeni poddruhu A4. halleri
subsp. gemmifera — néktefi autofi se dokonce domnivaji, ze by mél diky vyznamné geneticke,
ale také geografické izolaci ziskat status samostatného druhu v ramci skupiny 4. halleri agg.
(Koch & German, 2013), vymezeni stavajicich evropskych poddruhli se ovSem podstatné
méni.

Rozsiteni poddruhu A. halleri subsp. ovirensis je znacné SirSi oproti pivodné popsané
endemické lokalité¢ (Koch & German, 2013) a v modernim systému bude ziejm¢e zahrnovat
celou vychodoalpskou genetickou linii. Rozsifeno bude také soucasné uznavané pojeti

poddruhu A. halleri subsp. halleri, ktery do sebe zahrne hercynsko-zapadokarpatskou
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genetickou linii a tudiz také poddruh A. halleri subsp. tatrica. Jméno A. halleri subsp. dacica
se bude zfejmé vztahovat na populace tieti genetické linie, rozsifené v Jiznich Karpatech

(Fuxova et al., nepublikovano).

Podstatné je, Ze zminovany druh pravdépodobné hybridizuje s predchozimi dvéma
zminénymi druhy (4. arenosa a A. lyrata) a tato hybridizace je provazena introgresivni
speciaci (Koch, nepubl.). Otazka konkrétni podoby a vyznamu takového genového toku vsak

nebyla doposud podrobnéji zkoumana.

3. 4. Arabidopsis kamchatica

Prvnim prezentovanym allopolyploidnim druhem rodu Arabidopsis je druh A. kamchatica
(DC.) K. Shimizu & Kudoh. Jeho taxonomické zafazeni bylo v minulosti diskutabilni, byl
zafazovan napt. do rodu Arabis, aby nakonec coby druh rodu Cardaminopsis ptesel do rodu
Arabidopsis (Al-Shehbaz et al., 1999), bud’ jako samostatny druh, ¢i jako poddruh A. lyrata
subsp. kamchatica, protoze byl druhu Arabidopsis lyrata znacné morfologicky podobny.
Kromé¢ toho byl rozliSovan druh Arabis kawasakiana Makino, n€kdy také oznacovany jako
poddruh Arabis lyrata subsp. kawasakiana (Makino) Kitam. V soucasné dobé spadaji obé
linie pod druh Arabidopsis kamchatica coby samostatné poddruhy A. kamchatica subsp.
kamchatica a A. kamchatica subsp. kawasakiana (Makino) K. Shimizu & Kudoh, coz bylo
potvrzeno molekuldrné (porovnanim sekvenci genu pro chalkon syntdzu), ale také pomoci
klasickych karyologickych a morfologickych metod (Fuji, Shinji et al., 2005). Navzdjem se
odliSuji svym rozSitenim (4. kamchatica subsp. kamchatica je vychodoasijsky poddruh
zasahujici svym rozSifenim aZz na Aljasku, 4. kamchatica subsp. kawasakiana se nachazi
v zépadnim Japonsku) a také zivotnim cyklem — 4. kamchatica subsp. kamchatica je vytrvaly

druh, zatimco A. kamchatica subsp. kawasakiana je jednolety (Shimizu-Inatsugi et al., 2009).

Obé zminéné linie jsou allotetraploidni, coz potvrdila jiz zminénd molekuldrni studie.
Rodi¢ovskymi druhy jsou A. lyrata (to vysvétluje zminénou morfologickou podobnost)
a A. halleri, coz jsou mimochodem druhy, mezi kterymi je také bézné¢ pozorovan genovy tok
provazeny introgresi. Oba rodi¢e jsou diploidni a jednd se tedy o piiklad homoploidni

hybridizace nésledované genovou duplikaci, vedouci az ke vzniku allotetraploidu.

Pomérné nepiekvapivé (v souladu s informacemi zminénymi v obecné Casti) se mize zdat

zjisténi, Zze A. kamchatica je druh samosprasny, na rozdil od obou rodi¢ovskych taxond, které
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jsou striktné cizospra$né. Nékteré divody, pro¢ se u polyploidi ¢asto vyvinula schopnost

samospraseni, byly jiz popsany vyse.

