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Abstrakt

Diplomova praca sa zaobera reprodukénymi bariérami v diploidno-
polyploidnom komplexe Vicia cracca. Komplex so zakladnym chromozémovym c¢islom
x=7 zahfna diploidy (2x=14), tetraploidy (4x=28) a vzacne triploidy (3x=21). Skiimala
som prezygotické bariéry medzi diploidmi a tetraploidmi: fenologiu, spravanie
opelovacov (preferencia druhov voci jednotlivym ploididm, poradie navstevovanych
ploidii), premenné, ktoré by spravanie opelovacov mohli vysvetlit (mnozZstvo nektaru
ako hlavnej odmeny a velkost a pocet pelovych zfn ako potencidlnej odmeny). V
zmieSanych populaciach som analyzovala ploidiu semien a semenacikov, aby sa zistilo
aky silny je triploidny blok. Ako najsilnejsia reprodukéna bariéra sa ukazala priestorova
izolacia. Velmi vyznamne prispieva aj spravanie opelovacov, fenologia kvitnutia iba
minimalne. Koeficient vyjadrujici mieru vsetkych prereprodukénych bariér, je 0,990. Na
jednej lokalite Bombus pascuorum preferoval tetraploidy a Andrena sp. diploidy, iné testy
neukazali preferenciu opelovacov voci tetraploidom aj napriek tomu, Ze tetraploidy

produkuju viac nektaru.

Klucové slova: Vicia cracca, reprodukéné bariéry, zmiesané diploidno-tetraploidné

populécie, spravanie opelovacov



Abstract

Master thesis investigates reproductive barriers in diploid-polyploid complex of
Vicia cracca. Complex with basic chromosome number x=7 consists of diploid (2x=14),
tetraploid (4x=28) and rare triploid (3x=21) cytotype. I studied prezygotic barriers
between diploid and tetraploid cytotype: phenology of flowering, pollinators’ behavior
(preference of spieces of pollinators to cytotypes, sequence of visited cytotypes),
variables, that could explain pollinators’ behavior (amount of nectar as the main reward,
size and amount of pollen grains as a potentional reward). To find out how strong the
triploid block is, I analyzed ploidy of seeds and seedlings from mixed-ploidy population.
The habitat isolation showed up to be the strongest reproductive barrier. Pollinator’s
behavior meaningfully contributes to isolation, phenology of flowering contributes only
minimally. Index expressing rate of prereproductive barriers is 0,990. Pollinator Bombus
pascuorum visited on one locality preferably tetraploid plants and Andrena sp. preferred
diploid plants. Even though tetraploid plants produce more nectar, no other analysis

showed pollinators’ preference to tetraploid plants.

Key words: Vicia cracca, reproductive barriers, mixed diploid-tetraploid populations,

pollinators’ behavior
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Zoznam pouzitych skratiek

ANOVA - analyza rozptylu (z angl. Analysis of Variance)
DNA - deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)
GLM - zov$eobecneny linearny model (z angl. general linear model)

UV - ulrafialové (z angl. ultraviolet)



1 Uvod

1.1 Reprodukcné bariéry a ich vyznam

Reprodukéné bariéry su subor mechanizmov a fyziologickych procesov, ktoré
brania jedincom réznych druhov vo vzajomnom krizeni, produkcii potomkov alebo
aspon zabezpecuju, ze je potomok neplodny. Tieto bariéry udrzuju integritu druhu v
case redukciou alebo priamym branenim toku génov medzi jedincami réznych druhov.
Tym sa zachovavaju vlastnosti daného druhu. Reprodukéné bariéry mozu byt
prezygotické a postzygotické (Coyne & Orr 2004, Rieseberg & Willis 2007). Prezygotické
bariéry (rozdelenie reprodukénych bariér je na obr. 1, prezygotické st pred oplodnenim)
su pre organizmus vyhodnejSie, pretoze sa zbytocne neplytva gamétami. Do tejto
skupiny patri Casova a priestorova izolovanost (rozdielna doba kvitnutia, rézne
stanoviste), spravanie opelovacov, mechanicka izolacia, ¢i izolacia konkurenénych
gamét. Medzi postzygotické bariéry patri nezivotaschopnost zygoty, prip. hybrida a
sterilita hybrida (Coyne & Orr 1998). Reprodukéné bariéry su tradi¢ne medzidruhovy
problém, v poslednej dobe sa vsak objavuje vela stadii polyploidov, ktoré sa nimi
zaoberaju tiez. Bariéry v krizeni medzi cytotypmi jedného druhu moézu pomdct
novovzniknutému polyploidovi udrzat sa v populacii a vyhnut sa tzv. minority cytotype
exclusion (vyli¢eniu mensinového cytotypu) (Baack 2005). Dalsou vyhodou existencie
bariér je neplytvanie gamét na medzicytotypové krizence, ktoré su casto
nezivotaschopné alebo aspon neplodné. Tieto bariéry mozu byt rovnaké ako bariéry

medzi druhmi.

