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Abstrakt

Cilem této prace je zaméfit se na znalosti o evolu¢nim vyznamu triploidnich rostlin, zptisoby
jejich vzniku a mechanismy, které tomu zabranuji, a dale se pokusit zodpovédét otazku, zda
triploidi hraji spise roli prostfednika ¢i bariéry v genovém toku mezi populacemi, které se lisi
poctem chromozomovych sad (diploidnimi a tetraploidnimi). Produkce neredukovanych
gamet je povazovana za hlavni zplisob vzniku triploidi v jinak diploidnich populacich, kdy
dojde ke splynuti gamety haploidni a diploidni. Naopak ve smiSenych di-tetraploidnich
populacich triploidi vznikaji hybridizaci. Frekvence vzniku a reprodukéni tispésnost triploida
snizuje cela fada reprodukénich bariér, a to pre- i postzygotickych, z nichZ nejvyznamnéjsi je
tzv. triploidni blok zpisobeny nevybalancovanym pomérem pivodné matefskych a
otcovskych genti ve vyzivovém pletivu endospermu. Ackoliv vznik triploidil je doprovazen
mnoha bariérami, které maji za nasledek jejich snizenou zivotaschopnost a fertilitu, hraji
triploidi v populacich podstatnéjsi roli, nez by se mohlo na prvni pohled zdat z jejich
zpravidla vzacného vyskytu v ptirod€. Jako prostiednik genového toku slouzi v ptipadé, ze
skrze tzv. triploidni most zprostfedkovavaji tok genli mezi sudymi ploidiemi. Naopak ¢etnost
jejich formace a plodnost do znacné miry piimo urcuje silu bariéry v kiiZeni mezi ploidiemi, a

tedy stupeit do n¢hoz v daném systému pokrocila polyploidni speciace.

Klic¢ova slova: triploidni rostliny, reprodukéni izolace, triploidni blok, neredukované gamety,

genovy tok, polyploidni komplex



Abstract

The aim of this work is to review our knowledge on the evolutionary significance of triploid
plants, modes of their origin and mechanisms preventing triploid formation, and to answer the
question of whether triploids act rather as mediators or barriers in gene flow between
populations possessing different numbers of chromosome sets (diploid and tetraploid). The
production of unreduced gametes is considered to be the major pathway of triploid formation
in otherwise diploid populations, following the merger of haploid and diploid gamete. In
contrast, in mixed di-tetraploid populations, triploids are usually formed by interploidy
hybridization. The frequency of formation and fitness of triploids is reduced by a number of
reproductive barriers, both pre- and postzygotic, the most important of which is the so-called
triploid block caused by an unbalanced ratio of originally maternal and paternal genes in the
nourishing tissue endosperm. Although the formation of triploids is accompanied by many
barriers, which also further translate to their reduced viability, followed by additional
reduction in fertility due to meiotic problems, triploids play a more important role in
populations than might be expected solely on the basis of their rare occurrence in nature.
Triploids act as mediators of gene flow between individuals of even ploidy through the so-
called triploid bridge. On the contrary, the rates of their formation and subsequent fertility
determines to a large extent the strength of the barrier in crossing between ploidy, and thus the

degree to which polyploid speciation has advanced in a given system.

Key words: triploid plants, reproductive isolation, triploid block, unreduced gametes, gene

flow, polyploid complex
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1 Uvod

Polyploidie, neboli vlastnictvi vice nez dvou kompletnich sad chromozomti, je u
krytosemennych rostlin béznou zalezitosti (Comai, 2005; Cui et al., 2006; Soltis & Soltis,
1999). Pravdépodobné vSechny krytosemenné rostliny v minulosti prosly alespon jednim,
spiSe vSak vice koly genomové duplikace (Soltis et al., 2009). Polyploidizace, proces
znasobeni chromozomovych sad, je povazovana za hlavni prostiedek sympatrické speciace
(Ramsey & Schemske, 1998; Rieseberg & Willis, 2008). Ackoliv k polyploidizaci dochézi
pouze v jednom kroku, z generace na generaci, je pravdépodobné soucasti dlouhotrvajicich
evoluénich procesti a souvisi také s environmentalnimi zménami a se stresem (Van De Peer et
al., 2017). Celogenomova duplikace pravdépodobné mize rostlindm piinést vyssi odolnost
vici patogentim a biotickému i abiotickému stresu (Van de Peer et al., 2021). Velmi
pravdépodobné i ty druhy krytosemennych rostlin, které jsou dnes povazovany za diploidni,
byly v minulosti polyploidni, ale jejich pfedchtiidce jiz vyhynul (Briggs & Walters, 2001)
nebo jiz doslo k chromozomovym piestavbam a naslednému navraceni k diploidnimu poctu

(Wendel, 2015).

Triploidie je nejnizsi stupen polyploidie. Triploidni rostliny maji o jednu sadu
chromozom vice nez bézné, diploidni rostliny, a kviili tomu ¢eli znevyhodnéni v podobé
nizké plodnosti. Meiotické délenti, které je nezbytné pro spravnou tvorbu gamet samcich i
samicich, je tfeti sadou chromozoml komplikovano, dochazi k chybnému péarovani
homolognich chromozomi a diisledkem toho vznikaji neplodné gamety (Ramsey &
Schemske, 1998). Proti vzniku triploidnich rostlin v pfirodé funguji reprodukéni bariéry (E.
Baack et al., 2015), z nichZ nejsilnéjsi je triploidni blok, ktery vznik4 nevyvaZzenym pomérem
maternalniho a paternalniho genomu v endospermu (Kohler et al., 2010). Endosperm je
stézejnim pletivem pro spravny vyvoj embrya a jeho poSkozeni je pro embryo ¢asto letalni.
Elegantnim feSenim téchto reprodukénich bariér je pro triploidy nepohlavni rozmnozovani
v podobé klonti a apomixie, jehoZ pomoci obejdou meiotické nesrovnalosti a snaze se uchyti
v populaci (Bicknell & Koltunow, 2004; Chrtek et al., 2017; Kolar et al., 2017). Obecné byli
triploidi v minulosti povazovani za neplodné, ale s pokrokem védeckych metod na pielomu
stoleti vySlo najevo, Ze jejich fitness mize byt pomérné vysoka (Burton & Husband, 2000;
Ramsey & Schemske, 1998). Zalezi vSak na druhu, moZznostech jejich vzniku (danych
naptiklad vzdalenosti diploidnich a tetraploidnich populaci) a ekologickych podminkach

stanovist’ jejich vyskytu.



Hlavnim cilem mé prace je zamé&fit se na mechanismy branici nebo naopak vedouci ke
vzniku triploidnich rostlin a zhodnotit roli triploidnich hybrid v genovém toku mezi
populacemi s rozdilnou ploidii. Tato prace neni zamétena na hybridizaci vyssich ploidii,
protoze na toto téma bylo provedeno mén¢ studii a jiz nesouvisi piimo se vznikem polyploida,
jejichz dalsi diverzifikace do vyssich stupiii polyploidie miize navic podle experimentalnich

studii probihat snadnéji (Sonnleitner et al., 2016; Sutherland & Galloway, 2017).

Genovy tok mezi populacemi je regulovan reproduk¢nimi bariérami, které urcuji miru
speciace (E. Baack et al., 2015; Rieseberg & Willis, 2008). Genovy tok miize byt nizky diky
reproduk¢éni izolaci, kterd zabrani hybridizaci a populace jsou stabilni a navzajem intaktni,
nebo na druhou stranu, v ptipad¢ slabé reproduk¢éni izolace, dochazi k vétsSimu genovému
toku a hybridizaci mezi dvéma populacemi, které se tim v ¢ase méni. Ve vét§iné piipadii neni
reprodukéni izolace kompletni a genovy tok alesponl v nenulové intenzité probihd, a v ptipadé
diploidné-tetraploidnich komplexti pak pravé triploidi hraji centralni roli. Pro triploidy je tato
role dvojita (Kolar et al., 2017). V prvni fad¢ predstavuji bariéru genového toku, ktera je
ptedurcena nizkou Zivotaschopnosti a plodnosti triploidii jako F1 hybridi. Tato bariéra je
zajiSténa reprodukéni izolaci a zplisobuje sniZzeni toku genli v obou smérech (smérem
od diploidnich jedincti k tetraploidnim 1 smérem opacnym). Ve sméru od diploidi

k tetraploidiim je vSak mozné tuto bariéru obejit skrze neredukované gamety.