Samotny vznik této allotetraploidni linie neni zcela do detaili objasnén. Zminéna
allopolyploidiza¢ni udalost byla rekonstruovéana za pomoci analyzy ptitomnych haplotypt
atak bylo odhaleno né¢kolik haplotypti asijského poddruhu A. halleri subsp. gemmifera.
Vysoky pocet haplotypi naznacuje, ze u vzniku druhu zfejmé stilo vice takovych
polyploidizacnich udalosti, na nichz se podilel vétsi pocet jedincti zminéného poddruhu
A. halleri subsp. gemmifera. Podobny efekt (velky pocet haplotypti) vSak mohl byt kromé
polyploidiza¢ni udélosti zplisoben také introgresivni hybridizaci mezi jedinci raznych

ploidnich urovni (diploidi a tetraploidi).

Nalezeni nékterych stejnych haplotypit u jistych linii A. kamchatica jako u A. lyrata
vypovida o recentnim genovém toku (tyto haplotypy se totiz u ostatnich linii A. kamchatica
nenachazi, k jejich prenosu tak muselo dojit az po oné prvni allopolyploidiza¢ni udalosti),
cely systém je tak ziejmé& dynamictéj$im, nez se mize zdat na prvni pohled. Samoziejme je
ale nalezeni takovych haplotypi mozné vysvétlit dalsi nezavislou allopolyploidiza¢ni udalosti

vvvvvv

(ptipadné u vice takovych udalosti).

Nezpochybnitelné je ovSem zjisténi, ze poddruh A. kamchatica subsp. kawasakiana vznikl
v ramci polyploidiza¢ni udélosti zcela nezavislé od vzniku ostatnich polyploidnich jedinci.
Zavérem se tak hodi znovu poznamenat, Ze druh A. kamchatica ptedstavuje pestry systém, pfi
jehoz vzniku se nepochybné uplatnilo n€kolik nezavislych polyploidiza¢nich udalosti —
nejméné dve, vedouci ke vzniku samostatnych poddruht, ale vysoky pocet haplotypt ukazuje
na mozny vétsi pocet takovych udalosti. Neni ale mozné ani vyloucit moZny vliv introgrese

(Shimizu-Inatsugi et al., 2009).

3. 5. Arabidopsis suecica

Arabidopsis suecica je skandindvsky tetraploid vznikly kiizenim A. thaliana a A.arenosa,
jednd se tedy o allopolyploida. Tato skutecnost byla poprvé naznacena Hylanderem
(Hylander, 1957) a posléze byla potvrzena pomoci molekuldrnich metod (Kamm et al., 1995;
O’Kane et al., 1996). Zajimavym fenoménem je jeho samosprasnost (o problematice
samosprasnosti v souvislosti s pfechody na vyssi ploidni trovné jiz bylo pojedndno vyse).

Nejedna se o absolutni samosprasnost, tu zname z rodiCovského druhu 4. thaliana. Druhy
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rodi€ je oproti tomu zcela cizospra$ny. Okolnosti vzniku tohoto allopolyploida nejsou jesté
zcela znamy, situaci komplikuje naptiklad skute¢nost, ze jeden z rodicovskych druhti se na
vetsing svého evropského rozsiteni vyskytuje jako tetraploid (vice viz kapitola o 4. arenosa
vyse), zatimco A. thaliana se jako tetraploid vyskytuje velice vzacné. Predpokladame tedy, ze
A. suecica vznikl jako potomek neredukované samici gamety A. thaliana (ptipadné bézné
redukované sami¢i gamety zminéného vzacného tetraploida) a redukované samc¢i gamety

tetraploidni linie 4. arenosa (Jakobsson et al., 2006).

Z toho vychazi, ze A. suecica je allopolyploid vznikly homoploidni hybridizaci dvou
tetraploidnich gamet. Pozice A. thaliana coby materndlniho rodi¢e byla potvrzena pokusy

s uméle vzniklymi hybridy A. suecica (Comai et al., 2000).

