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Zoznam pouzitych skratiek

ANOVA - analyza rozptylu (z angl. Analysis of Variance)

DAPI - 4',6-diamidin-2-fenylindol (flourescen¢né farbivo)

DNA - deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)
FISH - fluorescencna in situ hybridizéacia

GISH - genémova in situ hybridizacia

GLM - zobecneny linedrny model (z angl. general linear model)
ISH - in situ hybridizacia

RNA - ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

UV - ulrafialové (z angl. ultraviolet)



1 Uvod

1.1 Reprodukcné bariéry a ich vyznam

Reprodukéné bariéry st sibor mechanizmov a fyziologickych procesov,
ktoré brania jedincom réznych druhov vo vzdjomnom kriZzeni, produkcii
potomkov alebo asponi zabezpecuja, Ze je potomok neplodny. Tieto bariéry
udrZzuja integritu druhu v ¢ase redukciou alebo priamym branenim toku génov
medzi jedincami rdéznych druhov. Tym sa zachovavaja vlastnosti daného druhu.
Reprodukéné bariéry mozu byt prereprodukéné a postreprodukéné (Rieseberg &
Carney, 1998). Prereprodukéné bariéry (rozdelenie reprodukénych bariér je na
obr.1, prepreprodukéné st pred opelenim) st pre organizmus vyhodnejsie,
pretoze sa zbyto¢ne neplytvd gamétami. Do tejto skupiny patri casova
a priestorova izolovanost (rozdielna doba kvitnutia, r6zne stanoviste), spravanie
opelovacov, ¢i mechanicka izolacia. Medzi postreprodukéné bariéry patri izolacia
konkuren¢nych gamét, nezivotaschopnost zygoty, prip. hybrida a sterilita hybrida
(Coyne & Orr, 1998). Reprodukeéné bariéry sa tradicne medzidruhovy problém,
v poslednej dobe sa v8ak objavuje vela stadii polyploidov, ktoré sa nim zaoberajt
tiez. Bariéry v krizeni medzi cytotypmi jedného druhu moéZzu pomoct
novovzniknutému polyploidovi udrzat sa v populécii a vyhnat sa tzv. minority
cytotype exclusion (vylt¢eniu mensinového cytotypu) (Baack 2005). Dalsou
vyhodou existencie bariér je neplytvanie gamét na medzicytotypové krizence,
ktoré st casto nezivotaschopné alebo aspoin neplodné. Tieto bariéry modzu byt

rovnaké ako bariéry medzi druhmi.

Jednou z najdolezitejsich prereprodukénych bariér medzi roéznymi
cytotypmi je doba kvitnutia (Jersakova et al. 2010, Castro et al. 2011, Husband
& Shemshke 2000, Segraves & Thompson 1999). Fenolégia sa najcastejSie skiima na
vzorke 100 jedincov, pripadne pozorovanim celej populacie. V intervale 3 az 15

dni najcastejSie pocas celej vegetacnej sezony sa sleduje pocet otvorenych kvetov,



prip. datum, kedy zacne rastlina kvitnat a doba kvitnutia. Fenologicky prekryv
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Obr. 1 Rozdelenie reprodukénych bariér (upravené podl'a web 3)



roznych cytotypov bol v pripade Aster amellus a Gymnadenia conopsea s.l. velky
(Castro et al. 2011, Jersakova et al. 2010), v pripade Chamerion angustifolium 50%
(Husband & Shemshke 2000). Zaujimavy je vysledok s$tadie na Heuchera
grossulariifolia, ktora ma diploidny a tetraploidny cytotyp. Dizka kvitnutia sa
nelisila, ale doba kvitnutia sa nikdy uplne neprekryvala. Prekvapivé je, ze
v zdhradnych podmienkach zacal kvitnat diploid o 5 dni skor, zatial¢o na lokalite
Salmon River kvitli 08 dni skor tetraploidy (Segraves & Thompson 1999).
Populécie Libidibia ferrea kvitli okolo 3 mesiacov, jednotlivé stromy vsak len nieco
vySe mesiaca. Kvitnutie diploidov a tetraploidov bolo asynchrénne v ramci aj
medzi cytotypmi. Na lokalite, kde sa vyskytovali oba cytotypy, kvitlo len niekol'ko
tetraploidnych jedincov v ¢ase, ked aj diploidy (Borges et al. 2012). Diploidy
a tetraploidy Arrhenatherum elatius sa signifikantne 1i8ili v dobe poc¢iatocného
kvitnutia (Petit et al. 1997). VSetky okrem 2 tetraploidnych genotypov prestali
kvitnat skor ako zacali kvitnat prvé diploidy. Trvanie kvitnutia bolo signifikantne

dlhsie u tetraploidov.

Dalgou bariérou v krizeni moézu byt rozdiely v morfolégii kvetov
(Jersakova et al. 2010, Segraves & Thompson 1999, Husband & Shemshke 2000).
Jediny morfologicky znak - dizku ostrohy merali u cytotypov Gymnadenia conopsea
s.l. (Jersakova et al. 2010). Naproti tomu Segraves & Thompson (1999) merali
9rdznych vzdialenosti, ktoré komplexne charakterizuji morfologiu kvetu
Heuchera grossulariifolia. Husband a Shemshke (2000) merali 4 charakteristiky
druhu Chamerion angustifolium. Vo vsSetkych spomenutych s$tadiach boli
signifikantné rozdiely medzi diploidmi a polyploidmi. Morfolégia kvetov
diploidov a tetraploidov Libidibia ferrea je podobna, ale sd medzi nimi
signifikantné rozdiely (Borges et al. 2012). Tetraploidy maja vo vSeobecnosti vyssie

hodnoty meranych charakteristik.

Dalgim rozdielom medzi cytotypmi potencidlne fungujacim ako
prereprodukéna bariéra moze byt mnozstvo a kvalita nektaru. Nektar je spolu
spelom najdolezitejS$ia odmena, ktord krytosemenné rastliny ponuakaja

opelovacom, aby zaplatili za ich sluzby (Simpson & Neff, 1983). Jeho zloZenie



a mnozstvo moZe ovplyvnit atraktivitu kvetov pre opelovacov. Davis et al. (1996)
sktimali nektar allotetraploidnej Brassica napus a B. rapa, ktora ma 3 trovne ploidie:
haploidnd, diploidnt a tetraploidnt. Zmerali mnoZstvo nektaru u vsetkych
ploidii. U B. rapa mnoZstvo nektaru zaviselo od trovne ploidie: najviac nektaru
produkovali nektéaria kvetov tetraploidov, najmenej haploidov. Davis et al. (1994)
sktimali zloZenie nektaru vyssie uvedenych druhov. Nektar je tvoreny prevazne
glukézou a fruktézou, ich obsah vSak nie je z&avisly na ploidii. Rozdiely
v mnoZzstve nektaru medzi cytotypmi jedného druhu by mohli mat vyznam ako

..... v

reprodukéna  bariéra. Napriklad kvety svaésim mnozstvom nektaru
mohli byt pre opelovacov atraktivnejsie a mohli by ich navstevovat castejsie ako

diploidné kvety.

Pel ako odmena pre opelovace moZe mat tieZ vplyv na ich spravanie.
Viacero stadii ukazuje, zZe polyploidy maja vacsie bunky ako diploidy (Segraves
& Thompson 1999, Stebbins 1950, Stebbins 1971). U rastlin sa velkosti dvoch
neredukéne sa deliacich typov buniek, oblickovej bunky prieduchu a pelovych zin
(Nagl, 1978), beZzne pouZiva na urcenie uGrovne ploidie blizko pribuznych
diploidnych a polyploidnych druhov. Butterfass (1987) vo svojej "review" uvéadza,
ze velkost pelovych zfn u tetraploidov je priemerne 1,49 az 2,11-krat vacsia ako
uich diploidnych pribuznych. Vynimoc¢ne sa velkost pelovych zin u diploidov
a polyploidov moéZe prekryvat, ¢o stazuje presné odhadnutie trovne ploidie
v niektorych pripadoch (napr. Lewis 1980, Small 1983, Butterfass, 1987,
Brochmann, 1992, Tate & Simpson 2004). Tate & Simpson (2004) sa domnievaja, ze
mensi pel u tetraploidov rodu Tarasa (Malvaceae) sa da vysvetlit zmenou Zivotnej
formy z trvaliek u diploidov na jednoro¢né rastliny u tetraploidov azmenou
sposobu opelovania z xenogamie u diploidov na autogamiu u tetraploidov. Ak by
vel'kost pelovych zfn bola zavisla od ploidie aj u skdmaného druhu a zaroven by
ich bol na tyc¢inkdch rovnaky pocet alebo by sa ich tvorilo viac (bez ohladu na
zmenu velkosti), boli by tetraploidy teoreticky atraktivnejsie pre opel ovacov. Pel

je primdrne zlozka rozmnoZzovacieho systému, odmena je jeho sekundarna



funkcia. Jeho zlozenie preto nie je, na rozdiel od nektaru, ktorého primarnou

funkciou je nasytit opelovace, priamo korelované s potrebami opel'ovacov.

Velmi dcinnou prereprodukénou bariérou medzi cytotypmi moze byt
spravanie opelovacov. Polyploidné druhy sa mézu dokonca Specializovat na iny
druh opelovacda ako matersky diploid. Opelovaci st vzdy pozorovani v obdobi
kvitnutia oboch cytotypov vta cast dna, kedy kvety navstevuje najviac
opelovacov. Zaznamendva sa druh opelovaca, pocet navstivenych kvetov na
rastline a poradie cytotypov, ktoré dany jedinec navstivil. Spravanie opel'ovacov
Aster amellus sa signifikantne liSilo medzi cytotypmi aj medzi Studovanymi
populdciami. Viac variability ako cytotyp vsak vysvetlili populdcie. V pritomnosti
oboch cytotypov nebola pozorovand preferencia opelovacov kjednému
z cytotypov (Castro et al. 2011). V stadii Husband & Shemshke (2000) boli kvety
tetraploidov navstevované castejSie ako keby sa hmyz spraval nahodne.
Prelietavanie z kvetu na kvet medzi kvetmi rovnakej ploidie bolo c¢astejsie ako sa
predpokladalo podla modelu nahodného spravania. Len 15,5% letov bolo medzi
kvetmi roéznych ploidii oproti predpokladanym 49%. Podla vysledkov stadie
(Segraves & Thompson, 1999) sa navstevnost kvetov medzi ploidiami Heuchera
grossulariifolia neliSila. Obidva cytotypy boli priemerne navstivené 1,3-krat za dobu
pozorovania (30 min). Kombinécia opelovacov, ktoré navstivili dana rastlinu sa
vSak medzi cytotypmi signifikantne liSila. Jedince druhu Heuchera grossulariifolia
boli navstevované 15 druhmi alebo skupinami hmyzu, z toho 6 navstevovalo
jednu z ploidii castejsie ako druhd. Prikladom je rod Lasioglossum, ktory
predstavoval stvrtinu navstev diploidov, ale iba desatinu navstev tetraploidov.
Naopak, Bombyllius major navstevoval 6,4-krat castejSie kvety tetaploidov ako
diploidov. Ako efektivnych opelovacov tetraploidov aj diploidov druhu Libidibia
ferrea oznadili Borges et al. (2012) tri druhy v¢iel. Dalsie dva druhy véiel boli
zaradené do kategorie prilezitostnych opelovacov. Jeden druh véely sa niekedy
spraval ako prilezitostny opelovac, inokedy ako zlodej nektaru. Kolibriky, ktoré
tiez obcas navstevovali vidcsie kvety tetraploidov, sa spravali ako prilezitostni

opelovacdi.