Diky tomu, Ze triploidni bariéra nebyva kompletni, se skrze tuto nedokonalost
projevuje druha role triploidd, a to role prostfednika genového toku. Diky triploidim mutize
dochazet k obousmérnému pienosu gentli z diploidni populace do tetraploidni a naopak. Tento
tzv. triploidni most také pfispiva ke vzniku novych tetraploidnich jedincti a jejich naslednému
uchyceni v populaci (Burton & Husband, 2001; Husband, 2004). Doposud vsak byla vyskytu
triploidu a jejich realnému kiiZeni v mixoploidnich populacich vénovana pfili§ mala
pozornost. Nedostavaji se zejména empirickd data propojujici frekvenci vzniku triploidi s
jejich schopnosti tvofit Zivotaschopné gamety a hybridizovat s jedinci jinych, ¢astéjSich
ploidii, zejména diploidi a tetraploidi. Cilem této prace proto je reSerSe poznatki ze studii
triploidnich rostlin a jejich vyznamu v genovém toku v diploidné-polyploidnich komplexech

krytosemennych rostlin.

Tato oblast rostlinné evoluce nabizi Siroké moZnosti pro nasledujici vyzkum. Lepsi
porozumeéni triploidu a jejich role v populaci je cesta k pochopeni evoluce polyploidnich

komplext v ptirodnich populacich polyploidnich druhd.



1 Mechanismy vedouci ke vzniku triploidi

Triploid je oznaeni pro organismus, ktery vlastni tii sady chromozomi v somatickych
buiikach misto obvyklych dvou. Jedna se o jeden z typt polyploidizace neboli znasobeni
chromozomovych sad, pti kterém se triploid vyviji s jednou sadou chromozomti navic. V této
praci bude pouzito znaceni jedné sady chromozoml malym pismenem x. U triploidu se tedy
jedna o 3x a obdobné¢ je tomu tak i u dalSich ploidii (diploid — 2x, tetraploid — 4x). Je vSak
podstatné rozliSeni x od malého pismene n. To bude pouZito pro oznaceni haploidnich bunék,
tedy bun¢k s poloviénim poctem chromozomu (gamety), nez maji buiiky somatické u téhoz
jedince. Ty maji neredukovany pocet chromozomi a oznacuji se 2n. U diploidnich rostlin
tedy plati, Zze 2n = 2x. Napftiklad u tetraploidi vSak plati, Ze 2n = 4x, nebot” buniky v pletivech
jsou neredukované a k tomu maji jesté zdvojeny pocet chromozomi. V ptipad¢ gamety
produkované tetraploidni rostlinou, pfi jejichz tvorbé dochazi k redukénimu déleni, tedy plati,
ze n = 2x. Napiiklad Chamerion angustifolium (Onagraceae) se vyskytuje v Severni Americe
ve forme diploidni (2n = 2x = 36 chromozom1l) a tetraploidni (2n = 4x = 72 chromozomi)
(Burton & Husband, 2001). V z6n¢ kontaktu téchto dvou ploidii Ize nalézt v prirod¢ i rostliny

triploidni (2n = 3x = 54 chromozom1).

1.1 Pohlavni a nepohlavni rozmnoZovani triploidi

Pohlavni rozmnoZovani je pro triploidy komplikovany proces, protoZe ¢eli meiotickym
nesrovnalostem a maji nizkou Zivotaschopnost 1 fertilitu. V ptipad¢ kiiZeni triploidi mezi
sebou nebo jejich samoopyleni by bylo mozné piedpokladat, ze potomstvo bude prevazné
triploidni, ale neni tomu tak a dochazi ke vzniku pouze 10 % potomstva s triploidnim
genomem (3x % 3x = 3x) (Ramsey & Schemske, 1998). Proto se usuzuje, ze triploidi se

v populacich neudrzuji pohlavnim rozmnozovanim, ale rozmnozuji se nepohlavné, a to
klonaln¢ ¢i apomikticky. Nepohlavni rozmnoZovani totiz umozni triploidiim obejit problémy

s meiotickym délenim a nizkou fertilitou, a proto je pro né vyhodnéjsi.

Ptikladem apomixie mize byt rod Taraxacum (Asteraceae) sekce Ruderalia, ktera
zahrnuje vice nez 2000 druht diploidnich a triploidnich rostlin. Pouze méné¢ nez 10 % druht
této sekce jsou diploidi (2n = 2x = 16), ktefi se obligatn¢ rozmnozuji pohlavné a jsou
vyhradné cizosprasni. VSechny ostatni druhy jsou triploidni a rozmnozuji se apomikticky (2n

= 3x = 24) (Meirmans et al., 1999).

Dals$im podobnym ptikladem je druh jetab (Sorbus), ktery se rozmnozuje pohlavné

pievazné v diploidni formé. Triploidni forma se ptfevazné rozmnozuje apomixii. Ma nejméné



zivotaschopny pyl a je cizosprasnd, nepohlavni rozmnozovani je pro ni tedy vyhodou.
Tetraploidni forma se rozmnozuje pohlavné i nepohlavné, je fakultativné apomikticka a
samosprasna (Lepsi et al., 2019). Apomixie byva vysvétlovana jako pasivni Gnik pred
sterilitou, ale ma kladny adaptivni vyznam. Polyploidni druhy se mohou diky ni Iépe
adaptovat na zvlastni typy stanovist’, navic mnoho polyploidl je apomiktickych jen
fakultativné, ne obligatné. Tim spiSe se potvrzuje, ze apomixie napomaha adaptaci na nova

stanovisté (Briggs & Walters, 2001).

Dalsim piikladem, ktery je v soucasnosti kontroverzni, je rod orsej (Ficaria).
Vyskytuje se v ptirodé v diploidni a tetraploidni formé, diploidni Ficaria calthifolia (2n = 2x
= 16) a tetraploidni Ficaria verna subsp. verna (2n = 4x = 32). Vzacné lze v jejich
kontaktnich zonach nalézt hybridni triploidni (2n = 3x = 24) ¢i pentaploidni formu (2n = 5x =
40). Donedavna byl v§eobecny ndzor o rozmnozovani rodu Ficaria takovy, ze diploidi se
rozmnozuji pfedevsim pohlavné a vyssi ploidie apomikticky (Briggs & Walters, 2001). Avsak
studie Popelka et al., (2019) je v rozporu s timto nazorem, protoze experimentalni kiizeni
tetraploidni F. verna subsp. verna s diploidni F. calthifolia (4x x 2x) bylo ptekvapiveé velmi
uspésné a dalo vznik hybridnim triploidim (pocet semen byl nizky, ale jejich klicivost

vysoka, 80 %). V této studii nebyly prokdzany zadné prvky apomixie.

Chrtek et al. (2017) zkoumali druh Pilosella echioides (Asteraceae), ktery se vyskytuje
v oblasti u Znojma v mixoploidni populaci se v§emi ploidiemi od 2x po 6x. Zajimavé je, Ze aZ
70 % rostlin v této oblasti jsou triploidi. O tomto druhu je znamo, Ze neni samosprasny a
rozmnoZzuje se pohlavné semeny i nepohlavné tvorbou dcefinych riiZic. Praveé tato schopnost
nepohlavniho rozmnoZovani stoji za vysokou UspéSnosti triploidii a diky tomu se jim také

zfejmé podafrilo piekonat vylou€eni minoritniho cytotypu.