Pokud byla stanovovéna pfibliznd doba vzniku A. suecica pomoci molekularnich hodin,
byla zakotvena do doby pleistocénu, kdy byl soudasny areal rozsiteni (zahrnujici Svédsko
a Finsko) pokryt ledovcem, je tedy nepochybné, ze ke vzniku muselo dojit jiznéji a druh se do
soucasného aredlu rozsifeni pfesunul po ustupu glacidlu. Zajimava je pozorovana vyrazna
ptibuznost 4. suecica s liniemi A. thaliana v misté soucasného rozsiteni, coZ naznacuje, ze po
ustupu ledovce mohl A. suecica putovat smérem na sever spolu sjednim ze svych
rodi¢ovskych druhti (Jakobsson et al., 2006). Dalsi zajimavosti je pozorovany genovy
silencing, ktery ziejmé provazi vznik vSech novych allopolyploidnich linii (Comai et al.,

2000).

3. 6. Introgresni zéna styku druhi Arabidopsis arenosa a A. lyrata
3. 6. 1. Hybridni zony

Nasledujici oddil bude vénovan hybridnim zénam, tedy mistim, kde dochdzi ke styku

wvrvr

rovnou pojednano o konkrétnim ptikladu takové zony v rodu Arabidopsis.

Hybridni zonou nazyvame misto, kde dochdzi ke styku dvou druhti (poddruhi nebo
cytotypt), které jsou rozsifené vzijemné parapatricky nebo sympatricky. V ramci této
hybridni zony, jejiz podoba se mize znacné odliSovat v konkrétnich ptipadech, zpravidla
dochdzi k velmi dynamickym jeviim, druhy (poddruhy, cytotypy) se kiizi mezi sebou
aneziidka se nachazi ve smiSenych populacich, kde mohou produkovat potomky. Tito
potomci zpravidla maji niz$i fitness nez rodi¢ovské druhy, tedy neptedstavuji zavazné

konkurenty pro rodiCovské druhy. Nizkd fitness piipadnych hybridnich potomki také
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vysvétluje existenci velkych oblasti, kde se nachazi jen jediny druh (poddruh, cytotyp) —
hybridni linie zkratka nemaji moznost se vii¢i zavedenym rodicovskym liniim prosadit (Dijk
et al., 1992). Navic druh (poddruh, cytotyp), ktery byl v ptivodni smiSené populaci méné
zastoupen, bude logicky tvofit mensi mnozstvi hiife zivotaschopnych potomkl a zéhy
z populace vymizi (Levin, 1975). VSechny tyto fenomény tedy funguji proti zachovéavani

smiSenych populaci.

V nékterych ptipadech mohou vznikajici hybridni potomci etablovat novou stabilni a Sifici
se hybridni linii, kterd mtize dokonce nahradit ptivodni smisenou populaci, pokud v ni nebude
zavedena dost uc¢innd selekce proti hybridiim. Hybridi se ale mohou prosadit i bez ohrozeni
puvodni populace, pokud obsadi jinou ekologickou niku, nez maji oba jejich rodic¢e (Lihova et

al., 2007).

Tteti moznosti je, Ze hybridni potomci nevznikaji, nebot’ mezi rodi€ovskymi druhy existuje
vice ¢i méné¢ ucinna reprodukéni bariéra umoziujici stabilni souziti druhd (poddruhd,
cytotyptl) ve smiSené populaci vedle sebe. Takovou bariérou mize naptiklad byt posun
v dobé kveteni (Dijk et al., 1992) nebo segregace do odlisSnych nik podle ekologickych
gradientii (viz vyse) (Fowler & Levin, 1984). V takovych ptipadech mohou vznikat stabilni
smisené populace (Felber-Girard et al., 1996).

Z ptedchoziho vykladu je tak zifejmé, ze konkrétni podoba hybridni zény se bude znacné
odliSovat pfipad od ptipadu a kromé vlastnosti obou stykajicich se druhii bude znaéné odvisla
také od charakteru prostfedi a jeho heterogenity. Kontaktni zona tak mize i nemusi obsahovat
smiSené populace, v nichZ se didle mohou nachézet hybridni jedinci s intermedidrnimi znaky
oproti rodicovskym druhiim. MliZe mit charakter mozaiky (tato mozaika mize byt odvisla od
heterogenity habitatu, kdy bude kazdy z druhl preferencné obsahovat konkrétni vyhodné&;jsi
stanovis$t¢) nebo muiZze byt souvisld, uspofddana podle linearnich trendl introgrese nebo
hybridizaci (i co se genetického a fenotypického sloZzeni jedinci tyce). Takové trendy,
pfipadné zékonitosti uspofddani mozaikovité zony, pak mohou kopirovat nékteré

z ekologickych gradientl prostredi (Husband & Schemske, 1998; Levin, 2004).