Dalsou bariérou v krizeni moze byt sila potrebna k otvoreniu kvetu
nejakym silovym mechanizmom. Nenasla som stadiu, ktora by sa touto tematikou
zaoberala vramci cytotypov jedného druhu. Zaujimavou Stadiou tychto
mechanizmov je porovnavacia $ttdia na Fabaceae. Koruna tejto ¢elade pozostava
zo striesky, dvoch kridel a ¢Inku, ktory vznikol zrastenim dvoch korunnych
lupienkov, reprodukéné organy sa kryté ¢Ilnkom (Cérdoba & Cocucci 2011).
Opelovac sa dostane k odmene tak, Ze odtlaci bo¢né a spodné korunné lupienky,
ktoré stt pohyblivé, smerom nadol. Tak sa odkryja reprodukéné organy aj odmena
a dostanad sa do kontaktu so spodnou stranou opelovaca. U viacerych druhov
z ¢elade Fabaceae Cérdoba & Cocucci (2011) skamali silu potrebnt k otvoreniu ich
kvetov a hladali stvislost so silou, ktort opelovaci dokdzu vyvinat. Pomocou
pristroja, ktory si zhotovili, odmerali silu potrebnti, aby sa hmyz dostal
k reprodukénym organom. Potom naskenovali korunné lupienky a ukazdého
merali 4 znaky: dizku a $irku lupienku a Sirku nechtu (ztZena Cast pri baze
lupienku) pri baze a uprostred. Dalej zmerali hmotnost a silu opelovacov, ktori
boli pozorovani pri opelovani. Pozorovali, Ze opelovaci (okrem jedného druhu)
boli schopni vyvinat ovel'a vacsiu silu ako bolo potrebné, aby sa dostali k odmene.
Boli ndjdené silné koreldcie medzi jednotlivymi morfometrickymi znakmi a medzi
morfometrickymi znakmi a potrebnou silou na otvorenie kvetu. Obzvlast silné
boli koreldcie medzi znakmi kridel a ¢Inku, ktoré sa najviac podielaji na

otvaracom mechanizme kvetu.

Sahrn vsetkych bariér mozem zistit sledovanim semien na rastlinach
v zmieSanych populdcidch. Analyzou ploidie semien alebo naklicenych
semenacikov za predpokladu, Ze rastliny st opelené umelo (bariéry typu rézna
doba kvitnutia, priestorova segregacia, preferencie opelovacov st eliminované)
mozeme ziskat informdcie o postreprodukénych bariérach medzi cytotypmi. Preto
niektoré Stidie sktimaju aj semena z prirodzene opelovanych zmieSanych

populécii aj umelo opel'uja (Castro et al. 2011, Borges et al. 2012).

Najskor sa pozrieme na to ako sa Studuje opelovanie v prirodzenych

podmienkach. Castro et al. (2011) vyuzili k zisteniu schopnosti vzdjomného



kriZenia medzi cytotypmi umelt zmieSant populaciu. Rastliny nechali opelovat
miestnym hmyzom (opelovanie hmyzom - preferencie opelovacov nie su
eliminované, pokus skima aj prereprodukéné bariéry), ktory bol viac-menej
rovnaky ako na pévodnych lokalitach. Rovnako ako Husband a Shemshke (2000)
zmerali ¢ast semien Studovanych rastlin na cytometri a zvySok pouzili na kli¢iaci
pokus, aby nasledne zistili ploidiu semenéacikov. Z vysledkov stadie (Castro et al.
2011) je prekvapivé, Ze hexaploidné matky mali vysoké percento aneuploidnych
semien (medzi penta- a hexaploidmi, 80 %). Diploidy mali vadc¢Sinu potomkov
diploidnych (80 % semien). Husband a Shemske (2000) dokazali zo zobieranych
dat zistit zavislost produkcie semien na dobe kvitnutia. Produkcia semien
diploidnych rastlin bola vyznamne vysSiau tych, ktoré kvitli len sinymi
diploidmi. Naopak, produkcia semien tetraploidov bola vyrazne vyssia u tych
ktoré kvitli spolu s diploidmi. Tento fakt by mohol suvisiet s tym, ze v ¢ase, ked’
kvitnt oba cytotypy, uprednostiiuji opelovaci tetraploidné rastliny. Zo 160
semenacikov, ktoré vzisli zo semien zozbieranych z diploidnych rastlin, ktoré
kvitli len sinymi diploidmi, bol jeden triploid. Zo 60 semenacikov diploidov
a tetraploidov, ktoré kvitli stcasne, boli 4 triploidné. Frekvencia uspesného

medzicytotypového kriZenia v obdobi kvitnutia oboch cytotypov je 6,6 %.

Alternativny pristup pouzili Borges et al. (2012), ktori sktimali systém
rozmnozovania S$tudovaného druhu pomocou kontrolovanych opelovacich
pokusov. Vybrané kvety boli bud’ ru¢ne samoopelené, opelené pelom z iného
jedinca rovnakej ploidie alebo opelené pel'om jedinca inej ploidie. Pre porovnanie
boli pozorované aj kvety opel'ované prirodzene. Podla vysledkov studie Borges et
al. (2012) netvorili diploidné jedince Libidibia ferrea plody po samoopeleni, ale
plodili dost tspesne po opeleni inymi jedincami rovnakej ploidie. Tetraploidné
jedince tvorili malé mnozstvo plodov po samoopeleni (okolo 2 %) a podobné
mnozstvo po opeleni inym jedincom rovnakej ploidie. Po krizeni rastlin s r6znou
ploidiou nevznikli Ziadne semena. Diploidy aj tetraploidy tvorili prirodzene mélo
plodov (asi 4 %). Nasledne bola vypocitana tspesnost reprodukcie ako pomer
percent plodov vyprodukovanych prirodzenou cestou a tych, ktoré vzisli

z opelovacich pokusov. Vzhladom na rozdiely v produkcii plodov po opel'ovacich
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pokusoch sa tspesnost reprodukcie cytotypov vyrazne liSila, u diploidov bola
0,16, zatial ¢o u tetraploidov 0,69. TieZ porovnali pocet semien v plode. Diploidy

tvorili viac semien na plod ako tetraploidy.

Porovnanie vsetkych reprodukénych bariér u Aster amellus ukazalo, Ze
najvyznamnejsSie sa bariéry po opeleni (izoldcia gamét, nizka Zivotnost
hexaploidnych semien a/alebo neschopnost tetraploidnych rastlin dokoncit
zivotny cyklus) a druhym najvyznamnejsim faktorom je priestorova segregacia
(Castro et al. 2011). U Gymnadenia conopsea nebola okrem ciastocnej bariéry
vyplyvajucej z fenologie kvitnutia ndjdena dalsia prekazka v krizeni cytotypov.
Z toho vyplyva, Ze utohto druhu buda tiez prevladat postzygotické bariéry
(Jersakova et al. 2010). U Chamerion angustifolium mali podla vyssie spomenutej
stadie (Husband & Shemshke 2000) signifikantny vplyv na prezygotické bariéry
v zmieSanych populédcidch fenoldgia kvitnutia a sprdvanie opelovacov. Velmi
zaujimavy pohlad na reprodukéné bariéry medzi ploidiami tohto taxénu ponuaka
"review" autorov Husband & Sabara (2003), ktori reprodukéné bariéry rozdelili na
viacero zloziek: geografickd izolovanost, rozna doba kvitnutia, vernost
opelovacov, selekcia gamét a postzygotické bariéry; ndsledne kazda zlozku
vyjadrili pomocou koeficientu a vyslednta trovent reprodukénych bariér medzi
ploidiami Chamerion angustifolium vyjadrili ako kombinaciu tychto zloziek. Tato
vysledna droveni bola 0,997, k omu najviac relativne prispela priestorova

izolovanost (41 %) a vernost opelovacov (44 %).

V tejto diplomovej praci som sa zamerala na Stadium rodu Vicia, sekcia
Cracca. Studovala som reprodukéné bariéry medzi diploidnym a tetraploidnym
cytotypom druhu V. cracca. Tetraploidny cytotyp tohto druhu pravdepodobne
vznikol autopolyploidizaciou diploidnej V. cracca (ElidSova 2008). Tato hypotézu
som overovala pomocou metédy in situ hybridizdcia. Pomocou tejto metédy

budem skumat aj d'alsie druhy sekcie Cracca.
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1.2 In situ hybridizdcia - princip a moznosti vyuzitia metody

In situ hybridizacia (ISH) je naviazanie oznac¢eného komplementarneho
DNA alebo RNA vlakna (sondy) na DNA alebo RNA (in situ) skimaného
pletiva/tkaniva (cielovd DNA/RNA) na mikroskopickom sklicku. Genémova in
situ hybridizacia (d'alej len GISH) je druh in situ hybridizacie, pri ktorej sa ako
fluorescenc¢ne znacena sonda pouzije tplnd DNA genému. PouZziva sa na ur¢enie
evoluénych predkov polyploidov (Renny-Byfield et al. 2010) a hybridov (Tu et al.
2009; Tang et al. 2010) a pri skimani introgresie (Harper et al. 2011). Metodika je
v pripade $tadia polyploidov a hybridov rovnaka: ako sonda sa pouZije aplna
genomova DNA potenciondlneho predka skimaneho jedinca (polyploida alebo
hybrida) a ako cielova DNA roztlak chromozémov skimaného jedinca. Niekedy
sa pouZziva pocas hybridizacie aj primes tzv. blokovej DNA (DNA druhého
potencidlneho predka), ktorda nie je fluorescen¢ne znacend, aby sonda
hybridizovala len na DNA, ktora je plne komplementarna. GISH vo svojej stadii
pouzili Renny-Byfield et al. (2010) na charakterizovanie kompozicie a distribtucie
gendému a zistenie drovne ploidie jedincov rodu Spartina na dvoch lokalitach
blizko South Hamptonu vjuZnom Anglicku. Rod Spartina vykazuje casta
hybridizaciu a zahfnia klasické priklady nedavneho vzniku novych druhov
prostednictvom allopolyploidie. Vo Velkej Britdnii st dva hexaploidné druhy
S. maritima a S. alterniflora, ako aj homoploidny hybrid S.xtownsentii (2n = 60)
a odvodeny allododekaploid S. anglica (2n = 120, 122, 124). V stadii Marasek et al.
(2004) pomocou GISH overuju, ¢i rastliny ziskané krizenim dvoch kultivarov
druhu Lilium henryi st krizence, ked’ze v rode Lilium, nie sa vsetky rastliny, ktoré
vzniknt krizenim (obzvlast medzi vzdialenymi pribuznymi), krizence, pretoze
embryo sa moze vyvinut apomikticky. Tieto rastliny potom obsahuja geneticky
materidl len od materskej rastliny. Dalsou metédou pouZitou na overenie
hybridného povodu bola fluorescen¢na in situ hybridizacia (FISH) so sondami 5S
rDNA a 255 rDNA. Na zdklade gendémovo-Specifického umiestnenia rDNA
lokusov vybrané chromozémové markery boli pouZité na analyzu F1 kriZencov