Tato prace se bude dale zabyvat vznikem a roli triploidli u druhti rozmnozujicich se
pohlavné. Podle Ramsey & Schemske (1998) ke vzniku novych triploidnich jedinci,
neotriploidl, dochézi v populacich ¢astéji, nez k jejich autonomnimu rozmnozovani.
Hlavnimi mechanismy jejich vzniku de novo jsou tvorba neredukovanych gamet a
hybridizace. V prvnim ptipad¢ dojde ke splynuti neredukované a redukované gamety a tim
vznikne neotriploid. K jeho vzniku dojde v jedné diploidni populaci a je velmi vzacny. Ve
druhém ptipadé dochazi k hybridizaci mezi dvéma populacemi li§icimi se ploidii. Ke vzniku
triploida dochazi pii kiizeni tetraploida (n = 2x) s diploidem (n = x), kdy splynou redukované
gamety obou rostlin a vznika triploidni hybrid, 2x + x = 3x. Oba tyto mechanismy jsou

popsany nize.



1.2 Neredukované gamety

U béznych diploidnich rostlin dochdzi ke vzniku redukovanych gamet meiotickym délenim.
Tyto gamety jsou sam¢i spermatické bunky v pylovych zrnech a samici vaje¢né buriky,

z nichz kazda je ukryta v zarode¢ném vaku. Splynutim téchto haploidnich gamet dochazi ke
vzniku zygoty, kterd je opét diploidni, tedy n +n = 2n. V piirodé v§ak dochazi i ke vzniku
neredukovanych gamet, které si zachovavaji somaticky pocet chromozomi, tedy 2n. Vznik
téchto gamet je zpusoben meiotickou dysfunkci, ktera je indukovéana genetickymi nebo
environmentalnimi podminkami (Bretagnolle & Thompson, 1995). Nejc¢astéji jsou
neredukované gamety tvofeny meiotickou nuklearni restituci, kterd miize nastat v prvnim i
druhém meiotickém déleni (Bretagnolle & Thompson, 1995; Ramsey & Schemske, 1998).
V prvnim ptipadé€ dojde k produkci gamet, které jsou heterozygotni, protoze obsahuji
nesesterské chromatidy od otce 1 od matky, zatimco v druhém piipadé€ vznikaji gamety méné

heterozygotni, protoze obsahuji chromatidy sesterské (Bretagnolle & Thompson, 1995).

V ptipadé, Ze neredukovana gameta splyne s redukovanou gametou, dochézi ke vzniku
triploidniho jedince, tedy 2n + n = 3n (3x). Tento mechanismus je povazovan za nejb&éznéjsi

zpusob vzniku triploidd (Bretagnolle & Thompson, 1995; Ramsey & Schemske, 1998).

1.3 Hybridizace

Druhym zpiisobem vzniku triploida je hybridizace, tedy vznik triploida v misté kontaktu dvou
populaci stejného diploidniho druhu, ktery je vSak diferencovan allopatricky (Petit et al.,
1999). Triploid je pak hybridem vzniklym kiiZzenim diploidniho jedince (z 2x populace)

s tetraploidnim (z 4x populace), kdy se v obou ptipadech jedna o redukované gamety.
Dochazi tedy ke splynuti redukované gamety diploida (n = x) a redukované gamety
tetraploida, (kde n = 2x) a tim vznika x + 2x = 3x (Burton & Husband, 2001; Ramsey &
Schemske, 1998). Timto zpisobem vznikaji triploidni rostliny na kontaktnich zénach dvou

cytotypti.

1.4 Somatické mutace
Polyploidie mize vzniknout i jinymi mechanismy neZ skrze neredukované gamety nebo
hybridizaci. Do téchto mechanismil patii mutace jako jsou somaticka duplikace,

polyembryonie a polyspermie.

Somaticka duplikace je mutace, pii které dojde ke zdvojnasobeni chromozom1l.

ey, ee

To je zpuisobeno naptiklad tepelnym Sokem (Randolph, 1932). Jestlize vSak dojde ke zdvojeni
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pozdé&ji, vyroste naptiklad tetraploidni vétev nebo pryt na jinak diploidni rostlin€ a vznikne
mixoploidni chiméra (Ramsey & Schemske, 1998). Slavnym ptipadem somatické
allopolyploidie jiz z 19. stoleti je Primula kewensis, ktera byla objevena roku 1899 jako
neplodny diploidni hybrid P. floribunda x P. verticulata. Pti jejim pestovani se vSak nejmén¢
tiikrat urodila semena. VSechny rostliny vykli¢ené z téchto semen byly tetraploidni a plodné.
U jedné z ptivodnich hybridnich rostlin se zjistilo, Ze vegetativni buiiky prytu, na némz
vyrostla semena, jsou tetraploidni, ackoliv ostatni ¢asti jsou diploidni a kvétenstvi z téchto
diploidnich ¢asti byla sterilni. Somatickym zdvojenim chromozomt miize tedy dojit

k ptekonéni neplodnosti diky polyploidizaci (Briggs & Walters, 2001). Tyto pokusy vSak byly
provadény jiz pted dlouhou dobou a bylo by uzitecné provéfit tyto informace molekuldrnimi

metodami.

Polyembryonie je pfipad polyploidie vzniklé zdvojenim embryi jako je tomu u
dvojcat. Tato mutace je vSak pravdépodobn¢ zplisobena spiSe meioticky nez somaticky.
V ptipadé polyspermie dojde k oplozeni vajicka vice spermiemi a tento zptisob vzniku

polyploidie je znam naptiklad u orchideji (Ramsey & Schemske, 1998). Detailnéjsi informace

jsou stale predmétem vyzkumu.

Somaticka polyploidizace vSak pravdépodobné nestoji za vznikem triploidii, protoze
se jedna o nasobeni chromozomt, a tudiz budou timto zptisobem vznikat pouze sudé ploidie.
Prave to je vSak dileZzitou roli triploidd v ptipadée, kdy dojde k somatické duplikaci v pletivu
triploida a vznikne hexaploidni (6x) pryt ¢i celé rostlina. Takto tedy miize i sterilni triploid dat
vznik hexaploidu s obnovenou fertilitou v jediném kroku. Pravé k tomuto ptipadu doslo u
sterilniho triploidniho F1 hybrida Arabidopsis thaliana (2x) x A. suecica (4x), na kterém
vyrostl hexaploidni pryt, ktery urodil 37 Zivotaschopnych semen (Matsushita et al., 2012).
Obdobn¢ vznikl hexaploid Senecio cambrensis z pivodné triploidniho hybrida S. xbaxteri,
jehoz rodice jsou S. vulgaris (tetraploid) a S. squalidus (diploid) (Hegarty et al., 2005) nebo
napiiklad hexaploid Mimulus peregrinus z triploidniho M. xrobertsii (Vallejo-Marin et al.,
2015).



2 Mechanismy stojici za triploidni (ne)tvorbou — reprodukcni izolace

a triploidni blok

Reprodukéni izolaci I1ze rozdé€lit na dva typy bariér: prezygotické a postzygotické (E. Baack et
al., 2015; Husband & Sabara, 2004; Ouyang & Zhang, 2018; Ramsey & Schemske, 1998).
Prezygotické bariéry jsou procesy, které zabraiuji samotnému vzniku zygoty, tedy oplozeni
vajicka spermatickou bunkou. Embryo tedy viibec nevznikne. Naopak postzygotické bariéry
jsou procesy, které nastavaji az po vzniku zygoty a zabranuji vyvoji embrya nebo zajisti jeho
budouci neplodnost. V této praci jsou bariéry rozdéleny pievazné na pre— a postzygotické.
Tato kapitola je zaméfena na bariéry vzniku hybridnich rostlin pfi kiiZzeni rostlin liSicich se

ploidii.

2.1 Prezygotické bariéry

Mezi prezygotické bariéry oddélujici jedince téhoZ druhu lisici se ploidii zahrnuli Husband &
Sabara (2004) mimo jiné geografickou izolaci a asynchronni kveteni. Geografické izolace je
mezi riznymi ploidiemi velmi Casta. Je alespon z ¢asti vyvinuta u vétsSiny polyploidnich
komplexti a je to vyznamna prezygoticka bariéra (napt. u druhti Taraxacum sp. (Meirmans et
al., 1999), Chamerion angustifolium (Sabara et al., 2013), Dactylis glomerata L. (Zohary &
Nur, 1959), Pilosella echioides (Travnicek et al., 2011), Senecio carniolicus (Hiilber et al.,
2015), Ranunculus adoneus (E. J. Baack, 2004)). Jejim Gc¢inkem je sniZeni toku genli mezi
populacemi, protozZe se kazdd nachézi v jiné oblasti a je tedy nepravdépodobné, ze dojde

k opyleni jedné ploidie ploidii jinou. Vyjimkou jsou kontaktni zony, které se tvoii v misté

prekryvu nebo tésného sousedstvi dvou populaci a miiZze zde dochézet k hybridizaci.