Nyni budou popsany nékteré konkrétni pfipady hybridnich zoén riznych druht rostlin ze
sttedni Evropy.
V Evropé nachéazime tfi linie druhu Lonicera nigra L. (Caprifoliaceae). Prvni z nich je

dobie geograficky oddélen (nachazi se v Pyrenejich) jiz od posledni doby ledové (pyrenejskeé

refugium nehralo Zadnou roli v postglacidlni kolonizaci Evropy timto druhem). Zbylé dva,
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jejichz postglacidlni migracni historie je komplikovanéjsi, predstavuji dvé geograficky
i geneticky oddé¢lené skupiny (alpska a balkansko-karpatskd) a setkdvaji se v udoli feky
Dunaj. Zde lezi kontaktni zéna, kde se nachazi smiSené populace obou linii a také populace,
kde nachdzime intermediarni fenotypy (Daneck et al., 2011). Podobna kontaktni zona ve
stejné¢ oblasti lezi i pro druh Rosa pendulina L. (Rosaceae), jak ukéazala analyza
chloroplastové DNA (Fer et al., 2007). Lokalizace kontaktni zony (introgresni zony) se ale
v tomto druhu poné¢kud lisi dle pouzitych markert (konkrétné zélezi, zda se pouzily markery
na chloroplastové ¢i jaderné DNA). Vymapovani této zony podle AFLP posunuje zonu
DNA. To naznacuje, ze udoli feky Dunaj nebylo dostatecnou bariérou pro ptipadné
postglacidlni Sifeni tohoto druhu. Piesna podoba kontaktni zony ale nebyla odhalena pro
nedostatecnou hustotu terénnich sbérti (Daneck et al., 2015). Podobna kontaktni zéna ve
sttedni Evropé byla odhalena i pro druh Festuca pratensis Huds. (Poaceae), kde se opét

jednalo o styk linii pochéazejicich z odlisného glacidlniho refugia (Fjellheim et al., 2006).

3. 6. 2. Introgresni zony druh@i A. arenosa a A. petraea (= A. lyrata subsp. petraea) ve

stfedni Evropé

Vyse byly popsany dva hybridni druhy rodu Arabidopsis, konkrétné A. kamchatica
a A. suecica. Tteti takova hybridni linie (zda se opravdu jedna o hybridni linii na Grovni
druhu, musi byt teprve potvrzeno) se nachdzi v Rakousku, konkrétné v regionu Wachau
v udoli feky Dunaj a ptilehlych oblastech. Cely region byl vyrazné¢ modelovan pleistocennimi
glacidlnimi cykly a v soucasnosti je vyznamny centrem diverzity pro druhy A. arenosa
a A. lyrata (konkrétné tedy evropsky poddruh A. lyrata subsp. petraea) (Schmickl & Koch,
2011). Co se tyce ploidnich urovni — nachédzi se zde vyhradné tetraploidni A. arenosa.
A. lyrata subsp. petraea se v oblasti nachéazi jako diploidni 1 tetraploidni cytotyp (a¢ existence

tetraploidd nebyla v této oblasti dlouho znam4; Polatschek, 1966).

Hybridizaci téchto druhti vznika tetraploidni hybrid, o kterém bude déle fe¢ (viz obrazek
1). Je tfeba upozornit na skutecnost, Ze a¢ jsou rodi¢ovské druhy dobie definovany na
diploidni urovni (odli$ny tvar druhého stonkového listu a jind podoba odéni na adaxialni
vrstvé razicovych listll), na Grovni tetraploidni fada jejich morfologickych znakt splyva, coz
muze byt zpisobeno introgresi, kterou oba, pomérné mladé, druhy prochézeli jiz od svého

vzniku (cca pred péti miliony let) a kterd dale pokracuje. Hypotéza predpoklada, ze tato
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sekundérni zoéna styku obou druhii vznikla po proménéch klimatu po ustupu posledniho
glacialu (Schmickl & Koch, 2011). Klimatické oscilace souvisejici se stiidanim glacialt
a interglaciali zpusobily naruseni (disturbance) prostfedi v regionu Wachau a umoznili tak

hybridni speciaci.