Najucinnejsou reprodukénou bariérou je priestorova izolovanost jednotlivych
cytotypov. V prirode vsak dochadza ku vzniku tzv. hybridnych zon, t.j. miest, kde sa
rozne cytotypy mozu krizit (Barton & Hewitt 1985, 1989, Harrison 1993). Pozname dva
typy takychto zon (Mayr, 1942, 1963, Harrison, 1990), jednak primarne, v mieste vzniku
polyploida z diploida, kde sa prirodzene nachadzaju obidve ploidie. Druhym typom je
sekundarna hybridna zona, ktora vznika na mieste, kde sa povodne vyskytovala iba
jedna ploidia a jedince druhej na toto miesto domigrovali. Sekundarne hybridné zény
su castejsie (Pettengill & Moeller 2012). Sonnleintner et al. (2010) skimali rozsirenie
diploidného, tetraploidného a hexaploidného cytotypu druhu Senecio carniolicus

a zistili, ze zavisi od zemepisnej Sirky a tiez, Ze jednotlivé cytotypy maji rozdielne



naroky na stanoviste. Arealy vyskytu tychto cytotypov sa prekryvali na rozsiahlych
kontaktnych zénach a v zmieSanych populaciach vznikali aj jedince dalsich trovni
ploidie (3x, 5%, 7x, 8x a 9x). Naopak, v studii Castro et al. (2012) ukazuju, ze diploidno-
hexaploidny komplex Aster amellus ma sice rozsiahlu kontaktni zénu, ale ak
medzicytotypové krizence vznikaju len na diploidnych materskych rastlinach, a tak
znizujui reprodukény tuspech tejto ploidie. Husband a Shemske (1998) skumali
cytotypové zlozenie populacii v tizkej kontaktnej zoéne diploidného a tetraploidného
cytotypu druhu Chamerion angustifolium. V kazdej populacii bol jeden cytotyp
dominantny, jedna bola uniformna. Vyslovili zaver, ze tato kontaktna zoéna je skor
mozaikovita ako prelinajica sa postupne. Stuessy et al. (2004) zistili, Ze kontaktné zony
diploidného a tetraploidného cytotypu druhov Melampodium cinereum a M. leucanthum
su velmi tuzke, areal vyskytu diploidného cytotypu je zapadnejsie ako tetraploidného.

Tato kontaktna zona je pravdepodobne primarna.

Prave na tychto miestach - hybridnych zoénach — ma zmysel skimat nielen
ostatné reprodukéné bariéry (Hu & Yeh 2014), ale aj evoluciu novych druhov (Hewitt
2011).

Jednou z najddlezitejsich prezygotickych bariér medzi réznymi cytotypmi je doba
kvitnutia (Jersakova et al. 2010, Castro et al. 2011, Husband & Shemshke 2000, Segraves
& Thompson 1999). Fenologia sa najcastejsie skima 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 kvitnut a
doba kvitnutia. Fenologicky prekryv 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
stidie na Heuchera grossulariifolia, ktora ma diploidny a tetraploidny cytotyp. Dizka
kvitnutia sa nelisila, ale doba kvitnutia sa nikdy Gplne neprekryvala. Prekvapivé je, ze
v zdhradnych podmienkach zacal kvitnat diploid o5 dni skor, zatialco na lokalite
Salmon River kvitli o 8 dni skdr tetraploidy (Segraves & Thompson 1999). Kvitnutie
diploidov a tetraploidov druhu Libidibia ferrea bolo asynchrénne v ramci aj medzi
cytotypmi. Na lokalite, kde sa vyskytovali oba cytotypy, kvitlo len niekolko
tetraploidnych jedincov v case, ked aj diploidy (Borges et al 2012). Diploidy
a tetraploidy Arrhenatherum elatius sa signifikantne lisili v dobe pociato¢ného kvitnutia

(Petit et al. 1997). Vsetky okrem 2 tetraploidnych genotypov prestali kvitnut skor ako
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Obr. 1 Rozdelenie reprodukénych bariér (upravené, podla web 3)

zacali kvitnut prvé diploidy. Trvanie kvitnutia bolo signifikantne dlhsie
u tetraploidov. Z globalneho hladiska sa z tychto $tadii neda odvodit, ze by tetraploidy

alebo diploidy kvitli skor, je to individualne u réznych druhov, dokonca aj u jedného
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druhu boli pozorované iné vysledky v prirode ako v umelo vytvorenych podmienkach

(Segraves & Thompson 1999).