Modelovym druhem reprodukéni izolace u polyploidi je vrbovka tizkolista
(Chamerion angustifolium), kterd roste v Severni Americe v diploidni a tetraploidni forme.
Diploidi rostou ve vysSich nadmotskych vyskach a zemépisnych Sitkach nez tetraploidi.
Ptfechod mezi témito oblastmi tvoii kontaktni zonu ve Skalnatych horach (Rocky Mountains)
(Burton & Husband, 2001). Diploidi a tetraploidi projevuji také asovou izolaci v dobé
kveteni, kdy diploidni jedinci kvetou o 10 dni dfive nez tetraploidni. Kviili této asynchronii je
doba, kdy obé¢ ploidie kvetou zaroven, zkracena na 87 % celé periody a sniZuje se moznost

vzajemného kiizeni (Husband & Sabara, 2004).

Wallace byl toho nazoru (z roku 1912), ze selekce bude podporovat evoluci
prezygotickych bariér v ptipad¢, Ze ty postzygotické jiz existuji. Tim padem rostliny nebudou

plytvat gametami, které by pozdéji vedly ke vzniku nezivotaschopnych hybrida v disledku
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postzygotické bariéry. Tento proces je znamy jako ,,Wallaceuv efekt™ nebo reinforcement.
Navzdory nejasnostem tohoto procesu, které jsou stale feSeny, ukazuji teoretické i
experimentalni pokusy, Ze tento proces mize zvysit selekci proti produkci meziploidnich
hybrida s nizkou zivotaschopnosti nebo proti zbyte¢nému plytvani gametami ¢i ucpani blizen

(E. Baack et al., 2015).

Ptikladem vysSe zminéného reinforcementu je rozdilnost barvy kvéti homoploidnich
druht Phlox drummondii a P. cuspidata, kterou se zabyvali védci Hopkins & Rausher (2012).
V alopatrickych populacich maji oba druhy svétle modré kvéty, zatimco v sympatrickych
populacich ma Phlox drummondii tmavé cervené kvéty. Rozdil v barvé kvétt prispiva k nizsi
hybridizaci, protoze odlisné barvy lakaji rizné typy opylovact a omezi se tak mezidruhovy
ptenos pylu. Tim dojde k nizsi tvorb€ hybridd, kteti maji sniZenou fitness kvuli
postzygotickym bariérdm (Hopkins & Rausher, 2012). Reinforcement u polyploidnich rostlin,
prestoze je vzhledem k silné postzygotické bariéte v tvorbé triploidi pravdépodobny, je vSak

malo zkoumany a byva spise soucasti hypotéz (Kolar et al., 2017).

2.2 Postzygotické bariéry
Nejvyznamnéjsi postzygotickou bariérou pro triploidy je bezpochyby triploidni blok, jemuz je

vénovana nasledujici podkapitola, a jejich sniZzena fertilita.

2.2.1 Triploidni blok

Triploidni blok je silnd postzygoticka bariéra pfenosu genli mezi diploidy a polyploidy
(Husband & Sabara, 2004; Morgan et al., 2021; Petit et al., 1999; Ramsey & Schemske,
1998). Triploidni blok je zpisoben genomovou nevyrovnanosti rodicli a s tim spojenymi
vyvojovymi vadami v semeni, kde se vyviji triploidni potomek. Vyvojové vady jsou
zpusobeny nespravnym pomérem ploidii v pletivu endospermu, ktery hraje kli¢ovou roli ve

vyvoji embrya a doddva mu potfebné Ziviny.

Podle vyvojovych a molekularnich vyzkumi (Kohler et al., 2010; Ramsey &
Schemske, 1998; Scott et al., 1998) je snizena Zivotaschopnost triploidli zptisobena
abnormdlnim vyvojem endospermu, ktery slouzi embryu jako vyzivné pletivo a ma stéZejni
roli ve vyvoji embrya. Ve vétSin¢ druhti je nutné, aby pomér ploidii maternéalni ku paternalni v
endospermu byl 2:1. Napftiklad u diploidnich rostlin dochézi pti dvojitém oplozeni ke splynuti
haploidniho vajicka s jednou haploidni spermatickou buiikou za vzniku diploidniho embrya a
druha spermaticka buiika splyne se dvéma haploidnimi polarnimi jadry za vzniku triploidniho

endospermu (Ramsey & Schemske, 1998). Tim v endospermu vznika pomér maternalniho a



paternalniho genomu 2:1. Odchyleni od tohoto poméru zptlisobi poskozeni vyvoje embrya
nebo plsobi letdlné, ziejmeé v disledku nevybalancované epigenetické regulace (Kohler et al.,
2010). Prave k takovym odchylkam dochazi u meziploidnich kiiZeni. V ptipadé¢ kiizeni 2x X
4x (v celé praci plati, Ze matecna rostlina je v tomto typu zapisu uvedena na prvnim mist¢) je
pom¢ér maternalniho a paternalniho genomu v endospermu 2:2 zatimco v opacném sméru
ktizeni 4x x 2x je pomér 4:1, v obou ptipadech je tedy vyrazna odchylka od ptivodniho,
vyvojove stabilniho poméru 2:1. Praveé odlisnost v uspésnosti jednoho sméru kiizeni oproti
druhému mezi diploidy a tetraploidy je hlavni manifestaci triploidniho bloku. VétSinou miva
ptevahu v Uspésnosti kiizeni maternal excess, ve kterém matecna rostlina ma vyssi ploidii nez
otcovska. To je diikazem, ze zavisi na sméru odchylky od poméru 2:1 (maternalni ku

paternalni).

Novy vhled do problematiky triploidniho bloku pfinesla nové studie od Morgan et al.
(2021), kde byla mimo jiné potvrzena dulezitost sméru kiizeni mezi diploidy a tetraploidy.
Tento pokus byl proveden na diploidnich a tetraploidnich rostlindch Arabidopsis arenosa
(Brassicaceae), které pochazeji ze tii kontaktnich zoén v Evropé, a to z Dinérské oblasti
(Slovinsko), ze Slovenska a z Rumunska. Vzajemnym kfiZenim diploidu a tetraploidii vznikly
triploidni rostliny. KfiZeni byla provedena ve dvou smérech: 4x x 2x a 2x x 4x a vysledky v
zéavislosti na sméru ktizeni byly zna¢né rozdilné. V prvnim piipadé se jedna o kiiZeni, ve
kterém je tetraploidni matecna rostlina opylena diploidni otcovskou rostlinou (a ve vzniklém
endospermu tedy pievazuje matetsky genom k otcovskému v poméru 4:1, tzn. ,,maternal
excess*) a semena z tohoto kiiZzeni vznikaji velmi uspé$né a vyklicilo celkem 961 semenack,
z nichz 94 % byli triploidi. Naopak je tomu u druhého sméru ktiZeni, kdy je diploidni mate¢na
rostlina opylena tetraploidni otcovskou rostlinou (pomér v endospermu 2:2, ,,paternal
excess™). V tomto piipad¢ vznikl velky kontrast, nebot kiiZeni byla isp&€$na jen velmi zfidka.
Vyklicilo pouze 10 % semenacki (98 rostlin) oproti prvnimu sméru kiizeni a 61 % z nich
bylo diploidnich, 29 % triploidnich a 10 % tetraploidnich. Z toho vyplyva, ze u druhu
Tato studie odpovida poznatkiim z reSerSe literatury od Ramsey & Schemske (1998), ve které
10 z 11 studii potvrdily vétsi vynos semen ze sméru 4x x 2x (maternal excess), kde hodnota
triploidniho bloku byla 80 %, nez u opacného sméru, kde byla hodnota triploidniho bloku
vyssi, 95 %. Do této studie byly zahrnuty druhy pokryvajici osm celedi krytosemennych:
Brassica oleracea, Nasturtium officianale, Campanula persicifolia, Spinacia oleracea,

Gossypium arboreum, Primula veris, Populus tremola, Lycopersicon pimpinellifolium a



Salpiglossis sinuata. Pfevaha maternal excess v tspéSnosti meziploidniho kiizeni vSak neni
pravidlem, napiiklad u druhtt Mimulus peregrinus (6x) (Vallejo-Marin et al., 2016),
Leucanthemum pluriflorum (Greiner & Oberprieler, 2012) a jiz zminéné¢ Chamerion

angustifolium (Sabara et al., 2013) ma pfevahu v uspéSnosti kiizeni paternal excess.