Obrazek 1: Rostliny Arabidopsis z rakouské introgresni lokality (a — Arabidopsis arenosa, b — Arabidopsis
lyrata, ¢ — hybrid z Piedalpi, d — hybrid z Wachau) Autor fotografii: Roswitha Elisabeth Schmickl

Ptesny zpisob vzniku hybridii nebyl zatim zcela pfesné objasnén, neni ani jisté, zda
rodicovské druhy hybridizovali na diploidni nebo tetraploidni urovni. Analyza jadernych
mikrosatelitli nicméné ukazala pfedevsim jednosmérny genovy tok z pylovych zrn 4. arenosa
do matetskych rostlin A. lyrata subsp. petraea. Podobna je situace u 4. suecica (genovy tok
zpylu A. arenosa do rostlin A. thaliana) a A. kamchatica (otcem A. halleri a matkou
A. lyrata), coz naznaCuje, ze muze existovat jistd determinace kazdého z druhi k roli

akceptora (4. lyrata) ¢i donora pylu (4. arenosa) (Schmickl & Koch, 2011).

Tak jako u fady jinych modelovych systémt, piedpoklada se i u této rakouské lokality
opakovany vznik hybridii. Analyza odhalila staré hybridni linie, pochazejici ziejmée
z puvodnich setkani druhd v ramci pleistocénnich glacialnich cykli (populace z vychodniho
ptedhiifi Alp), ale také linie, kde zfejmé hybridni linie vznikly recentné (oblast severniho
Wachau). V tomto ptipadé je také znamo, ze hybridni linie vznikla hybridizaci rodi¢l na
tetraploidni urovni, ¢emuz odpovidad i souCasné rozmisSténi cytotypid v okolnim tGzemi —

v blizkosti se nachazi pouze tetraploidi (Schmickl & Koch, 2011).
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Pfi detailnim studiu genového toku v ramci lokality nebyla potvrzena moznost genového
toku mezi diploidnim A. arenosa a diploidnim A. lyrata subsp. petraea, coz muze byt
zpusobeno geografickou izolaci obou druhti. Byl vSak potvrzen genovy tok nékterymi sméry
napfi¢ ploidnimi trovnémi stejného druhu a také mezi tetraploidy navzajem (v tomto piipadé
obéma smeéry). Polyploidizace (ve smyslu autopolyploidizace) tak muize byt prostiedkem

branicim negativnim okolnostem piipadné mezidruhové hybridizace (Jorgensen et al., 2011).

4. Prakticka ¢ast
4. 1. Stru¢ny prehled navrzené metodiky

V ramci své diplomové prace budu zpracovavat data z populaci Arabidopsis lyrata subsp.
petraea, A. arenosa a hybridnich/introgresnich populaci obou druhti v Rakousku a ptilehlém
kontextu stfedni Evropy. Na kazdé¢ lokalit¢ bude odebrano nejméné 20 jedinci (10 urenych
pro ucely morfometrické analyzy a 10 na molekularni techniky a pratokovou cytometrii). Pro
kazdy set dat (morfometricky a molekularni) tak budou pouzita data z jinych rostlin.
Dlvodem je snaha vyvarovat se znehodnoceni herbafovych polozek podstatnych pro
morfometrickou analyzu pti odbéru materidlu pro jiné analyzy. Dale budou na kazdé lokalité

odebirana ekologicka data (viz nize).