Dalsou bariérou v krizeni mozu byt rozdiely v morfologii kvetov (Jersakova et
al. 2010, Segraves & Thompson 1999, Husband & Shemshke 2000). Jediny morfologicky
znak - dizku ostrohy merali u cytotypov Gymnadenia conopsea s.]. (Jersakova et al.
2010). Naproti tomu Segraves & Thompson (1999) merali 9 roznych vzdialenosti, ktoré
komplexne charakterizuji morfologiu kvetu Heuchera grossulariifolia. Husband
& Shemshke (2000) merali styri charakteristiky druhu Chamerion angustifolium. Vo
vSetkych spomenutych studiach boli signifikantné rozdiely medzi diploidmi
a polyploidmi. Morfologia kvetov diploidov a tetraploidov Libidibia ferrea je podobna,
ale st medzi nimi signifikantné rozdiely (Borges et al. 2012). Tetraploidy maja vo

vSeobecnosti vyssie hodnoty meranych charakteristik.

Dalsou bariérou v krizeni stivisiacou s morfologiou kvetu moze byt sila potrebna
k jeho otvoreniu nejakym silovym mechanizmom. Nenasla som §tudiu, ktora by sa touto
tematikou zaoberala v ramci cytotypov jedného druhu. Zaujimavou studiou tychto
mechanizmov je porovnavacia studia na Fabaceae. Koruna tejto celade pozostava zo
striesky, dvoch kridel a ¢lnku, ktory vznikol zrastenim dvoch korunnych lupienkov,
reprodukéné organy su kryté ¢lnkom (Cérdoba & Cocucci 2011). Opelovac sa dostane
k odmene tak, Ze odtla¢i bo¢né a spodné korunné lupienky, ktoré su pohyblivé, smerom
nadol. Tak sa odkryju reprodukcéné organy aj odmena a dostanu sa do kontaktu so
spodnou stranou opelovaca. U viacerych druhov z ¢elade Fabaceae Cordoba & Cocucci
(2011) skimali silu potrebnu k otvoreniu ich kvetov a hladali savislost so silou, ktora
opelovaci dokazu vyvinat. Pomocou pristroja, ktory si zhotovili, odmerali silu potrebna,
aby sa hmyz dostal k reprodukénym organom. Potom naskenovali korunné lupienky
a u kazdého merali 4 znaky: dlzku a $irku lupienku a $irku nechtu (zGzena ¢ast pri baze
lupienku) pri baze a uprostred. Dalej zmerali hmotnost a silu opelovacov, ktori boli
pozorovani pri opelovani. Pozorovali, Zze opelovaci (okrem jedného druhu) boli schopni
vyvinut ovela vacsiu silu ako bolo potrebné, aby sa dostali k odmene. Boli najdené silné
korelacie medzi jednotlivymi morfometrickymi znakmi a medzi morfometrickymi
znakmi a potrebnou silou na otvorenie kvetu. Obzvlast silné boli korelacie medzi

znakmi kridel a ¢Inku, ktoré sa najviac podielaju na otvaracom mechanizme kvetu.

Dalsim rozdielom medzi cytotypmi potencidlne fungujicim ako prezygoticka

bariéra moze byt mnozstvo a kvalita nektaru. Nektar je spolu s pelom najdolezitejsia
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odmena, ktoru krytosemenné rastliny ponukaju opelovacom, aby zaplatili za ich sluzby
(Simpson & Neff, 1983). Jeho zloZenie a mnozstvo mdze ovplyvnit atraktivitu kvetov pre
opelovacov. Davis et al. (1996) skimali nektar allotetraploidnej Brassica napus a B. rapa,
ktora ma 3 urovne ploidie: haploidnu, diploidna a tetraploidnd. Zmerali mnozstvo
nektaru u vsetkych ploidii. U B. rapa mnozstvo nektaru zaviselo od urovne ploidie:
najviac nektaru produkovali nektaria kvetov tetraploidov, najmenej haploidov. Davis et
al. (1994) skumali zloZenie nektiru vyssie uvedenych druhov. Nektar je tvoreny
prevazne glukézou a fruktézou, ich obsah vsak nie je zavisly na ploidii. Rozdiely
v mnozstve nektaru medzi cytotypmi jedného druhu by mohli mat vyznam ako
reprodukénd bariéra. Napriklad kvety s va¢sim mnozstvom nektaru (pravdepodobne
kvety polyploidov) by mohli lakat vacsich opelovacov alebo by mohli byt pre