Doprovodnym rysem triploidniho bloku je kompetice pylu. Je to prezygoticka, ale jiz
postpolinacni bariéra, ve které se pylové lacky piredhanéji v oplozeni vajicek. Byla prokazana
naptiklad v mixoploidnich komplexech Chamerion angustifolium (Baldwin & Husband,
2011), Centaurea (Koutecky et al., 2011) a Gladiolus communis (Castro et al., 2020) a je
pravdépodobné, ze byla objevena také u Arabidopsis arenosa ve vyse zminéné studii Morgan
et al. (2021). Znac¢ny rozdil vznikl mezi tvorbou triploidnich rostlin v kontrolovaném kiizeni,
kde byla kazda mate¢na rostlina opylena pouze jednou otcovskou rostlinou a triploidi vznikali
s vysokym uspéchem (94 % triploidi v maternal excess), a tvorbou triploidii v simulovanych
ptirodnich podminkach, kde byly matec¢né rostliny ponechany volnému spraseni, a tedy
pravdépodobné opyleny pylem od vice otcii. V tomto ptipadé byli triploidi vzacni, pouze 4,3
% vsech potomkti bylo triploidnich, a to pouze na matetskych tetraploidnich rostlinach. Na
diploidnich rostlindch vznikla pouze diploidni semena. Tento fakt naznacuje pravdépodobnou
kompetici pylu po opyleni vice riznymi ploidiemi, ktery je navic i v pfirodnich podminkach
doprovazen triploidnim blokem (pfitomnost triploidii pouze na tetraploidnich mateiskych

rostlinach).

4.2.2 Snizena fertilita triploidi
Tteti sada chromozomi zpusobuje pro triploidy problém pii meiotickém déleni, protoze lichy

pocet chromozomt 1ze téZzko pravidelné rozdélit do dvou dcefinych bunék. Dlsledkem této
komplikace mliZe byt sniZzend zivotaschopnost samcich i samicich gamet, ¢i jejich Gplna
sterilita (Ramsey & Schemske, 1998). Riizny obsah genomu v gametach mé za nasledek

Siroky rozsah ploidii potomki triploidd. Tento problém je podrobnéji vysvétlen v kapitole 4.

Napftiklad ve studii Morgan et al. (2021) byla fertilita pylovych zrn triploidd druhu
Arabidopsis arenosa vysoka, dosahovala primérné 82 % fertility kontrolnich diploidd, a byla
0 39 % vys$si, nez zjiSténa primérnd hodnota fertility pylu od Ramsey & Schemske (1998). Ve
studii od Burton & Husband (2000) zjistili, ze obecna zivotaschopnost triploidil byla shodna s
diploidy i tetraploidy, ale jejich produkce pylu a jeho Zivotaschopnost byla vyrazné snizena.
Hodnoty relativni fitness pro 2x, 3x a 4x jsou 1, 0,09 a 0,61. To poukazuje na to, ze izolace
mezi ploidiemi zapti€inéna snizenou tvorbou a zivotaschopnosti triploidi je velkd, ale neni

kompletni. Narozdil od této studie byla zivotaschopnost pylovych zrn triploidnich hybrid

10



Ficaria verna subsp. verna % calthifolia natolik nizka, Ze spolu s dal§imi faktory autofi

Popelka et al. (2019) neptedpokladaji, ze skrze tyto hybridy proudi genovy tok.

2.3 Polyploidizace jako postpolina¢ni reprodukéni izolace

Pro reprodukéni izolaci u rostlin navrhli védci Baack et al. (2015) oznaceni pre- a
postpolinacni bariéry, ktera jsou z botanického hlediska pfesnéjsi a experimentalné snadnéji
uchopitelné. Nizky pocet semen u hybridnich rostlin totiz nelze urcit jako pre— ¢i
postzygotickou bariéru a mize byt dokonce dasledkem obou. Rozdil je tedy v tom, zda viibec
nedojde k opyleni (prepolinacni bariéry) nebo k nému dojde, avsak s negativnimi disledky
pro fitness hybrida (postpolinaéni bariéry). Jedina polyploidiza¢ni udalost mize zpusobit
okamzitou reprodukéni izolaci (Otto & Whitton, 2000). Jak bylo diskutovano vyse, triploidi
vznikajici kiizenim diploida s tetraploidem vznikaji v omezené mife nebo mohou byt zcela
nezivotaschopni kvili $patnému vyvoji endospermu. Pocet semen pro potomstvo kiizeni 4x x
2x (na prvnim misté je psdna matei'ska rostlina a na druhém otcovska) je velmi redukovan (o
80 %) (Ramsey & Schemske, 1998). Zivotaschopni triploidi potom budou velmi
pravdépodobné Celit potizim s vySe zminénym meiotickym délenim. VSechny tyto bariéry se
pak scitaji a vedou k vyrazné snizené fitness triploidnich hybridd. Naptiklad triploidni rostliny
rodu Chamerion angustifolium maji jen 11% fitness oproti diploidim (Husband & Sabara,

2004).
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3 Role triploidil v genovém toku mezi ploidiemi

Role triploidnich rostlin v polyploidnich populacich je stale diskutovana. Ackoliv triploidni
jedinci tézko vznikaji, jejich role v populaci mize byt stézejni pro evoluci polyploida.
Triploidni rostliny hraji v populacich dvoji roli (Kolat et al., 2017). Zaprvé puisobi jako
bariéra genového toku kviili své nizké Zivotaschopnosti a plodnosti (triploidni blok a dalsi
bariéry, E. Baack et al., 2015; Kohler et al., 2010; Ramsey & Schemske, 1998), ale zadruhé
mohou pisobit jako jeho prostiednik a ptispivaji vzniku tetraploidl (triploidni most,
(Husband, 2004)). Intenzita role bariéry versus prostiednika genového toku je predurcena
konkrétni mirou Zivotaschopnosti a plodnosti triploida jako F1 hybridd. To naznacuje
reprodukéni izolaci mezi diploidy a polyploidy, zejména triploidni blok, ktery byl popsan
vySe (Bretagnolle & Thompson, 1995; Kohler et al., 2010). Z vyzkumt provadénych na
Chamerion angustifolium je ale patrné, ze tato bariéra neni kompletni (Burton & Husband,

2000, 2001; Husband, 2004).

Triploidni rostliny vsSak hraji v polyploidizaci podstatnéjsi roli, nez by se mohlo na
prvni pohled zdat. Piestoze Celi triploidnimu bloku a nizké fertilité, pokud jsou alespoil
omezené plodni, dochazi jejich prostiednictvim ke vzniku tetraploidnich rostlin. Tento proces
se nazyva triploidni most (Bretagnolle & Thompson, 1995; Ramsey & Schemske, 1998;
Husband, 2004). Jeho principem je tvorba triploida, ktery da v nasledné generaci vznik
neotetraploidu. V ptipad¢, Ze dojde ke vzniku triploida splynutim redukované a neredukované
gamety (n + 2n = 3x), miiZe se tento triploid dale kiiZit se svym rodi¢em diploidem za vzniku
tetraploida (3x x 2x = 4x; gamety 3x + x). Tento zpisob je pravdépodobné Castéjsi nez
splynuti dvou neredukovanych gamet dvou diploidnich jedinct (2n + 2n), protoze jejich
vyskyt je pfili§ vzacny. Je to v§ak mozny kli¢ovy mechanismus, jakym se mliZe neotetraploid
uchytit v plivodné ¢isté diploidni populaci (bliZze popsané v nésledujici kapitole). Ackoliv
tvorba neredukovanych (3x) gamet triploida neni pravidlem (nanejvys 2x gamety se
vyskytovaly napf. u triploidii 4. thaliana (Henry et al., 2009)), vyskytuje ¢asto se naptiklad u
druhu Pilosella echioides (Chrtek et al., 2017).