medzi kultivarmi. Liu & Gu (2011) pomocou GISH skiimali organizéciu a evoltciu
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genému Camelia reticulata. C. reticulata je svetoznama ozdobnd kvitniaca rastlina.
Ma tri trovne ploidie: diploidnt, tertraploidnti a hexaploidnt so zakladnym
chromozémovym ¢islom x=15. Hypoteticky allopolyploidny poévod a rodi¢ovské
genémy boli nezname, takZze Liu & Gu (2011) pouzili ako sondy kompletné
genoémové DNA blizko pribuznych diploidnych druhov C. pitardii a C. saluenensis
a v pritomnosti blokujicej DNA boli tieto sondy nahybridizované na
chromozémové roztlaky C. reticulata. Bailey et al. (1993) pouzili GISH na urcenie
rodic¢ovskych chromozémov travy x Festulpia hubbardij (2n=5x=35+2B), prirodzene
sa vyskytujacim pentaploidnym hybridom medzi Festuca rubra (2n=6x=42+2B)
a Vulpia fasciculata (2n=4x=28). Biotinom znacena kompletnd gendémova DNA
V. fasciculata a nadbytok neoznacenej genémovej DNA F. rubra ako blok
hybridizovali na mitotické chromozémy krizenca. Renny-Byfield et al. (2010)
identifikovali pomocou GISH u nonaploidného jedinca 62 chromozémov
S. alterniflora a 30 zo S. maritima a u jedinca S. anglica priblizne po 60 chromozémov
S. maritima a S. alterniflora. Pritomnost markerov charakteristickych pre rodi¢ovské
genotypy a vysledky GISH potvrdili, Ze rastliny ziskané krizenim kultivarov L.
henryi boli naozaj krizence (Marasek et al. 2004). Podl'a vysledkov stadie Liu & Gu
(2011) sonda C. pitardii sfarbila c¢ast genémov tetraploidnej a hexaploidnej C.
reticulata, sonda C. saluenensis vykreslila ¢ast gendému hexaploidnej C. reticulata.
Tieto pozorovania sa jasnym dokazom allopolyploidného poévodu genémov C.
reticulata  a ukazuja, Zze tetraploidnd C.reticulata vznikla krizenim medzi
diploidnou C. reticulata a C. pitardii a hexaploidnd C. reticulata vznikla naslednym
krizenim medzi allotetraploidnou C. reticulata a C. saluenensis. Bailey et al. (1993)
pomocou GISH potvrdili, Zze 14 z 35 chromozémov x Festulpia hubbardij zdedil
krizenec od V. fasciculata a zvy$nych 21 a dva B chromozémy od F. rubra. GISH
umoziiuje identifikovat’ chromatin vo véetkych regiénoch pozdiz chromozémov
Studovaného druhu atym umoziuje testovat tedriu prenosu genetického
materidlu medzi druhmi F. rubra a V. fasciculata prostrednictvom introgresivneho

kriZenia.

Fluorescen¢na in situ hybridizacia (FISH) je druh ISH, pri ktorom sa ako

sonda pouziva Specificky tisek DNA (napr. telomérové sondy (TTAGGG)n). Ma
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siroké vyuzitie, okrem iného sa pouziva pri stadiu centrickych fazii. Rosa et al.
(2012) skamali karyotypy a chromozémovy polymorfizmus u Rineloricaria lima
pomocou tradiénych metéd (farbenie Giemsou, “C-banding” a impregnacia
striebrom) a FISH so sondami 185 rDNA, 55 rDNA a telomérovymi sondami
(TTAGGG),. Pellegrino et al. (2009) studovali po prvy krat chromozémy
juhoamerickych gekoénov otvorenych a suchych oblasti Gymnodactylus amarali a
G. geckoides. Pouzili metddy tradi¢né farbenie, farbenie striebrom, CBG- a RBG-
“banding” a FISH s telomerickymi sekvencami. Rosa et al. (2012) objavili
roznorodost v pocte chromozémov uanalyzovanych populédcii. Vyslovili
hypotézu, Ze jedna vetva Rineloricaria, ktord mala povodne pocet chromozémov
2n=54, povodny pre cela podcelad sa diverzifikovala prostrednictvom centrickych
rozpadov, ¢im vznikli nestabilné miesta v zlomovych bodoch. Tieto nestabilné
miesta mohli vyvolat Robertsonovské fazie, ktoré vyustili do dnes pozorovaného
polymorfizmu v poc¢te chromozémov. Pellegrino et al. (2009) prisli k zaveru, ze
polymorfizmus v poéte chromozémov u G. amarali (2n=38, 39 a 40) je vysledkom
centrickej fazie, povodny chromozémovy pocet bol 2n=40. Pouzitie FISH
s telomerickymi sekvenciami ako sondami v tejto $tadii umoznilo identifikovat
telomerické sekvencie nielen v telomerickej oblasti, ¢o naznacovalo, Ze dané

chromozémy vznikli centrickou faziou.

Z vyssie uvedenych stadii vyplyva, Ze metédy FISH a GISH st uzito¢né
auspesne pouzivané pri rieSeni problémov typu rozoznanie/overenie
rodi¢ovskych taxénov krizenca, prip. polyploida (GISH), ¢i identifikaciu
chromozémov, ktoré vznikli centrickou faziou. To st otdzky, ktoré som riesila

pomocou tychto metod (vid nizsie).

1.3 Ciele prace

Cielom tejto prace je pomocou $tidia reprodukénych bariér popisat
najvyznamnejsie znich medzi diploidnymi a tetraploidnymi jedincami Vicia

cracca. Konkrétne by som rada zodpovedala nasledujace otazky:
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(1) Je rozdiel v dobe kvitnutia oboch cytotypov?

(2) St nejaké morfologické rozdiely medzi kvetmi cytotypov? Ak &no,

dokéazu ich opelovaci rozoznat?

(3) Je rozdiel v dennej produkcii a zloZeni nektaru medzi diploidnymi

a tetraploidnymi kvetmi?

(4) Tvoria tetraploidy vacsie pelové zrna? Je rozdiel v pocte pelovych zfn

u roéznych cytotypov?

(5) Aka je frekvencia vzniku krizencov v potomstve rastlin zo zmiesanych

porastov? Aky je vyznam postreprodukénych bariér medzi cytotypmi?

Druhou ¢astou mojej prace je skimanie pribuzenskych vztahov v agregate

Vicia cracca agg. Kladiem si 3 otazky:

(6) Ako vznikla tetraploidna V. cracca? Je to autotetraploid diploidnej

V. cracca, alebo sa na jej vzniku podiel’al aj d'alsi taxon a je allotetraploid?

(7) Ako vznikla tetraploidnd V. tenuifolia? Je allotetraploid, ktory vznikol
krizenim V. dalmatica a V. incana alebo autotetraploid a materskym taxénom je iba

jeden z uvedenych druhov?

(8) Vznikli V. dalmatica a V. incana centrickou faziou dvoch pérov

chromozémov V. cracca s. str. tak, ako sa predpokladé (Rousi 1961)?

Na zodpovedanie otdzok (6) a (7) pouzivam GISH (gendémovua in situ
hybridizaciu), ktord spociva v tom, Ze na chromozémy skimanej rastliny
(vmojom pripade tetraploida) nahybridizujem DNA z predpokladanych
rodi¢ovskych druhov a skimam na akua cast genému sa DNA nahybridizovala.
Ak sa nahybridizuje na vSetky chromozémy, je predpokladany rodi¢ jedinym
rodi¢om a skiimand rastlina autotetraploid, ak sa nahybridizuje iba na polovicu, je
skiimand rastlina allotetraploid. Otazku (8) sa poktsim zodpovedat pomocou
met6dy FISH (fluorescencnd in situ hybridizacia).V. dalmatica a V. incana maja

zékladne chromozoémové cislo (x=6) o jedno mensie ako V. cracca (x=7). Preto sa
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predpokladd, Ze druhy s mens$sim chromozémovym ¢islom vznikli centrickou
faziou z V. cracca. Pomocou FISH uréim chromozémy, ktoré centrifugovali tak, ze
nahybridizujem telomérové sekvencie na chromozémy V. dalmatica a V. incana
a ak tieto sekvencie budu lokalizované aj inde ako na koncoch chromozémov,

vznikli druhy centrickou faziou.
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2 Metodika

2.1 Studovanyj taxén

Rod Vicia sa vyskytuje v miernom pasme severnej pologule a v tréopoch
JuZnej Ameriky. Najvyssia druhova diverzita je ststredena v stredomori ana
Kaukaze, centrum poévodného rozsirenia vSak nie je znamy (El-Shanshoury &
Soliman 1996). O taxonomické roz¢lenenie tohoto rodu sa pred 38 rokmi pokusila
Kupichova (1976). Podl'a pritomnosti nektarii a velkosti stkveti ho rozdelila na
dva podrody Vicia L. a Vicilla (Schur) Rouy. Druhy s nektariami na spodnej strane
palistov, véésinou jednokvetymi stkvetiami vzdy kratsimi ako protilahly list
zaradila do podrodu Vicia a druhy bez nektarii, s viackvetymi sukvetiami rovnako
dlhymi alebo presahujtcimi protilahly list zaradila do podrodu Vicilla. Podrod
Vicia podla jej ¢lenenia obsahoval 32 druhov v 5 sekcidch, podrod Vicilla 101
druhov v 17 sekciach. Vjej ponimani je podrod Vicilla Specializovanejsi (El-
Shanshoury & Soliman 1996). Tento koncept je az na malé tpravy, ktoré navrhol
Jaaska (2005), zachovany dodnes, pre podrod Vicilla sa viak pouZziva nazov Cracca.
V tomto podrode st obsiahnuté tri stvrtiny celkovej variability rodu. Rozsirenie
podrodu Cracca je takmer zhodné s rozsirenim rodu (ElidSova 2008). Sekcia Cracca
je druhovo najpocetnejsia sekcia podrodu. Do tejto sekcie patri aj agrerat Vicia
cracca agg., ktory je predmetom vyskumu tejto diplomovej prace. Do tohoto
agregatu radime 5 druhov: diploidné V. incana (2n=12) a V. dalmatica (2n=12),
tetraploidné V. tenuifolia (2n=24) a V. oreophila (2n=28) a druh Vicia cracca s. str.,
ktory sa vyskytuje v troch cytotypoch: diploidnom (2n=14), tetraploidnom (2n=28)
a vzacne triploidnom (2n=21). V8etky vyssie uvedené druhy st trvalky. V. cracca
a V. incana sa plazivé, ostatné dva druhy nie. V. cracca je povodna v celej Eurazii,
jej sucasné rozsirenie je ale ovela rozsiahlejsie, kedze bola introdukovand do
Severnej Ameriky, Australie a na Novy Zéland. V. tenuifolia je rozsirena v Eurazii,
juznejsie ako V. cracca. Oblasti vyskytu V. incana st stredozemné pasmo, zapadna
a strednd Eurépa, Litva a Ukrajina. V. dalmatica sa vyskytuje v Nemecku, zapadnej,

juhovychodnej ajuznej Eurépa, na Ukrajine a vjuhozapadnej ajuznej Azii. V.
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orephila je najvzéacnejSia, vyskytuje sa len lokdlne v pohoriach strednej Eurépy

(Eliagové 2008).