opelovacov atraktivnejsie a mohli by ich navstevovat castejsie ako diploidné kvety.

Pel ako odmena pre opelovace mdze mat tiez vplyv na ich spravanie. Viacero
stadii ukazuje, Ze polyploidy maju vacsie bunky ako diploidy (Segraves & Thompson
1999, Stebbins 1950, Stebbins 1971). U rastlin sa velkosti dvoch nereduké¢ne sa deliacich
typov buniek, oblickovej bunky prieduchu a pelovych zin (Nagl 1978), bezne pouziva
na urcenie urovne ploidie blizko pribuznych diploidnych a polyploidnych druhov.
Butterfass (1987) vo svojej review uvadza, ze velkost pelovych zin u tetraploidov je
priemerne 1,49 az 2,11-krat vacsia ako uich diploidnych pribuznych. Vynimoc¢ne sa
velkost pelovych zfn u diploidov a polyploidov mdze prekryvat, co stazuje presné
odhadnutie urovne ploidie v niektorych pripadoch (napr. Lewis 1980, Small 1983,
Butterfass 1987, Brochmann, 1992, Tate & Simpson 2004). Tate & Simpson (2004) sa
domnievaju, Ze mensi pel u tetraploidov rodu Tarasa (Malvaceae) sa da vysvetlit zmenou
zivotnej formy z trvaliek u diploidov na jednoro¢né rastliny u tetraploidov a zmenou
sposobu opelovania z xenogamie u diploidov na autogamiu u tetraploidov. Ak by
velkost pelovych zfn bola zavisla od ploidie aj u skimaného druhu a zaroven by ich bol
na ty¢inkach rovnaky pocet alebo by sa ich tvorilo viac (bez ohladu na zmenu velkosti),
boli by tetraploidy teoreticky atraktivnejsie pre opelovacov. Pel je primarne zlozka
rozmnozovacieho 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 opelovacov.

Velmi uc¢innou prezygotickou bariérou medzi cytotypmi moze byt spravanie

opelovacov. Opelovace moézu preferovat jeden =z cytotypov, ktory je pre nich
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atraktivnejsi bud vzhladom (velkostou a sfarbenim kvetu), bud vonou alebo odmenou
(mnozstvo a kvalita nektaru). Odmena sama osebe vsak nestaci, pretoze bez vizualneho
alebo cuchového signalu nema opelovac¢ Sancu jedince roznych ploidii rozlisit. Na
druhej strane aj polyploidné druhy sa mozu Specializovat na iny druh opelovaca ako
matersky diploid. Opelovaci su pri skiumani tejto bariéry vzdy pozorovani v obdobi
kvitnutia oboch cytotypov v tu cast dna, kedy kvety navstevuje najviac opelovacov.
Zaznamenava sa druh opelovaca, pocet navstivenych kvetov na rastline a poradie
cytotypov, ktoré dany jedinec navstivil. Spravanie opelovacov Aster amellus sa
signifikantne lisilo medzi cytotypmi aj medzi studovanymi populaciami. Viac variability
ako cytotyp vsak vysvetlili populacie. V pritomnosti oboch cytotypov nebola
pozorovana preferencia opelovacov k jednému z cytotypov (Castro et al. 2011). V studii
Husband & Shemshke (2000) boli kvety tetraploidov navstevované castejsie ako keby sa
hmyz spraval nahodne. Prelietavanie z kvetu na kvet medzi kvetmi rovnakej ploidie
bolo castejsie ako sa predpokladalo podla modelu nahodného spravania. Podla
vysledkov studie (Segraves & Thompson 1999) sa navstevnost kvetov medzi ploidiami
Heuchera grossulariifolia nelisila. Obidva cytotypy boli priemerne navstivené 1,3-krat za
dobu pozorovania. Kombinacia opelovacov, ktoré navstivili dant 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 ¢astejsie ako
druhu. Prikladom opelovaca, ktory preferoval jednu z ploidii, 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 oznacili Borges
et al. (2012) tri druhy véiel. Dalsie dva druhy v¢iel boli zaradené do kategorie
prilezitostnych opelovacov. Jeden druh vcely sa niekedy spraval ako prilezitostny
opelovac, inokedy ako zlodej nektaru. Kolibriky, ktoré tiez obcas navstevovali vacsie

kvety tetraploidov, sa spravali ako prilezitostni opelovaci.