Pro vysvétleni role triploidii v ploidné smiSené populaci je diilezité popsat jejich
meioticky problém. Pii bézné meidze v diploidni rostliné dochazi ke vzniku gamet, ve kterych
je ulozena polovina rodicovské DNA. Dochazi k tomu pfiblizenim dvojic homolognich
chromozomt a naslednym crossing-overem. Pravidelné parovani je mozné jen v piipad¢, ze
se v jadte vyskytuji dva homologni chromozomy od kazdého paru a vytvoti bivalent. U

autotetraploidnich rostlin jsou pfitomny vzdy Ctyfi homologni chromozomy, coz zptsobuje,
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ze se misto dvou chromozomt propoji tii nebo dokonce ¢tyfi, jelikoz parovani zacina na vice
mistech soucasné, pokud nedojde naptiklad k adaptivnimu snizeni poctu crossing-overti na
chromozom (Yant et al., 2013). Tato vicecetna propojeni se nazyvaji multivalenty, jejichz
propojenim vznikaji chyby pii rozchazeni chromozomii. V jadrech tak zistavaji nesparované
chromozomy zvané univalenty. Dcefiné buniky vzniklé prvnim meiotickym délenim obsahuji
univalenty v nevyvazenych poctech, coz piispiva k chromozomalni nerovnovaze a
neplodnosti hybridi. Allopolyploidni jedinci maji vyhodu v tom, Ze vznikaji splynutim dvou
nestejnych chromozomovych sad, a tedy nemtizou tvofit multivalenty, protoze kazdy

chromozom ma pouze jeden proté&jsek (Briggs & Walters, 2001).

Prave tvorba univalent a multivalentti se vyskytuje 1 u triploidd, kde narozdil od tetraploida
neni mozné nijak zajistit pravidelné parovani z divodu lichého po¢tu homolognich
chromozomt, a zplisobuje tvorbu gamet s riznymi pocty chromozomu. Dlikazem toho je
potomstvo triploidu, které ma velkou ploidni diverzitu (Chrtek et al., 2017; Ramsey &
Schemske, 1998). Triploidi mohou tvofit gamety s riznym poc¢tem chromozomd, a to
haploidni, diploidni, neredukované triploidni ¢i aneuploidni. Nej€astéjSim typem podle
metaanalyzy v Ramsey & Schemske (1998) byly aneuploidni gamety s chromozomovym
poctem n = 3/2, které tvorily vice nez 30 % vSech gamet primérné ze shrnutych studii. Druhé
a tieti nejCastéjsi typy gamet byly n =(3/2) — 1 an = (3/2) + 1, déle pak neredukované gamety
(5 %). Toto jsou vsak vysledky studii pylovych zrn, ne samicich vajic¢ek, protoze experimenti

s vajicky je prozatim pftili§ malo.

Obr. 1: Schéma genového toku mezi populacemi
diploidu, triploidii a tetraploidii druhu Arabidopsis
arenosa. Modré Sipky znaci smer 2x — 4x a cerné
Sipky smer opacny. Modra prima Sipka vedouct od
diploidni populace k tetraploidni znaci vznik
tetraploidnich hybridii primo, bez nutnosti
triploidniho hybrida, skrze splynuti redukované
gamety tetraploida a neredukované gamety
diploida, a sipky vedouct pres triploidni populaci
znaci triploidni most. U opacného sméru vsak
dochazi pouze k jedné cesté genového toku, a to
pres triploidni populaci. Neni znamy zpusob, jakym
by mohl byt genovy tok zajistovan primo

z tetraploidu na diploidy bez kiizeni s triploidy
(Kolar et al., 2017). Zpétny genovy tok z 4x — 2x je
tedy mozny pouze za pritomnosti triploidii.
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Diky schopnosti triploidi tvofit 1 euploidni gamety je mozné kiizenim s jinymi

ploidiemi ziskat euploidni potomstvo (vice v kapitole 5). To je dllezité zejména pii zpétném

kiizeni ve sméru 4x — 2x, kdy diky pfitomnosti triploidit vznikaji diploidi, a je to mozna

cesta genového toku zpét k nizsi ploidii. Cisté teoreticky miiZe nastat situace, kdy se naptiklad

alela A, ktera vznikla v populaci tetraploidi, pienese kiizenim s triploidem na triploidniho

potomka (4x x 3x = 3x), ktery se ndsledné zkiizi s diploidem za vzniku diploidniho potomka

(3x x 2x = 2x), ktery alelu A zdédi po svém triploidnim rodici (Obr. 1).

Tab. 1: Prehled studii zabyvajicich se experimentdlnim krizenim triploidi a jejich diploidnich
a tetraploidnich rodicovskych ploidii.

ey Uspésnost Ploidie Ploidie - Znamy Poznamky,
UspéSnost Yoy o o o Ploidie .
Druh . kFiZeni potomki | potomkii vyskyt . metoda
x ) vzniku s o gamet St .| Citace « .
Celed triploidi triploidu (2x x 3x; (3x x 4x; trinloidi triploidi urceni
P s2xadx | 3xx2x) | 4xx3x) P ptirody ploidie
Arabt{lop St . Y1 2x, 2x + 1, 3x, 4%, * 2X.; . . (Henry et | Pratokova
thaliana vysoka stiedni L 7 .. | aneuploidni neni .
. aneuploidi | aneuploidi - al., 2009) | cytometrie
Brassicaceae mezi X - 2x
Butomus s 2x 2%, 3x X, 2X, ano (Iiizhgc
umbellatus vysoka vysoka, > NA aneuploidni . . Karyologie
aneuploid : Casto Jarolimo
Butomaceae s 4x NA mezi X - 2X .
va, 1993)
(Burton u\.,e.d ene
& ploidie jsou
Chamerion s 2x nizka, ot sloucené pro
Y » 3x (2%, 4x a vyssi, ano, Husband, v
angustifolium vysoka s 4x 4x) ** (3x) ** X, 2X, 3x VZACHE 2001 oba sméry
Onagraceae stiedni i kiizeni,
Husband, rutokova
2004) p .
cytometrie
Diky 3x
Dactylis Otevieny polinacni ano, Zoha vajickim
1y y p Q: 3x; ry J
glomerata nizka NA pokus, ?,' N A velmi & Nur, vznik 4x a
Poaceae 4x, 5%, aneuploidi O vzacné 1959) 5x,
karyologie
(Herben
. etal.,
(I-Z:zl:-)asci'lll:;ln) 2x, 3%, 4%, | 3x,4x, 5x, | X, 2x, 3%, ano, 2016; vajicka 3x,
echivides vysoka vysoka 5x 6x, 7X, aneuploidni | Casto (az | Peckert pyl x;
aneuploid | aneuploidi | mezix —3x | 70 %%*) & FCSS
Asteraceae
Chrtek,
2006)
apomixie;
témet 90 %
Taraxacum vysoka 2%, 3x, 4x ano D(lvl?]:e ¢ potodr?l:< i 2x
sekce Ruderalia | (apomixie) nizka (pro smér NA NA o ) y o
Asteraceae e 2x % 3x) Casto al., samoopyleni,
1999) uv
pritokova
cytometrie

* Pouze v populaci u Havranik{, Znojmo (Chrtek et al., 2017)