Obr. 2 V. cracca (foto: autorka)

V. cracca (obr. 2) je vytrvald popinava rastlina, ktord dorastd az do vysky
2 m (web 1, Aarssen 1986). Casto tvori husté porasty. Jasne zelené listy st perovito
zlozené z8-12 parov cdiarovitych az tzko podlhovastych listkov s koncistym
vrcholom dlhych 5-10 mm a paru tponkov na konci kazdého listu. Listy st
priblizne 3-8 cm dlhé. Pocetné fialové alebo modré bilateralne symetrické kvety sa

relativne malé (1,5 cm) a nahusto usporiadané v jednostrannom strapci. Kvet ma
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stavbu typicka pre Fabaceae: jeden korunny lupienok v tvare striesky, dva
postranné v tvare kridel a dva zrastené do ¢Inku. Hoci sa v pokusoch Eliasovej
(2008) ukazalo, Ze V. cracca je autokompatibilnd, existuje mechanizmus vynucujtci
krizenie. Tyc¢inky sa u celade Fabaceae otvaraju pred otvorenim kvetu a pel je
ulozeny na konci ¢Inku okolo vrchnej ¢asti ¢nelky (Endress 1994). Ked opelovac
pristava na ¢Inku, ten sa posunie nadol, aby sa blizna a ty¢inky obnazili. Pel je
potom vymeteny zo Spicky ¢lnku ochlpenou Spic¢kou ¢nelky. Pel obklopujtci
bliznu vSak nemdze Kkli¢it, kym otvoreny kvet nie je navstiveny opelovacom,
pretoZe blizna je pokrytd membranou, ktora sa narusi aZ procesom opelovania
(Endress 1994). Plodom V. cracca je plochy 2-3 cm dlhy svetlohnedy struk s malym
po¢tom gulatych tmavych semien, ktory ked dozrie, praskne do dvoch
skratenych polovic. Semena maja 2,5-3,5 mm. Druh sa vyskytuje na otvorenych

priestranstvéach a pozdlz ciest (web 1, Aarssen 1986).

Roz&irenie cytotypov V. cracca v Ceskej republike, v Nemecku, Raktsku
a na Slovensku skamali Travnicek et al. (2010). Vo volnej prirode mdzeme beZzne
najst tetraploidy a diploidy. V zapadnej casti skimaného tzemia dominuju
tetraploidy, vo vychodnej diploidy. Prechodné tzemie medzi cytotypmi, na
ktorom sa nachddzalo 7% sledovanych populacii, lezi na hraniciach Ceskej
a Slovenskej republiky. Rozsirenie cytotypov druhu sa za poslednych 40 rokov
vyrazne nezmenilo. Jedinou zmenou, ktord bola zaznamenand, je vyhynutie
diplodov v juznych Cechach. Triploidny cytotyp je u druhu Vicia cracca velmi
vzéacny, ElidSova (2008) nasla len 8 jedincov vo vzorke 6613 skimanych jedincov
zo 4 krajin. Tento fenomén chcela vysvetlit, preto umelo parila diploida
s tetraploidom, triploidné semend vsak nevznikli. Z toho vyplyva, Ze kriZzeniu

medzi cytotypmi brania silné prezygotické alebo postzygotické bariéry.

2.2 Reprodukcné bariéry

2.2.1 Urcovanie trovne ploidie

Uroven ploidie bola zistovana prietokovou cytometriou. Postupovala som

podla protokolu Galbraith et al. (1983) s pouzitim Ottovych pufrov (Otto 1990).
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Jadra som uvolnila sekanim 3 semien alebo 0,5 cm? cerstvého listu V. cracca
a 0,5 cm? listu Pisum sativum (referenény Standard, 2C=8.76 pg, Greilhuber et al.
2007) ziletkou v Petriho miske v 0,5 ml Ottovho pufru I (0,1 M kyseliny octovej,
0,5% Tween 20). Potom som suspenziu prefiltrovala cez nylonové platno s otvormi
42 pm a nafarbila roztokom obsahujticim 1 ml Ottovhoo pufru II (0,4 M NasHPOy),
4 mg.ml! DAPI a2 mg.ml! B-merkaptoetanolu. Po piatich minatach inkubécie
boli vzorky analyzované v Ploidy analyser II (Partec GmbH, Miinster, Germany)
so zdrojom svetla HBO UV mercury arc lamp s excita¢nym ziarenim v UV spektre.

Fluorescencia minimélne 3000 jadier bola analyzovand programom FloMax

(v.2.4d, Partec GmbH).

2.2.2 Fenologicka izolacia

Pre sledovanie fenolégie som sa inSpirovala metodikou v ¢lanku Jersakovej
et al. (2010). Za tcelom urcenia miery prekryvu doby kvitnutia diploidného
a tetraploidného cytotypu som pozorovala jedince so zndmou ploidiou pestované
v botanickej zdhrade Prirodovedeckej fakulty Univerity Karlovej v Prahe.
Zaznamendvala som pre kazda rastlinu pocet sukveti v stadiu pukov, kvitnacich
sukveti a ¢erstvo odkvitnutych stkveti. Rastliny som pozorovala od 14. jana 2013

do 2. augusta 2013 2-krat tyZdenne.

2.2.3 Spravanie opelovacov

Opelovace boli pozorované vo vegetacnych sezénach v rokoch 2013 a 2014
v Prtithoniciach (Stredocesky kraj, Ceska republika), kde sa prirodzene vyskytuje
tetraploidny cytotyp avo vegetacnej sezéne vroku 2014 na Buddi
(Banskobystricky kraj, Slovenska republika), kde sa prirodzene vyskytuja
prevazne diploidy, v 6,5 km vzdialenom Tini bola najdena aj lokalita so
zmie$anou populédciou diploidov a tetraploidov (Eliasova 2008). V roku 2013 som
ndhodne rozmiestnila 10 diploidov a 14 tetraploidov, v roku 2014 boli kvetinace
rozmiestnené podla schémy znadzornenej na obr. ¢. 4. Vroku 2013 prebiehali
pozorovania 5 dni v doobednych hodinach v obdobi medzi 28. 6. a10. 7. Leto
vroku 2013 bolo extrémne horace akedZze som premiestriovala crepniky

s pozorovanymi vikami, ktorych korene boli vrastené do zeme pod ¢repnikom,
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Obr. 3 Samracénik hrdzavy, Ochlodes sylvanus (foto: autorka)

rastliny prisli o ¢ast’ koreriov a uz po prvom tyzdni zacali vysychat. Preto boli
pozorovania 10. 7. ukoncené. Na Bud¢i v roku 2014 boli opelovace pozorované

21. 6. poobede a od 22. 6. do 25. 6. celé dni. V Prtthoniciach v roku 2014 prebiehali
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Obr. 4 Schéma rozmiestnenia kvetinacov s jedincami V. cracca r6znej ploidie: prazdne
koliesko, diploid; plné koliesko, tetraploid.

pozorovania od 14. 7. do 17. 7. prevazne v doobednych hodinédch, 15. 7. az do
13:30. Vzdy bol zaznamenany typ opelovaca, ¢as kedy priletel na prvy kvet,
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sekvencia rastlin, ktoré navstivil a ku kazdej navstivenej rastline pocet opelenych

kvetov.

Obr. 5 Pieskarka, Andrena sp. (foto: autorka)

2.2.4 Analyza semien zo zmiesanej populacie

Za tcelom zistenia takmer celkovej miery reprodukénej izolovanosti (okrem
priestorovej) som analyzovala semend z umelej zmieSanej diploidno-tetraploidnej
populécie V. cracca, ktora zaloZila Anezka ElidSova v Ostrave. Rastliny v tejto
populécii boli vypestované zo semien, ktoré ElidSova zozbierala na lokalitich
prirodzeného vyskytu druhu. Rastliny pestované vo vegetacnej sezéne 2008
pochadzali z21 lokalit, zktorych bolo 9 diploidnych, 8 tetraploidnych
a 3 zmiesané. Vo vegetacnej sezéne 2011 pochéddzali rastliny z piatich zmiesanych
populacii. Vybrala som 20 diploidnych a 20 tetraploidnych rastlin (zoznamy
vybranych rastlin st v tabulkach ¢. 1 a2) zkazdej z dvoch vegeta¢nych sezon
(2008 a 2011), desat semien kazdej z tychto rastlin som zmerala na cytometri

a d'alsich desat nechala nakli¢it v rastovej komore (cyklus 12 hod 7°C, 12 hod
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20°C). Pred klicenim som semend asi 5 minat brasila Smirglovym papierom, aby
som imitovala mechanické narusenie v prirode. Po $iestich tyZdiioch som zmerala
ploidiu semenécikov, ktoré vykli¢ili. Ploidiu semien aj semenaciov z vegetac¢nej
sezény 2008 som merala v Botanickom tstave v Prihoniciach 6. 2. 2012. Ploidiu
semien z vegetacnej sezony 2011 som merala na

Tabulka 1 Kédy a ploidia materskych rastlin zo zmiesanej populacie v Ostrave
z vegetacnej sezony 2008, prvé ¢islo v kode rastliny oznacuje populaciu, z ktorej pochadza

kéd rastliny | ploidia | kéd rastliny | ploidia | kéd rastliny | ploidia
10_4 2 301_8B 2 59_11 4
10_11 4 301_9A 2 59_13 4
10_12 2 301_9B 2 59_16 4
10_13 2 303_1 2 59_17 4
10_15 2 303_3 2 59_17B 4
10_17 2 303_5 2 59_18 4
10_25 2 34_4 2 59_19 4
10_27 2 34_6 2 59_6 4
10_28 2 34_7 2 599 4
10_6 2 36_3 4 88_4B 4
10_7 2 432 4 M2 4
15_1 4 45_1 4 M3 4
301_8A 2 46_1 4 M4 4
M5 4

Tabulka 2 Kédy a ploidia materskych rastlin zo zmiesanej populacie v Ostrave
z vegetacnej sezony 2011, prvé 3 pismena v kdde rastliny oznacuje populaciu, z ktorej pochadza

kéd rastliny | ploidia | kéd rastliny | ploidia | kéd rastliny | ploidia
Mach17Z 2 Mak4N 4 Svr31N 4
Mach227 2 Mak4Z 4 Svr43Z 4
Mach33Z 2 Rak19N 4 Svr44Z 4
Mach39Z 2 Rak19Z 4 Vys11Z 2
Mak14N 4 Rak23Z 2 Vysl7Z 2
Mak14Z 4 Rak24Z 4 VyslZ 2
Mak19Z 4 Rak26Z 4 Vys25Z 2
Mak25Z 2 Rak27Z 2 Vys33N 4
Mak27Z 2 Rak32N 2 Vys33Z 4
Mak29N 2 Rak32Z 2 Vys36N 4
Mak31Z 2 Rak7Z 2 Vys36Z 4
Mak33Z 2 Svrl2Z 4 Vys37Z 4
Mak36Z 4 Svr19Z 4 Vys38Z 4
Vys4Z 2
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Univerzite v Innsbrucku v méji 2013 a ploidiu semenéacikov z tejto sezény som

urcila v Prdhoniciach 21. 6. 2013.

2.2.,5 Produkcia a zloZenie nektaru

Kvety, ktorych produkciu nektaru som skiimala, som jeden den zabalila do
nylonového vrectaska a na druhy deti alebo na treti defi v tom istom ¢ase odobrala
mikrokapilarnou pipetou nektar. Takto som zistila produkciu nektdru za der
(prip. dva dni). Produkciu nektaru som merala u diploidov a tetraploidov, na
kazdej rastline vZdy v troch kvetoch. 26. jina 2014 som merala 2-dtiova produkciu
nektaru na dvoch diploidnych a dvoch tetraploidnych rastlindch a 1-dniova na
dvoch tetraploidnych rastlindch. 5. jula 2014 som merala 1-driova produkciu
nektaru na desiatich diploidnych a siedmich tetraploidnych rastlinach. Pripadny

rozdiel v produkcii nektaru by mohol vysvetlit spravanie opel'ovacov.