Terénni sbér materidlu je pldnovan do dvou vegetaCnich sezén. Prvni skupina sbérh
probéhla v dubnu 2016, byly sesbirdny nejvyznamné;jsi lokality v Rakousku. A dale nckteré
lokality mad’arské, némecké a moravské (viz obrazek 2). Prioritou bylo ziskéni dostate¢ného
materidlu hybridnich jedincii (Wachau, Pfedalpi) ve velmi podrobném rozliSeni, dalsi
sampling ,.Cistych linii* 4. arenosa a A. Ilyrata subsp. petraea si kladl za cil ziskat co
nejodlehlejsi skupiny sousedici s introgresni lokalitou se zaméfenim na ziskdni materialu
z vice typu substratu (pro podchyceni ptipadného vlivu ekologickych faktorti — napt. slozeni

substratu na zastoupeni sledovanych linii, pfipadné jejich morfologii).
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V roce 2016 budou nésledovat terénni sbéry v Ceské republice a piipadné dalsi sbéry

v Rakousku (o konkrétnich sbérech bude rozhodnuto podle prvotnich vysledki analyz).

Pti zpracovani nasbiraného materidlu budou pouzity vSechny zakladni aspekty, které je
mozno pii studiu diverzity cévnatych rostlin pouzit — ekologické, morfologické i molekularni.
Co se cekologické stranky problematiky ty¢e — na kazdé lokalit¢ byl zaznamenan
fytocenologicky snimek o rozmérech 3x3 metry, pokryvnost kamenim, vegetaci a zeminou
v okoli kazdého jedince Arabidopsis a byl odebran vzorek substratu pro pozd¢jsi analyzu. Pro
potfeby morfometrické analyzy bude pouzito nejméné 10 jedinci =z populace.
Vyhodnocovéano bude zhruba 37 znakil se zvlaStnim zaméfenim na znaky na listech pfizemni
ruzice (hlavné velikost, tvar a odéni), druhém stonkovém listu a jednotlivych ¢éastech kvétu
(zejména velikost a tvar korunnich listkll). Pro molekuldrni studie bude pouZito dalSich
nejméné 10 jedinci z populace. Vhodna molekularni metoda jesté nebyla definitivné vybrana,
ale pravdépodobné bude vyuzita metoda RAD sekvenovani, ktera jiz byla uspé$né zavedena
pro druh A. arenosa. Pro vétSinu jedinc budou uloZeny také herbatové polozky celych
rostlin. VSichni jedinci budou také zméteni metodou prutokové cytometrie pro ovétreni ploidni

arovneé.

4. 2. Predbézné testovani nékterych znaki

w7

Pro ucely studie bude potifeba vyhodnotit stdlost morfologickych znakd pro pozdéjsi
potifebu vytvoreni jednozna¢ného urcovaciho kli¢e pro odbornou vefejnost. Z toho divodu

bude tieba otestovat také stabilitu znaki rodicovskych druhli. Vytvoteny seznam 37 znaki byl
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na podzim roku 2015 vramci projektu GACR otestovan na setu asi 400 rostlin druhu
A. arenosa z karpatské Casti aredlu rozsiteni. Tyto rostliny byly péstovany ve dvou odlisnych
teplotnich rezimech. Analyza dat tak muze ukézat, které znaky rodu jsou zavislé na
ekologickych podminkach a které vypovidaji o genotypu, pro pozdé¢jsi pouziti pii

fenotypickém studiu jedinct vice druht z rakouské introgresni zony.

4. 3. Otazky kladené do navazujici magisterské prace

» Jaka je stabilita morfologickych znakt rodicovskych druhti v pfirozenych a umélych

podminkach?

» Jaka je stabilita morfologickych znaki introgresnich hybridd v pfirozenych a umélych

podminkéch?

* Do jaké miry odpovida genetickd variabilita introgresni zény jeji morfologickému

morfologické variabilite?

* Pokud budou vypozorovany négjaké trendy (genetické ¢i morfologické), jsou tyto
v korelaci s ekologickymi gradienty (teplota, srazky, nadmoiska vyska, zemépisna

Sitka, substrat)?
» Jaka je podoba hybridni zony (je uspofdddna podle pievazujicicho ekologického
gradientu, ¢i m& mozaikovity charakter)?

* Je prokazatelna introgrese A. lyrata subsp. petraea nebo A. arenosa nebo hybridi

predchozich s A. halleri? Je tato introgrese vyznamna?
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