** Predevsim vznikaly tyto ploidie. Ploidie v zavorkach jsou zastoupené méng.
FCSS = metoda Flow Cytometric Seed Screen
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V tabulce (Tab. 1) je zakladni pfehled studii, které se zabyvaly zpétnym kiizenim
triploidt, tedy kiizenim triploidt s rodicovskymi ploidiemi (s diploidy a tetraploidy). VSechny
tyto druhy jsou alespon castec¢né zivotaschopné a schopné kiizeni, maji fertilni gamety a plodi
zivotaschopna semena, z nichZ vznikaji mimo aneuploidy i rizni euploidi (vlastnictvi rizného
poctu celych sad chromozomi). Druhem s nejvyssi tispéSnosti pravdépodobné ve vSech
kategoriich je Pilosella (Hieracium) echioides, mezi potomky tohoto zpétného kiizeni patii
vSechny ploidie od 2x do 7x. U rodu Taraxacum sekce Ruderalia dochazi k castému
apomiktickému rozmnozovani, diky kterému jsou triploidi hojn¢ zastoupeni v piirod¢, ale
jejich pohlavni rozmnozovani je vyrazné slabsi. V tomto pokusu od (Van Dijk et al., 1999)
byli diploidi opylovani pylem z triploidti a 90 % potomku tohoto kiiZeni bylo diploidnich, ale
potomci tedy vznikli samoopylenim. Nizka uspéSnost kiizeni u tohoto druhu se tedy tyka
skute¢nych hybridnich kiizeni, ktera byla velmi vzacna (potvrzeni, Ze se jednd o skute¢né

hybridy, bylo vysledkem ovéteni molekularnimi technikami).

U druhu Dactylis glomerata se jedna o otevieny polinacni pokus a nejsou tedy
k dispozici informace o ploidii druhého rodice (pravdépodobné se jedna bud’ o diploida nebo
tetraploida). Diky zastoupeni tetraploidnich a pentaploidnich potomkt piedpokladaji autoti
Zohary & Nur (1959), Ze tento druh tvoii neredukované samic¢i gamety (triploidni vajicka).
Tato prace z roku 1959 je vhodné pro novodobé prozkoumani s vyuZitim modernich technik a
dal$i vyzkum polyploidnich komplexii tohoto druhu Dactylis glomerata. Druhy Butomus
umbellatus a Arabidopsis thaliana pravdépodobné viibec netvoii triploidni gamety, pouze

haploidni, diploidni a aneuploidni (Henry et al., 2009; Krahulcova & Jarolimova, 1993).

Prostfednictvim kiiZeni diploidi a tetraploidu s triploidy tedy vznikaji i euploidni
potomci. Tento fakt je podstatny, protoze je mechanickym ditkazem mozZnosti genového toku
mezi diploidnimi a tetraploidnimi populacemi skrze triploidy (schematicky znazornéno na
Obr. 1). Smérem k vy$$im ploidiim dochdzi ke vzniku tetraploida v kifiZeni 3x x 4x
(recipro¢né), ale dokonce i v kiiZzeni 2x % 3x (téZ recipro¢nég). Ve druhém piipadé dochazi
pravdépodobné k produkci neredukovanych gamet triploidii (3x) a jedna se o druhy Pilosella
(Hieracium) echioides a Dactylis glomerata. A€koliv je u vétSiny druhti role triploidii
vnimana spiSe jako bariéra, minimaln¢ u druhti v tabulce Tab. 1 je genovy tok skrze triploidy
potvrzen a jejich role je tedy spise prostfednik genového toku. Absence podobnych piipadl u

MV

takového vyzkumu vyzadujiciho komplikované hybridizacni experimenty.
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3.1 Uchyceni novych tetraploidi

Triploidni rostliny jsou duilezité i z hlediska uchyceni az ptipadné fixace nové vzniklych
tetraploidi v populaci, kde je dominantni diploidni cytotyp. Tato cesta je mozna diky
opakovanému kiizeni diploida s triploidy (x + 3x gamety) anebo dvou triploidii spolecné (2x
+ 2x nebo x + 3x gamety), ¢imZz vznikaji novi tetraploidi (neotetraploidi). Jestlize dojde ke
vzniku neotetraploida, je vystaven nevyhod¢ minoritniho cytotypu, kterd spociva ve
znevyhodnéni mélo zastoupeného cytotypu v plodnosti, ktera je zavisla na frekvenci jedinca
stejné ploidie (Castro et al., 2020; Chrtek et al., 2017). To znamena, ze jelikoz je vzacny, je
prednostné opylovan pylem z diploida, ktefi se kolem né&j vétSinou vyskytuji. Vznika tak
predevsim triploidni potomstvo, ne tetraploidni. Zpétnym kiizenim neotetraploidu s triploidy
vSak opét mohou vznikat tetraploidni potomci (splynutim 2x + 2x gamet), coz podporuje

udrzeni tetraploida v populaci.

Husband (2004) ve své studii kombinujici teoretické modely a data z ptfedchozich
experimentll na druhu Chamerion angustifolium zkoumal roli triploidu ve fixaci tetraploidli
pomoci pocitacovych simulaci. Ty potvrdily, ze 1 triploidi s nizkou fitness, kteti jsou plodni,
mohou vyznamné ovlivnit udrZeni tetraploidl v koexistenci s diploidy. V simulaci, kde
triploidi byli letalni, nebyli tetraploidi schopni pfetrvat ani se rozsitit v diploidni populaci.
Kdyz se fitness triploidi zvysila nad 40 % relativni hodnoty diploidd, byla pfekonana hranice
a tetraploidi byli schopni fixace. Tato teoretickd moznost mtze byt potvrzena i mym pokusem
navazujicim na empirickou studii na druhu Arabidopsis arenosa Morgan et al. (2021), ktera
potvrdila vyskyt tetraploidnich potomku v kfizeni triploidi s tetraploidy (popsano
v nasledujici kapitole). Tyto ptiklady ilustruji vyznam studia hybridnich triploida, ktefi
mohou predstavovat zaroven bariéru i prostiedek genového toku mezi ploidiemi a
mechanismus branici 1 podporujici uchyceni novych polyploidi — vSe v zavislosti na Cetnosti

jejich vzniku, Zivotaschopnosti a plodnosti triploidnich i tetraploidnich cytotypt.
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5 Prakticky projekt

Zaverecna kapitola této prace je vénovana praktickému projektu, ktery jsem délala v prabehu
bakalarského studia. Hlavnim pfedmétem mého projektu bylo zpétné kiizeni triploidnich
rostlin rodu Arabidopsis arenosa (Obr. 2, 3), které jsou navzdory triploidnimu bloku
zivotaschopné a tvoii zivotaschopna pylova zrna. Arabidopsis arenosa tvoti v ptirodé
diploidné-tetraploidni kontaktni zony, ve kterych jsou tyto dva cytotypy v blizkém kontaktu a
velmi vzacné zde dochazi i ke vzniku triploidi (Kolar et al., 2016; Emma J. Morgan et al.,
2020) a geneticka data ukazuji na pfitomnost meziploidniho genového toku (Monnahan et al.,
2018). Pti experimentalnim kiizeni dochazi k velmi snadné produkci triploidniho potomstva,
jehoz plodnost a schopnost kiiZzeni vSak ziistala nejasna (Morgan et al., 2021). U blizce
pribuzného druhu A. thaliana (polyploidi jsou zndmi jen z kultivace) bylo zjisténo, ze triploidi
tvoti prevazné aneuploidni pylova zrna (6 — 9 chromozomd, tedy mezi x a 2x) a euploidni
redukovana pylova zrna (x a 2x). Ackoliv aneuploidni zrna byla fertilni, byla zaznamenana
mirnd selekce pro euploidni pyl (Henry et al., 2009). Otazkou vSak zlstava, zda podobny

mechanismus ovliviiuje i ptirozené polyploidni komplex 4. arenosa.