2.2.6 Velkost pelovych zin a ich mnoZstvo

Zo styroch diploidnych a Styroch tetraploidnych jedincov =z rdznych
populécii som odobrala po jednom stikveti a nasla na riom pod lupou OLYMPUS
5261 dva vhodné kvety, tj. také, ktorych pelnice eSte neboli rozpuknuté, ale uz
v nich bol vyvinuty pel. Boli to puky tesne pred rozkvitnutim. Z tychto kvetov
som odstranila korunné lupienky a z kazdého kvetu som odobrala niekol'ko pelnic
(dve az pit) a tie som jednotlivo umiestnila na podlozné sklicka. Nasledne som
pridala kvapku fuchsinu a nechala 10 minat posobit. Ked boli pelové zrna
nafarbené, poloZila som na preparat krycie sklicko a roztlacila pel'nicu potukanim
ihly. Na takto pripravenych preparatoch som spocitala pelové zrnd pod
mikroskopom OLYMPUS BX 53 pri 200-ndsobnom zvédcseni. Podobne som
pripravila preparaty na meranie vel'kosti pelovych zfn, pouzila som vsak kvitntce
kvety, v ktorych je pel uz zrely ama teda maximalnu velkost. Pri priprave
jedného sklicka som pouzila viac pelnic zjedného kvetu. U 15 pelovych zin

%

z kazdého kvetu som odmerala najmensi a najvacsi priemer.

2.2.7 Umelé kriZenie
Opelovala som diploidy a tetraploidy v rdmci ploidii tak, Ze som krizila
vzdy rastliny zrdznych populacii arobila som aj medzicytotypové kriZenie.
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Stkvetia sa v Case, ked su este kvety v $tddiu pukov, zabalia do nylonovych
vrectdok, aby sa zabrénilo pristupu opelovacov. V den opelovania sa odstranili
vrectska zo sukveti, ktoré mali byt vzajomne opelené a zo stkveti sa odstranili
vSetky kvety okrem piatich prave kvitniacich. Pocet odstrdnenych kvetov bol
zaznamenany. Z piatich kvetov bola kvoli lepSiemu pristupu k pohlavnym
¢astiam kvetu odstranena strieSka (najvacsi korunny lupienok). Potom bol na
kazdy z dvoch Stetcov nabraty pel z prvej dvojice kvetov a nasledne naneseny na
bliznu druhého kvetu. To sa zopakovalo s dal$imi $tyrmi dvojicami kvetov
a Stetcov. Opelené kvety boli znovu zabalené do nylonovych vrectisok az do doby,
kym sa nevyvinuli plody. Tie boli zozbierané aich ploidia ur¢ena pomocou
prietokovej cytometrie. Umelé opelovanie som robila 12. a13. juna 2014.
Jednotlivé krizenia st zaznamenané v tabul'ke ¢. 3.

Tabulka 3 Umelé opel'ovanie rastliny 1 a rastliny 2, ploidia 1 a 2- ploidia rastliny 1 a 2,

odstr. kv. 1 a 2- pocet odstranenych kvetov zopelovaného stukvetia nad (h) apod (d)
opelovanymi kvetmi

datum |rastlina 1 ploidia 1 |odstr. kv. 1 [rastlina 2 [23101d1a odstr. kv. 2
12.6. |4VCN2/2/3 |4 11h+12d  |2VC3/8/3 |2 Th+12d
12.6. |4VCN2/2/3 |4 11h+13d  |2VC2/4/3 |2 4h+22d
12.6. |4VCN2/2/3 |4 32h+13d  |4VCN1/6/3 |4 9h+14d
12.6. |2VC2/2/1 2 33h+17d  |2VC4/1/3 |2 11h+22d
12.6. |2VC2/2/1 2 13h+16d  |2VC5/7/1 |2 26h+7d
12.6. |2VC4/6/1 2 25h+21d  |4VCN2/2/3 |4 10h+19d
13.6. |2VC3/8/2 2 62h 2vC2/4/3 |2 8h+27d
13.6. |2VC2/4/1 2 35h+2d 2vC4/4/1 |2 12h+20d

2.3 In situ hybridizicia

Pred samotnou in situ hybridizaciou je potrebné pripravit cielovy materiél
a sondu (princip metddy je graficky zndzorneny na obr. 6). Sonda je tisek DNA
alebo RNA oznaceny (v mojom pripade fluorescenénym farbivom), aby sa dalo
detekovat miesto jeho hybridizacie na ciefovit DNA/RNA. Sonda sa pripravuje
z DNA vyizolovanej z materialu, ktorého DNA chceme hybridizovat. DNA som
izlovala z rastlin uvedenych v tabulke ¢. 4 pestovanych v skleniku v Prithoniciach.

Semena rastlin som ziskala zo semennej banky.
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Tabul'ka 4 Rastliny, z ktorych bola izolovana DNA na pripravu sond

Kéd rastliny | druh

11/10 Vicia cracca(2x)
VC34 Vicia cracca(2x)
VC29 Vicia incana
VC30 Vicia dalmatica
V(35 Vicia dalmatica
V(33 Vicia tenuifolia
VC36 Vicia tenuifolia
VC36 Vicia tenuifolia

Podla protokolu "Priprava sondy" (vid Priloha A) si na DNA sondy
naviaZzem biotin a digoxigenin, na ktoré sa neskdr prostrednictvom protilatok
naviazu fluorescenéné farbiva. Dalsim krokom je priprava chromozémovych
roztlakov (detailnejsie vid Priloha A). Konceky mladych koreniov sa odoberaja
doobeda, kedy korene najintenzivnejSie rastd. Konceky koretiov sedem dni
fixujem andsledne farbim acetokarminom. Nasleduje samotny roztlak na
vylestenom sklicku (Masoudi-Nejad et al. 2002, Loureiro et al. 2007). Z korienku

odreZem asi 2 mm meristému a roztla¢im v kvapke 45 %-nej kyseliny octovej.

y N\
3

\ \é‘ enature

A
Hybridize

Obr. 6 Grafické zobrazenie principu metédy FISH (probe- sonda, labeling with
fluorescent dye- znacenie flouroescenénym farbivom, denature & hybridize- denaturovanie a
hybridizacia; web 2)
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Zahrejem nad plametiom kahanu a poriadne pritla¢im krycie sklicko. Skla
zmrazim na suchom l'ade, odstranim krycie sklicka a vlozim do 45 %-nej kyseliny
octovej. Vyberiem, nechdm ususit. Takto pripravené preparaty sa mozu pouZit na
hybridzaciu, najskor sa vsSak kvalita chromozémov musi skontrolovat pod
svetelnym mikroskopom. Je doleZité, aby boli chromozémy mimo bunku, aby sa
knim dostala sonda. Chromozémy musia byt tplne Spiralizované a dostatocne
rozprestrené do plochy, aby bol vysledny obraz snahybridizovanou sondou
prehl'adny. Po vybere vhodnych skiel, m6Zeme pristapit k hybridizacii. Najskor si
uréim stringenciu (minimdlnu mieru kompatibility DNA retazca cielového
materialu a sondy, pri ktorej bude dvojzéavitnica stabilna) a podl'a toho pripravim
hybridiza¢ny roztok a zneho pridanim vody asondy (jednej alebo viacerych)
vytvorim hybridiza¢nd zmes (vid Priloha A), ktord napipetujeme na skla
s roztlacenymi chromozémami a skld prikryjem krycimi sklickami. Zahriatim na
80°C denaturujem DNA. Nasledne necham 16 hodin hybridizovat v inkubatore
pri teplote 37°C. Na druhy den zmyjem krycie sklicka destilovanou vodou
a ponorenim do 2xSSC odstranim dextran. Premyjem destilovanou vodou
aususim. Na sklicko nanesiem detekény roztok s protilatkami k biotinu
a digoxigeninu s naviazanym fluorescen¢nym farbivom. Prikryté krycim sklickom
necham hodinu inkubovat pri 37°C (aby sa protilatky mali ¢as naviazat na sondu).
Zmyjem krycie sklicko, premyjem vodou, usu$im a konzervujem v uzatvaracom
médiu Vectashiled (Vector Laboratories, USA). Pouzila som korienky, ktoré som

odobrala z rastlin pestovanych v skleniku v Botanickom tstave v Prithoniciach.

2.4 Analyza dat

2.4.1 Fenologicka izolacia

Podl'a Husband & Schemske (2000) som vypocitala koeficient prekryvu
kvitnutia cytotypov a graficky zndzornila fenolégiu cytotypov. Aby som graficky
znazornila krivky kvitnutia, vyjadrila som pocet kvitntcich kvetov na cytotyp
pocas jedného pozorovania ako percento z maximalneho poctu kvitntcich kvetov

v jedno pozorovanie na cytotype. Koeficient prekryvu kvitnutia som spocitala tak,

27



Ze som si najskor pre kazdé pozorovanie a pre oba cytotypy vyjadrila pocet
kvitnticich kvetov daného cytotypu ako percento zo vsetkych kvetov tohto
cytotypu kvitnacich naprie¢ vSetkymi pozorovaniami. Potom som vzala pre kazdé
pozorovanie hodnotu toho cytotypu, ktory mal nizsie percento kvitntcich kvetov
a tieto hodnoty som s¢itala. Tento koeficient, ktory vyjadruje ¢ast krivky kvitnutia,
ktora sa prekryva, sa rovna nule, ked je kvitnutie aplne asynchrénne a jednotke,

ked' sa kvitnutie aplne prekryva.

2.4.2 Spravanie opelovacov

Jednotlivé pozorovania som pre lepsiu orientaciu oznacila "Prthonice 1"
(pozorovania v roku 2013), "Prtthonice 2" (pozorovania v roku 2014) a "Budca".
Vysledky kazdého z tychto pozorovani boli analyzované zvlast. Prvou Statistickou
analyzou som zistovala, ¢i st opelovace verné plodii (¢i ak opelovali napr.
diploida, preleteli potom znovu na diploida). Najskér som pomocou
kontingen¢nej tabulky v programe Micosoft Excel 2007 vypisala pre kazdé z 3
pozorovani kol'ko bolo zaznamenanych preletov medzi jednotlivymi plodiami.
Potom som v programe Statistica (ver. 7) Yatesovym korigovanym Chi-kvadrat
testom a Fisherovym presnym jednostrannym testom testovala hypotézu HO1:

Opelovace si vyberaja kvety ¢o sa tyka ploidie ndhodne.

Dalgim testom som zistovala pre kazdé pozorovanie, ¢ z niektorého
cytotypu castejSie odletel opelova¢ pre¢ =z pozorovaného zahonu oproti
nahodnému spravaniu. Znovu som pouZila kontingené¢na tabul'ku (Micosoft Excel
2007), do ktorej som vypisala pocty letov z diploida na d’al$iu rastlinu, z diploida
von zo zadhonu arovnako pre tetraploidov. Nésledne som Yatesovym
korigovanym Chi-kvadrat testom testovala hypotézu HO», Ze sa opelovace, ¢o sa
tyka preletov a odletov spravali ndhodne. Tymto testom moézem zistit (ak by som
hypotézu HO» zamietla), Ze niektory cytotyp je atraktivnejsi, a preto po jeho
navsteve ostane opelovac na zahone so signifikantne vdé¢sou pravdepodobnostou

ako ked navstivi druhy cytotyp.
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Obr. 7 Cmel Bombus pascuorum (foto: autorka)

Dalsia zaujimava otdzka, je ¢i st diploidné alebo tetraploidné rastliny
navstevované signifikantne castejsie a ¢i je priemerny pocet navstivenych kvetov
u jednej ploidie vyrazne vys$si. Stanovila som si dve hypotézy H03: Obidve ploidie
st navstevované rovnako casto; a HOs: Priemerny pocet navstivenych kvetov pri
jednej navsteve opelovaca nie je zavisly na ploidii. Pomocou kontingencnej
tabul'ky (Micosoft Excel 2007) som si vypisala pre kazda rastlinu v rdmci kazdého
z troch pozorovani pocet navstev a priemerny pocet navstivenych kvetov a potom
som v programe R (ver. 3.1.1.) robila zobecneny linearny model (GLM) oboch

veli¢in v zavislosti na ploidii. Pre pocet navstev som pouzila Poissonove

rozdelenie a pre priemerny pocet kvetov Gamma rozdelenie.
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Obr. 8 Cmel Bombus lucorum (foto: autorka)

Dalgia otdzka, na ktort sa mozeme s takto zozbieranymi datami pytat je, ¢i
jednotlivé druhy opelovacov preferuju niektory z cytotypov V. cracca. Stanovila
som si hypotézu HOs: Testovny druh opelovaca nemd Zziadnu preferenciu voci
ploidii. Do kontingenc¢nej tabulky (Micosoft Excel 2007) som pre 2 pozorovania
(Prtthonice 2 a Budc¢a) vypisala pre kazdy druh opelovaca pozorovany pocet
navstev diploidnych a tetraploidnych rastlin. Potom som si vypocitala ocakdvané

hodnoty a Chi-kvadrat testom testovala pre kazdy druh opelovaca hypotézu HOs.

Posledna otdzka, ktort sa na zdklade dat z pozorovania opelovacov
pokusim zodpovedat, je ¢i niektory druh opelovaca preferuje jeden z cytotypov.
Hypotéza HOs predpoklada, Ze kazdy opelovac si vybera opelovant rastlinu
nahodne. Tato hypotézu som testovala na déatach z pozorovani "Prthonice 2"

a "Budca". Pomocou kontingenc¢nej tabul'ky (Micosoft Excel 2007) som si vypisala
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Obr. 9 Cmel Bombus humilis (foto: autorka)

pre kazdého opelovaca pocet navstev na diploidnych a tetraploidnych rastlinach.
Potom som vypocitala ocakavany pocet navstev a Chi-kvadrat testom testovala, ¢i

sa oakdvané a pozorované hodnoty lisia.

2.4.1 Produkcia nektaru

Vysledky merani jednodiiovej a dvojdnovej produkcie som analyzovala
kazdé zvlast. Podla hyotézy HO7; by sa produkcia (jednodriova aj dvojdiiova)
nektdru diploidov a tetraploidov neliSila. Tato hypotézu som testovala
v programe R (ver. ver. 3.1.1. © 2014) pomocou zobecneneného linedrneho modelu

(GLM) oboch veli¢in v zavislosti na ploidii. PouZila som Gamma rozdelenie.
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Obr. 10 Modracik ¢iernoskvrnny, Phengaris arion (foto: autorka)

2.4.2 Velkost pelovych zin a ich mnozstvo

Velkost pelovych zfn je charakterizovana dvoma odmeranymi veli¢inami
(dizka a irka, resp. najdlhsi a najkratsi priemer) a jednou vypocitanou - plosny
obsah elipsy (S=abm). Hypotéza HOs, ktort som testovala v programe R (ver. 3.1.1.)
zobecnenym linedrnym modelom, znie: Veli¢iny dizka, sirka a obsah pelového
zrna nie su zavislé na ploidii. PouZila som normaélne rozdelenie. Hypotézu HO9
(pocet pelovych zin v jednej pelnici je nezavisly na ploidii) som tiez testovala
v programe R (ver. ver. 3.1.1.) zobecnenym linearnym modelom, pouzila som vsak

Poissonovo rozdelenie.
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Obr. 11 Mlynarik repovy, Pieris rapae (foto: autorka)

2.4.3 Zlozky reprodukcnej izolacie
Podl'a Husband & Sabara (2003) som vypocitala koeficienty reprodukénej

ocet zmiesanych dipl.—tetrapl. populécii .
P =P P~ PoP , ¢asovej Rlphen=

izolacie: priestorovej RI =1-
p ] Rlgeogr pocet vsetkych populécii

pocet dni spolo¢ného kvitnutia
pocet vsetkych dnikedy kvitli

a zapric¢inenej spravanim opelovacov Rlpoliinator=
p

ocet preletov medzi ploidiami , s ..
1-2 I? —— P . Podl'a Ramsey et al. (2003) som vypocitala koeficient
pocet vsetkych preletov

celkovej reprodukénej izolacie Rlor= 1= AC;, kde ACh=RI, (1-X7-1 ACG).
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3 Vysledky

3.1 Reprodukcné bariéry

3.1.1 Analyza semien a semenacikov zo zmieSanej populacie

Vysledky analyz ploidie st uvedené v tabul'kach ¢. 5 a 6.

Tabulka 5 Vysledky merania ploidie semien zo zmiesanej populacie diploidnej a tetraploidnej V.
cracca ziskané metddou prietokovej cytometrie

1 . Celkovy  pocet
Plouj_ha materskej Pocet rastlin skimanych Ploidia semien
rastliny .
semien

Vegetacna sezéna 2009
diploid 20 180 diploidy: 180

. tetraploidy: 179
tetraploid 20 180 aneuploid: 1
Vegetacna sezona 2011
Diploid 20 200 diploidy: 200
Tetraploid 20 200 tetraploidy: 197

aneuploidy: 3

Tabulka 6 Vysledky merania ploidie semenacikov zo

a tetraploidnej V. cracca ziskané metédou prietokovej cytometrie

zmieSanej populacie diploidnej

Ploidia materskej . j Poceicv 3 Ploidia
. Pocet rastlin vykli¢enych <
rastliny P semenacikov
semenacikov
Vegetacna sezéna 2009
Diploid 20 145 diploidy: 145
. * tetraploidy: 72
tetraploid 16 74 aneuploidy: 2
Vegetacna sezéna 2011
o diploidy: 99
Diploid 20 107 tetraploidné: 8
Tetraploid 20 164 tetrap 101'dy: 163
aneuploiy: 1

*od 4 materskych rastlin ziadne semeno nevyklicilo
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Na obrazkoch ¢.12, 13 a14 st vystupné grafy z programu Flomax (ver.
2.4d) zobrazujace diploida, tetraploida a aneuploida so standardom Pisum sativum

na hodnote 200.
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Obr. 12 Analyza semien diploidnej V. cracca
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Obr. 13 Analyza semien tetraploidnej V. cracca
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Obr. 14 Analyza semien tetraploidnej a aneuploidnej V. cracca

3.1.2 Fenologicka izolacia

Koeficient prekryvu kvitnutia diploidov a tetraploidov je 64%. Fenolégia je
znazornend na grafe ¢. 1. Diploidy a tetraploidy zacali kvitnat spolu, ale
maximum otvorenych kvetov je u tetraploidov 09 dni neskér ako u diploidov.

Diploidy kvitli o jedno pozorovanie dlhsie.
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Graf 1 Fenolégia kvitnutia diploidov (modré stipce) a tetraploidov (éervené stipce) na
zaklade pozorovani zmieSanej populdcie Vicia cracca dva krat tyzdenne v kontrolovanych
zahradnych podmienkach. Pocet kvitnicich kvetov kazdy pozorovany den je vyjadreny ako
percentuilna cast z maximalného poctu kvetov kvitntcich pri jednom pozorovani (pre diploidy
to bolo 26. 6., pre tetraploidy 5. 7.).
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3.1.3 Priestorova izolacia

ElidSova (2008) urcila ploidiu celkovo u 6 613 rastlin z 261 populacii. 180
populécii (68,96 %) bolo tetraploidnych a 61 populacii (23,37 %) bolo diploidnych.
18 populacii (6,9 %) pozostavalo z jedincov oboch ploidii. V dalsich dvoch
diploidnych populédcidch (0,77 %) bolo ndjdenych 8 triploidov. Koeficient
priestorovej izolacie je podla tychto dat Rlgeog=0,931.

3.1.4 Spravanie opelovacov

Hypotézu HO1: Opelovace si vyberaju kvety ¢o sa tyka ploidie ndhodne.
zamietam na hladine vyznamnosti p<0.05 v oboch pozorovaniach, ktoré prebehli
v roku 2014 na zaklade vysledkov Yatesovho korigovaného Chi-kvadrat testu (vid’
tabulka ¢.9). V ziadnom pripade sa avSak nepodarilo potvrdit alternativhu
hypotézu, tj. Ze opelovace preferencne preletuji medzi rastlinami rovnakej
ploidie. Z kontingenénych tabuliek (tabulka ¢. 7 a 8) totiz vidime, Ze v tychto
dvoch pripadoch (Prihonice 2 a Budca) signifikantne viac opel'ovacov prelietavalo
medzi rastlinami réznych ploidif ako v ramci ploidie. Pre pozorovanie "Prhonice
1" nebol ani jeden test signifikantny, ¢o znamend Ze som neobjavila ziadny
"pattern", podl'a ktorého si opelovace vyberaja cytotyp d’al$ej navstivenej rastliny.

Tabulka 7 Kontingencna tabul'ka pre lokalitu Prihonice 2 ukazuje vyrazne vyssi pocet
preletov medzi ploidiami na vedl'ajsej diagonale ako v ramci ploidie

Selekcia cytotypov | Ploidia vychodzej rastliny

Ploidia  cielovej Celkovy
rastliny 2x 4x stcet

2x 49 102 151

4x 94 58 152
Celkovy sucet 143 160 303

Tabulka 8 Kontingenéna tabulka pre lokalitu Budéa ukazuje vyrazne vyssi pocet

preletov medzi ploidiami na vedl'ajSej diagonale ako v ramci ploidie

Selekcia cytotypov | Ploidia vychodzej rastliny

Ploidia  cielovej Celkovy
rastliny 2x 4x sucet

2x 127 288 415

4x 294 126 420
Celkovy sucet 421 414 835
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Tabulka 9 Vysledky testov selekcie cytotypov, hodnoty oznacené hviezdickami st

signifikantné
Selekcia cytotypov
Test | Yatesov kor.
Lokalita Chi-kvadrat | p hodnota
Prahonice 1 .62 0.4304
Prihonice 2 25.09 < 0.001***
Budca 128.04 < 0.001***

Na zéklade testovania odletov a preletov sa ned4d povedat, Ze by bol
niektory cyctotyp atraktivnejsi pre opelovace tak, Ze by ich inSpiroval zostat na
zdhone namiesto toho, aby odletel. Ani na jednej lokalite ani v jednej sezéne nebol

pouzity Yatesov korigovany Chi-kvadrat test signifikantny (vid tabul'ka ¢. 10).

Tabulka 10 Vysledky testov atraktivity cytotypu pre jednotlive pozorovania

Atraktivita cytotypu
Test | Yatesov kor.
Lokalita Chi-kvadrat | p hodnota
Prithonice 1 13 0.7173
Prithonice 2 12 0.7297
Budca 2.51 0.1129

Hypotézy HO0s: Obidve ploidie st navstevované rovnako casto. a HO:
Priemerny pocet navstivenych kvetov pri jednej ndvsteve opelovaca nie je zavisly
na ploidii. nemozno zamietnut ani pre jedno pozorovanie (vid tabulka ¢.11).

Opelovace sa teda z celkového pohladu nespravali vyrazne inak ako ndhodne.