Obr. 2, 3: Arabidopsis arenosa v experimentalnim skleniku Prirodovédecké fakulty UK

Hlavni otazky tohoto projektu se tykaly uspéSnosti zpétného kiiZzeni mezi triploidnimi
hybridy a jejich di- a tetraploidnimi rodici, zda dojde ke vzniku semen, frekvenci a roli
(ne)redukovanych samcich 1 samicich gamet tvofenych triploidy ve zpétné hybridizaci, a tedy
1 potencialu pro meziploidni tok genil. Byly provedeny ctyti typy meziploidniho kiiZeni (2x x
3x, 3x x 2x, 3x x 4%, 4x x 3%, prvni v potadi je vZzdy mateiska ploidie). Ploidie potomstva
byla zmétena pritokovou cytometrii (Obr. 4) a vybrani jedinci byli pfesazeni a vernalizovani
pro tvorbu poupat, ktera byla pouzita pro karyologickou ¢ast projektu (viz. fotografie
chromozomt v Obr. 4). Z kiiZeni vznikly kromé Siroké $kaly aneuploidli (dominantni vétSina

vzorkil) ploidie 2x, 3x, 4x, a dokonce jeden hexaploid (6x, pravdépodobné vznikl diky
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neredukované gameté tetraploida) (Obr. 5 a 6), coz dokazuje, Ze zpétné kiizeni triploida je
mozné a vznikaji tim zivotaschopni potomci aneuploidni i euploidni.

Velikost genomu potomki rodu Arabidopsis arenosa
z kifZeni 2x x 3x a 3x x 4x

0,9 o

o /‘ aneuploid
o7 3 In=34

0,6 4
N /
04 o
2x 0.3 4x

2n=32

50 100 150 200

aneuploid

2n=30

aneuploid aneuploid

2n=25 2n=26

Obr. 4: Velikost genomu veskerého potomstva Arabidopsis arenosa z kiizeni 2x % 3x a 3x % 4x
(reciprocné) s fotografiemi a poctem chromozomii porizenymi pri karyologické casti projektu.

Absence tetraploidil v kiiZeni 2x X 3x, a pentaploidii v 3x x 4x vSak ukazuje, Ze
triploidni jedinci pravdépodobné nejsou schopni tvofit plné neredukované (3x) gamety, v
souladu se zjiSténim studie na druhu A. thaliana (Henry et al., 2009). Triploidni jedinci tak
mohou slouzit jako prostfednik oboustranného genového toku mezi diploidy a tetraploidy (v
realnych podminkach vSak zfejmé jen velmi omezené z diivodu jejich vzacného vyskytu v
ptirodnich populacich (Morgan et al., 2021), na druhou stranu jejich role v triploidnim mostu
a tim 1 v uchyceni nové¢ vzniklych tetraploidi je nanejvys velmi omezena (zpétnym kiiZzenim s
diploidy nevznika tetraploidni potomstvo). Pro kone¢né ovéteni role triploidi v genovém toku
u A. arenosa by bylo vhodné doplnit tento experiment kiizenim dvou triploidnich rostlin, pfi
némz je, s ohledem na vysledky mého pokusu, vznik tetraploidnich potomkt mozny
(splynutim 2x a 2x gamet). Po dokonceni a analyze vysledkit mij projekt umozni zahrnout
druh A. arenosa k hrstce dosud takto zkoumanych druhti shrnutych v tabulce Tab. 1, které

vypovidaji o mozné roli triploida jako prosttednikti meziploidniho genového toku.
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Obr. S: Velikost genomu potomkii z kiiZeni 2x x 3x a 3x % 2x. Z téchto kriZeni vznikly

diploidni a triploidni rostliny a pravdépodobné aneuploidni rostliny jako prechod mezi

temito dvema ploidiemi.

3x x4x a4x x 3x

1,4

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

3x 4x

6x

Obr. 6: Velikost genomu potomkit z kiizeni 3x x 4x a 4x x 3x. Z techto krizeni vznikly

euploidie 3x, 4x a 6x, jejichz rozsah je naznacen rozpéetim car. Zbytek rostlin je

pravdépodobné aneuploidni.
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6 Zavér

Ackoliv triploidni rostliny Celi pfi svém vzniku mnoha reproduk¢nim bariéram, tyto bariéry
vétsinou nejsou kompletni a tim padem tvorba triploidii alespont v malém méfitku probiha

v fadé rostlinnych druhi. Jejich rozsifeni v populaci mize byt usnadnéno klonalnim ¢i
apomiktickym nepohlavnim rozmnozovéanim, a proto vyssi frekvence triploidl byva
pozorovana zejména u druhti s timto zplisobem rozmnozovani. Avsak pokud se zamétime
pouze na pohlavni rozmnoZzovani, je velmi nepravdépodobné, ze by triploidi mohli zformovat
samostatnou populaci, protoze v jejich potomstvu je jen nizké procento triploidi. Pfredpoklada
se, ze spiSe vznikaji v populacich opakované de novo. Tito neotriploidi jsou vysledkem bud’
splynuti neredukované a redukované gamety diploida nebo hybridizace diploida a tetraploida.
V hybridizacnim ktizeni diploidniho a tetraploidniho jedince zavisi jeho UispéSnost na sméru
ktizeni, coz je manifestace nejsilngjsi bariéry vzniku triploid — triploidniho bloku. Kiizeni,
ve kterém je oplodnéna tetraploidni mate¢na rostlina pylem z diploidni otcovské rostliny (v
smér, coz dokazuje, jak dilezity je pomér maternalniho ku paternalnimu genomu

v endospermu vyzivujiciho triploidni embryo.

Role triploidii v genovém toku mezi diploidni a tetraploidni populaci je skutecné
dvojita. Jeji vyznam se v§ak méni podle riznych druht rostlin a zavisi na Zivotaschopnosti a
fertilit¢ triploidt jako F1 hybridt. U druht, ve kterych triploidi nevznikaji viibec, jsou sterilni,
malo zivotaschopni apod., urcuje frekvence a (ne)zivotaschopnost triploidi silu bariéry
genového toku mezi jedinci, kteti se 1i8i stupném ploidie. Na druhou stranu triploidi mohou
fungovat 1 jako prostfedek genového toku v pfipadé, ze jsou Zivotaschopni a tvoii fertilni
gamety. Takto zdokumentovanych prikladu je vSak stale velmi malo, ziejmé v dusledku
obtizné zachytitelnosti vzacnych triploida v ptirodnich populacich 1 naro¢ného studia jejich
realné fertility pomoci hybridiza¢nich pokust. Piiklady téchto rostlin jsou uvedeny v tabulce
(Tab. 1). Ackoliv studie zpétného kiizeni triploidii nejsou ¢asté, 1ze odhadnout, Ze prvni
zminovana role (role bariéry) je mezi triploidy €ast¢jsi nezZ role prostfednika genového toku.
Diky této bariéfe dochazi k postupnému oddéleni diploidnich a tetraploidnich populaci, a tim 1

k polyploidni speciaci.

Pro ur¢eni druhi, ve kterych hraji triploidi roli prostiednika je prozatim dostupnych
prili§ malo studii. I z hrstky dostate¢né prozkoumanych ptipadi vSak vyplyva, Ze piitomnost i
pouze malého mnozstvi fertilnich triploidi v ploidné smiSené populaci ma velky vliv na vyvoj

této populace. Ve sméru genového toku od diploidim k tetraploidiim lze triploidy obejit skrze
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tvorbu neredukovanych gamet u diploida a jejich splynutim s redukovanymi gametami
tetraploida, ¢imz vznikne novy tetraploidni hybrid. Pro opa¢ny smér od tetraploidiim

k diploidiim vSak z4dna takova cesta neni. Tento smér od vyssi do nizsi ploidie je tedy zavisly
na pritomnosti triploidnich rostlin, a to je podstatny bod jejich role prostiednika genového

toku.

Poznani frekvence vyskytu triploidl i moznosti jejich kiizeni v ptirozenych
populacich otevira Siroké moznosti pro nasledujici vyzkum polyploidnich komplexi, protoze
se jedna o klicovou, avSak dosud malo probadanou oblast polyploidni speciace —
pravdépodobné nejcastéjsiho zptisobu sympatrické speciace v ptirodé. S modernimi
technickymi metodami se oteviraji nové moznosti pro studium dynamiky téchto komplext a
role triploida v nich. Pochopeni této problematiky je zdsadni pro porozuméni evoluce

diploidné-polyploidnich komplexi.
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