Tabulka 11 Vysledky ANOVY testujticej vplyv ploidie na pocet navstev na rastline a na
priemerny pocet navstivenych kvetov

Pozorovanie | Testovana veli¢ina Deviance | Resid. Df | P(>|Chi|)

Prihonice 1 | pocet navstev na rastline 3,063 21 p=0,08000
priemerny pocet navstivenych

Prtthonice 1 | kvetov 0,3472 21 p=0,28440

Prihonice 2 | pocet navstev na rastline 1,942 16 p=0,16300
priemerny pocet navstivenych

Prihonice 2 | kvetov 0,08475 16 p=0,47053

Budca pocet navstev na rastline 0,13 19 p= 0,72000
priemerny pocet navstivenych

Budca kvetov 0,0208 19 p=0,76730

Signifikatne sa oproti o¢akdvnym hodnotam lisi spravanie dvoch druhov na

lokalite "Bud¢a": ¢émel'a Bombus pascuorum a pieskarky Andrena (vid' tab. 12). Cmel
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navstevuje castejSie tetraploidné rastliny a pieskarka diploidné. Na lokalite

"Prithonice 2" sa spravali jednotlivé druhy opel'ovac¢ov nahodne (vid' tab. 13).

Tabulka 12 Vysledky Chi-kvadrat testu testujiceho rozdiel v pocte navstev rastlin
medzi diploidnymi a tetraploidnymi rastlinami pre jednotlivych opel'ovacov na lokalite Budca
(pozorovany pocet navstev diploidov - 02 atetraploidov - o4, ocakivany pocet navstev
diploidov- e2 a tetraploidov- e4)

Opelovac 02 | o4 e2 e4 p(chi)
Bombus pascuorum (obr.7) | 148 | 186 | 173.162916 | 160.83708 0.005859**
B. lucorum (obr. 8) 37 |37 38.3654365 | 35.634563 0.750732

B. humilis (obr. 9)

Hymenoptera

7.77677768 | 7.2232223 0.688126
2.07380738 | 1.9261926 0.941124
8.81368137 | 8.1863186 0.927938
Ochlodes sylvanus (obr. 3) 414761476 | 3.8523852 0.916812
Pieris rapae (obr. 11) 3.11071107 | 2.8892889 0.467473
Andrena sp. (obr. 5) 365 | 288 | 338.549055 | 314.45095 0.038301*

Phengaris arion (obr. 10)

B (O IN N
N [ [0 |N |00

Tabulka 13 Vysledky Chi-kvadrat testu testujiiceho rozdiel v pocte navstev rastlin
medzi diploidnymi a tetraploidnymi rastlinami pre jednotlivich opelovacov na lokalite
Prahonice 2 (pozorovany pocet navstev diploidov - 02 a tetraploidov - 04, odakavany pocet
navstev diploidov- e2 a tetraploidov- e4)

Opelovaé e2 e4 02 o4 p(chi)
Lepidoptera 1. 0 1 0.465347 0.534653 0.524506
Hymenopteral |0 1 0.465347 0.534653 0.524506
Hymenoptera2 | 1 0 0.465347 0.534653 0.43318
Bombus sp. 1 164 185 | 162.4059 186.5941 0.864171
Bombus sp. 2 16 21 17.21782 19.78218 0.688139
Bombus sp. 3 2 2 1.861386 2.138614 0.889491
Hymenoptera3 | 0 1 0.465347 0.534653 0.524506
Lepidoptera 2 1 1 0.930693 1.069307 0.921733
Lepidoptera 3 1 1 0.930693 1.069307 0.921733
Lepidoptera 4 1 0 0.465347 0.534653 0.43318
Hymenoptera4 | 2 2 1.861386 2.138614 0.889491
Hymenoptera5 | 0 1 0.465347 0.534653 0.524506

3.1.5 Produkcia nektaru
Podla vysledkov ANOVY sa jednodnové aj dvojdniova produkcia nektaru

u diploidov a tetraploidov signifikantne 1i§i na hladine pravdepodobnosti

p= 0,001 (vid' tab. 14). Tetraploidy produkuju viac nektaru (obr. 15).
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Tabul'ka 14 Vysledky ANOVY testujicej vplyv ploidie na 1-diiovi a 2-diiovia produkciu

nektiru
produkcia
nektaru Deviance | Resid. Df | P(>|Chi]|)
1-dilova 151.94 148 < 0.001***
2-dniové 6.5807 50 < 0.001***

Obr. 15 Boxploty znazornujtce jednodiova (a) a dvojdiova (b) produkciu nektaru V.
cracca v zavislosti na ploidii

3.1.6 Velkost pelovych zin a ich mnozstvo

Velkost pelovych zin sa podla vysledkov ANOVY signifikantne Iisi

v ramci ploidie v kazdej testovanej veli¢ine (vid' tab. 15). Tetraploidy maju pelové

zrnd vicsie (obr. 16 a, b, c).

Tabulka 15 Vysledky ANOVY testujicej vplyv ploidie na dizku, Sirku a obsah
pelového zrna

pelové

ZIna Deviance | Resid. Df Pr(>Chi)
dizka 1353.5 148 < 0.001***
Sirka 151.94 148 < 0.001***
obsah 1328536 148 < 0.0071***

Analyza rozptylu ukézala, Ze sa pocet pelovych zin 1i8i v zavislosti na

ploidii

(tab.16). Typ tyc¢inky je rozhodujtci iba u diploidnych jedincov,

u tetraploidov nie je rozdiel medzi poc¢tom pelovych zfn, ktoré sa vyvina na

volnej tycinke a jednej zo zrastenych. Diploidy produkuja viac pelovych zfn ako

40



tetraploidy (vid" obr. 16 d). U diploidov aj u tetraploidov je na zrastenej tyc¢inke
vys$si pocet pelovych zfn ako na vol'nej (obr. 17 a, b).
Tabulka 16 Vysledky ANOVY testujacej vplyv ploidie, typu (zrastend/volna)

a kombinacie tychto dvoch premennych na pocet pelovych zin a typu ty¢inky v ramci ploidie na
pocet pel'ovych zin v jednej pel'nici

pocet pel. zin Deviance | Resid. Df | Pr(>Chi)
ploidia 191.2 59 < 0.007***
typ 57.88 58 < 0.007***
ploidia:typ 24.30 57 < 0.0071***
typ (dipl.) 79.771 | 26 < 0.001***
typ (tetrapl.) 2.4095 31 0.1206

a b

c d

Obr. 16 Boxploty znazorfiujtce zavislost dizky (a), irky (b) a obsahu (c) pel'ového zrna a
poctu pel'ovych zin v jednej pel'nici (d) V. cracca v zavislosti na ploidii (2-diploid, 4-tetraploid)
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Obr. 17 Boxploty znazoriiujace zavislost poctu pelovych zfn na type tyéinky (s-vol'na, z-
zrastena) pre diploidny (a) a tetraploidny (b) cytotyp.

3.1.7 Umelé kriZenie

Pokus sa nepodaril, po opeleni nevznikli semend, ktoré by som mohla

analyzovat.

3.1.8 Zlozky reprodukcnej izolacie

Najvacsi podiel na reprodukénej izolacii mé priestorovd izolovanost
(RIgeogr="0, 931), mensi podiel spravanie opelovacov (Rlpoliinator= 0, 316)
a zanedbatelny podiel ma fenolégia (Rlphen= 0, 077). Koeficient celkovej

reprodukénej izlacie Rliota= 0,956.

3.2 In situ hybridizicia

Téato cast prace je stile v stave optimalizacie. Podarilo sa mi vyizolovat
DNA z diploidnej V. cracca, ktord sa moéze pouzit na pripravu sondy k rieSeniu
otazky (6). Izolovala som DNA aj z V. incana a V. dalmatica, ktord sa mozZe pouzit
pri skiimani poévodu tetraploidnej V. tenuifolia (otazka (7)). Po aplikacii enzymu-
2% roztoku celuldzy na 50 minut som pripravila roztlak diploidnej V. cracca, vid

obr. 18.
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Obr. 18 Roztlak diploidnej V. cracca (2n= 14), FISH oznacena 5S-rDNA (zelend) a 45S-
rDNA (Cervena).
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4 Diskusia

Doba kvitnutia diploidov a tetraploidov druhu Vicia cracca sa podla mojich
pozorovani skoro tplne prekryvala, pricom tetraploidy dokvitali 30. 7. a diploidy
2. 8. Vrchol kvitnutia bol u tetraploida 09 dni neskér. Koeficient prekryvu
kvitnutia cytotypov predstavoval 64 %. Segraves & Thompson (1999) konstatuja,
Ze trvanie sezény kvitnutia Heuchera grossulariifolia sa podobne ako u viky medzi
ploidiami neliilo. Dizka kvitnutia sa neligila, ale doba kvitnutia sa nikdy tdplne
neprekryvala. Petit (1997) zaznamenal rozdiel v zaciatku kvitnutia medzi
parapatrickymi  diploidmi  a tetraploidmi druhu  Arrhenatherum  elatius
pozorovanymi v kontrolovanych podmienkach v oboch rezimoch (plne osvetlené
slne¢nym svetlom aj 50% zatienené). Allopatrické tetraploidy a diploidy sa v plne
osvetlenom rezime v kvitnuti na rozdiel od viky prekryvali len mierne. Doba
kvitnutia parapatrickych diploidov a tetraploidov sa na rozdiel od terénnych
podmienok signifikantne neliSila ani v jednom rezime. Jersakova et al. (2010)
zaznamenala signifikantny rozdiel vo vrchole kvitnutia medzi cytotypmi rodu
Gymnadenia: tetraploidnd G. conopsea kvitla signifikantne skor ako oktoploidna G.
conopsea aj tetraplodina G. densiflora. Kvitnutie G. conopsea je podobné vike v tom,
Ze cytotyp s mensim poc¢tom chromozémov ma vrchol kvitnutia skoér. Husband
& Schemske (2000) zistili, ze diploidy druhu Chamerion angustifolium zacali kvitnat
o jedno pozorovanie skor, oba cytotypy kvitli naraz pocas 4 pozorovani. Koeficient
prekryvu, ktory berie do ttvahy proporcie z celkového poctu kvitnacich rastlin, bol

51%, ¢oje 013 % percent menej ako u viky podl'a mojich pozorovani.

Prdve v dobe fenoloického prekryvu som v zmieSanej diploidno-
tetraploidnej populécii V. cracca pozorovala opelovace. Pri pozorovani "Budc¢a" sa
dva druhy opelovacov spravali inak ako nahodne: Bombus pascuorum preferoval
tetraploidné rastliny a Andrena sp. diploidné. V kontraste s mojimi vysledkami
Jersakova (2010) uvadza, Ze ani jedna zo skupin opelovacov nemala preferenciu
voci niektorému z cytotypov rodu Gymnadenia, ale boli zaznamnenané rozdiely

vich spravani: no¢né motyle zradu Sphingidae mali sprdvanie signifikantne
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odlisné od nahodného, zatial¢o prisludnici radu Noctuidae sa spravali ndhodne.
TieZ je zaujimavé, Ze motyle z raddu Sphignidae navstivili behom pozorovania viac
sukveti ako jedinci z rddu Noctuidae. Ked" som u viky hodnotila spravanie
vSetkych opelovacov naraz, nebol ani jeden cytotyp navstevovany signifikantne
Castejsie. V kontrastne s tymito vysledkami Husband & Schemske (2000) zistili, Ze
jednotlivé druhy opelovacov aj vsetky druhy spolu navstevovali castejsie
tetraploidy Chamerion angustifolium ako bolo o¢akavané, keby sa spravali ndhodne.
Poradie opelovanych rastlin bolo tiez nendhodné, bolo viac letov medzi
tetraploidmi a menej medzi cytotypmi oproti ocakavanému poctu podla
frekvencie cytotypov (lety u viky boli castejSie medzi ploidiami ako v ramci
ploidii). Dva ztroch druhov opelovacov Ch. angustifolium vykazovali tato
heterogenitu; ked sa hodnotili v8etky druhy spolu, nebol rozdiel signifikantny.
Pomocou pocita¢ovych simulacii testovali, ¢i samotné rozmiestnenie rastlin pocas
pokusu a vzdialenosti, ktoré hmyz pocas opelovania prekonaval by nemohli
vysvetlit preferenciu tetraploidov. Aj po odfiltrovani vplyvu tychto veli¢in,
pozorované frekvencie navstevy tetraploidov boli stile neproporcne castejsie.
Vsetky tri druhy mali mensiu odchylku v poradi navstivenych rastlin od
nahodného ocakavaného spravania a iba jeden druh opelovaca vykazoval
signifikantny rozdiel. Opelovace castejSie navstivili viac ako jeden kvet
u tetraploidov. Vel'kost kvetu, pocet otvorenych kvetov a vyska stukvetia spolu
vysvetlili signifikantnt ¢ast variability v pocte ndvstev na kazdom sutkveti a v
pocte navstivenych kvetov na stkvetie. Podobne ako u mnou skiimanej viky, kde
priemerny pocet navstev nebol signifikantne rozdielny medzi ploidiami, sa podla
Segraves & Thompson (1999) pocet navstev za hodinu medzi ploidiami Heuchera
grossulariifolia nelisil. Rozdiel v8ak zaznamenal v druhovom zloZzeni skupiny
opelovacov, ktoré navstevovali jednotlivé plodie. Toto zloZenie sa dokonca menilo
pocas vegetacnej sezony. Z 15tich druhov opelovacov Sest navstevovalo iba jeden
cytotyp alebo navstevovalo jeden cytotyp castejSie. U viky Ziadny pravidelny
opelovac¢ (viac ako tri navstevy pocas celého pozorovania) nebol cytotypovo
Specificky, dva v8ak mali preferenciu voci niekorému z cytotypov. Z mojich dat

vyplyva, Ze opelovace na lokalitach "Prithonice 2" a "Budc¢a" sa spravaja inak ako
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ndhodne pri preletoch medzi rastlinami z hladiska ploidie, ale na lokalite
"Prhonice 1" bolo sprdvanie ndhodné. To, Ze pri pozorovaniach "Prihonice 2"
a"Budca" opelovace preferuji prelety medzi ploidiami a pri pozorovani
"Prahonice 1" nebol zaznamenany ziadny "pattern" moZe byt zapri¢inené
viacerymi faktormi. Jednak pocas pozorovania "Prithonice 1" boli rastliny
rozmiestnené nahodne a pri oboch pozorovanich v roku 2014 boli v pravidelnej
$tvorcovej mriezke (vid' obr. 4), takze opelovad to mal asi 1,4-krat (V2) dalej na
rastlinu rovnakej ploidie ako na rastlinu inej. Schéma rozmiestnenia by sa pri
dalsich pozorovaniach mohla upravit tak, aby boli rovnaké vzdialenosti a zdrover
polovica susedov bola diploidnd a polovica tetraploidna. Dal$i rozdiel medzi
pozorovanim "Prihonice 1" a dal$imi dvoma bol v pocte zaznamenanych
preletov, pre "Prihonice 1" mam vyrazne menej zdznamov. Tento potenciondlny

nedostatok by vsak mala odfiltrovat pouZitd Yatesova korigacia Chi-kvadrat testu.

Pri d’alsom vyskume v tejto oblasti by bolo vhodné sledovat ¢as, ktory
stravi opel'ova¢ na jednom kvete (Dafni 1992). Dalgim spresnenim by bolo spocitat
kazdy pozorovaci den pocet kvitndcich stkveti na kazdej rastline (Dafni 1992).
Tym by sme ziskali lepsiu predstavu o pomere dostupnych odmien pontkanych
jednotlivymi ploidiami. Tak by sa dalo presnejSie urcit, ¢i nie st v niektorom

¢asovom obdobi jedince jednej ploidie atraktivnejsie len preto, Ze ich kvitne viac.

To, Ze na rozdiel od inych $tadii podla mojich pozorovani opelovace
jednoznac¢ne nepreferuju tetraploidné rastliny by mohlo byt spdsobené tym, Ze
v inych systémoch st pelové zrna tetraploidov véacsie a zaroven ich je rovnako
alebo viac. Mne vsak vyslo, Ze pelové zrna tetraploidov sa sice vacsie ako
u diploidov, ale je ich signifikatne menej. V praci Tate & Simpson (2004) bol
naopak pozorovany mensi pel u tetraploidov rodu Tarasa (Malvaceae). Tato
skutocnost vysvetluji zmenou zivotnej formy =z trvaliek u diploidov na
jednoro¢né rastliny u tetraploidov a zmenou spdsobu opelovania z xenogamie
u diploidov na autogamiu u tetraploidov. Dalgim faktorom, ktory by mohol
vysvetlit tento stav, je posun aredlu od nizSich poloh, v ktorych sa vyskytuja

diploidné druhy k vy3$im polohdm s extrémnej$simi podmienkami (chladnejsie a

46



Y ¥ 2

suchsie prostredie vystavené vyssim davkam UV ziarenia), kde rasta tetraploidy.
Na novo osidlenych stanovistiach s kratkou vegetacnou sezénou a vzacnejSim
vyskytom opelovacov im prechod zxenogamie ku autogamii mohol zvysit
uspesnost reprodukcie. Dosledkom autogamie pravdepodobne je vyrazna
redukcia vel'kosti kvetov. Zmeny ako u rodu Tarasa sa v8ak pocas polyploidizacie
Vicia cracca nestali, obidve trovne ploidie st xenogamné trvalky. Pelové zrna
maju tetraploidy signifikatne vécsie ako diploidy v stulade s o¢akavanim, pretoze
vel'kost buniek je u vyssich ploidii vacsia (Stebbins 1971). Aj Marinho et al. (2014)
Studoval zavislost velkosti pelovych zfn na ploidii udvoch druhov rodu
Eriotheca. Tiez zaznamenal signifikantne v&csie pelové zrna u rastlin s vyssou
ploidiou. Pocet pelovych zfn v jednej pel'nici u V. cracca bol u tetra ploidov mensi,

¢im sa atraktivita diploidov a tetraploidov z hladiska pelu vyrovnava.

Dalsia vlastnost tetraploidov, ktord by mohla zvysit ich atraktivitu pre
opelovace, je vyssia produkcia nektaru. Tt sa mi podarilo ukazat u studovaného
taxonu. Napriek tomu, Ze tetraploidy by mali byt vdaka vd¢Siemu mnozstvu
nektaru pre opelovacov atraktivnejSie, vacsina Statistickych analyz spravania
opelovacov to neodraza: (1) pri preletoch z rastliny na rastlinu bud preferovali
opacnu ploidiu alebo sa spravali ndhodne; (2) ani jeden cytotyp nebol atraktivnejsi
tak, Ze by po jeho navsteve zostali signifikantne castejSie v zahone ako odleteli
pre¢; (3) pocet navstev na rastline ani priemerny pocet navstivenych kvetov nebol
u tetraploidov signifikantne vy3si (len pri pozorovani "Prithonice 1" je viac navstev
na tetraploidnych rastlindch, nie je to vsak signifikantné (p=0.08). Ked som
sktimala spravanie z hl'adiska druhov hmyzu, zistila som, Ze na lokalite "Bud¢a" sa
dva druhy opelovacov spravali nendhodne: Bombus pascuorum preferoval
tetraploidné rastliny a Andrena sp. diploidné. To by mohlo suvisiet s vel'kostou
vyssiu produkciu nektaru. Mensej Andrena sp. sa mozno k nektaru dostane l'ahsie
v diploidnom kvete. Eliadova (2008) zistila, Ze velkost striesky, dizka ¢Inku a $irka
kridla sa vlastnosti, ktoré sa najvyraznejsie liSia medzi cytotypmi. Tieto rozdiely

vSak st velmi malé, pravdepodobne nerozlisitelné ani pre opelovacov. To by

.....
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nepodarilo okrem jedného druhu opelovada zaznamenat signifikantna
preferenciu tohto cytotypu. Davis et al. (1994) skiimali mnoZstvo cukrov v nektari
jedného kvetu a objem nektarii haploidnej, diploidnej a tetraploidnej Brassica rapa
a allotetraploida B. napus. Priemerny objem nektarii haploidnej B. rapa bol
signifikantne niz$i ako primerné objemy nektarii ostatnych ploidii. Napriek
rozdielom vo velkosti kvetov sa objem nektarii B. napus a diploidnej
a tetraploidnej B. rapa signifikantne nelisil. Podobne aj mnoZzstvo cukrov v nektari
z jedného kvetu bolo signifikantne nizsie u haploidnej B. rapa ako u diploidného
a tetraploidného cytotypu, ale medzi diploidnym a tetraploidnym cytotypom sa

signifikantne nelisilo.

Metédou in situ hybridizadcie som po tGprave postupu pripravila jeden
roztlak diploidnej V. cracca. Ked som sa postup opakovala s tetraploidnou V.
cracca, uz sa mi nepodarilo ziskat dobry preparat. Metéda vyzaduje dalsiu

optimalizaciu. Ako alternativny zdroj cielovej DNA sa mozu pouzit puky kvetov.
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5 Zaver

Reprodukéné bariéry medzi diploidnym a tetraploidnym cytotypom druhu
V. cracca st velmi silné. Najviac k tomu prispieva priestorova izolacia. Napriek
tomu, Ze som pozorovala urcity fenologicky posun, stale existuje nezanedbatelny
prekryv v kvitnuti cytotypov. Naviac oba cytotypy navstevuja rovnaké druhy
opelovacov, ¢im sa umoznuje prenos pel'u medzi jedincami ré6znych ploidii a teda
prereprodukéné bariéry v zmieSanych populaciach nie st rozhodujace. Jedince
s triploidnym cytotypom, ale vznikaja len velmi vzacne. Mne sa ich v skiimanej
populacii vobec nepodarilo identifikovat, Eliasova (2008) vSak nasla 8 triploidov
medzi 6 613 jedincami z réznych lokalit v Ceskej republike a na Slovensku. To
ukazuje na existenciu postreprodukénych bariér, medzi ktoré patria (1)
mechanicka izolacia - rozdiely v stavbe kvetu, ktoré zabraniuja prenosu pelu, (2)
gametickd izolacia - samcia a samic¢ia gaméta nesplynt alebo st nezivotaschopné,
(3) zniZena Zivotaschopnost zygoéty (zygoty krizencov sa nevyvind), (4) zniZzena
zivotaschopnost jedinca (nedospeje do stadia pohlavnej zrelosti), (5) znizena
plodnost krizencov (neprodukujt funkéné gaméty). Z tychto moézeme vylacit (1),
kedze medzi cytotypmi je sice signifikantny rozdiel v tvare niektorych korunnych
lupienkov, je takmer nemozné rozoznat ho pozorovanim (ElidSova 2008) a teda
pre opelovacov pravdepodobne nie je rozliSitelny. Vzhladom k tomu, Ze nejaké
triploidné jedince v zmieSanych populaciach vznikaja, bariéra (2) nie je aplne
uc¢inna. Dospelych triploidov vsak je len minimalne mnozstvo, takze vyvin sa
zastavi niekde medzi bariérami (2) az (4). KedZe maju triploidy (3x = 21) neparny
pocet chromozémov, len velmi tazko moézu vznikat funkéné gaméty (5)
a triploidy sa teda velmi pravdepodobne moézu rozmnozovat len nepohlavne

(vyhonkami z koreriov, Aarssen et al. 1986) a $irit sa len pomaly.
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