Sthrn vsSetkych bariér moézem zistit sledovanim semien na rastlinach
v zmieSanych populaciach. Analyzou ploidie semien alebo naklicenych semenacikov za
predpokladu, Zze rastliny st opelené umelo (bariéry typu rézna doba kvitnutia,
priestorova segregacia, preferencie opelovacov si eliminované) moézeme ziskat

informacie o postzygotickych bariérach medzi cytotypmi. Preto niektoré studie
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skiimaju aj semena z prirodzene opelovanych zmiesanych populacii aj umelo opeluju

(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 vzajomného krizenia
medzi cytotypmi umelt zmieSani populaciu. Rastliny nechali opelovat miestnym
hmyzom (opelovanie hmyzom - preferencie opelovacov nie su eliminované, pokus
skima aj prezygotické bariéry), ktory bol viac-menej rovnaky ako na poévodnych
lokalitach. Rovnako ako Husband a Shemshke (2000) zmerali cast semien Studovanych
rastlin na cytometri a zvySok pouzili na kli¢iaci pokus, aby nasledne zistili ploidiu
semenacikov. Z vysledkov stadie (Castro et al. 2011) je prekvapivé, Ze hexaploidné
matky mali vysoké percento aneuploidnych semien (medzi penta- a hexaploidmi).
Diploidy mali va¢sinu potomkov diploidnych. Husband a Shemske (2000) dokazali zo
zozbieranych dat zistit zavislost produkcie semien na dobe kvitnutia. Produkcia semien
diploidnych rastlin bola vyznamne vyssia u tych, ktoré kvitli len s inymi diploidmi.
Naopak, produkcia semien tetraploidov bola vyrazne vyssia u tych ktoré kvitli spolu
s diploidmi. Tento fakt by mohol suvisiet s tym, ze v Case, ked kvitna oba cytotypy,

uprednostinuju opelovaci tetraploidné rastliny.

Alternativny pristup pouzili Borges et al (2012), ktori skimali systém
rozmnozovania Studovaného druhu pomocou kontrolovanych opelovacich pokusov.
Vybrané kvety boli bud ru¢ne samoopelené, opelené pelom z iného jedinca rovnakej
ploidie alebo opelené pelom jedinca inej ploidie. Pre porovnanie boli pozorované aj
kvety opelované prirodzene. Podla vysledkov studie Borges et al. (2012) netvorili
diploidné jedince Libidibia ferrea plody po samoopeleni, ale plodili dost uspesne po
opeleni inymi jedincami rovnakej ploidie. Tetraploidné jedince tvorili malé mnozstvo
plodov po samoopeleni a podobné mnozstvo po opeleni inym jedincom rovnakej
ploidie. Po krizeni rastlin sréznou ploidiou nevznikli Ziadne semena. Diploidy aj
tetraploidy tvorili prirodzene malo plodov. Nasledne bola vypocditana uspesnost
reprodukcie ako pomer percent plodov vyprodukovanych prirodzenou cestou a tych,
ktoré vzisli z opelovacich pokusov. Vzhladom na rozdiely v produkcii plodov po
opelovacich pokusoch sa uspesnost reprodukcie cytotypov vyrazne lisila. Tiez

porovnali pocet semien v plode. Diploidy tvorili viac semien na plod ako tetraploidy.

Porovnanie vsetkych reprodukénych bariér u Aster amellus ukazalo, ze

najvyznamnejs$ie su bariéry po opeleni (izolacia gamét, nizka zivotnost hexaploidnych
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semien a/alebo neschopnost tetraploidnych rastlin dokoncit Zivotny cyklus) a druhym
najvyznamnejs$im faktorom je priestorova segregacia (Castro et al. 2011). U Gymnadenia
conopsea nebola okrem c¢iastoc¢nej bariéry vyplyvajucej z fenologie kvitnutia najdena
dalsia prekazka v krizeni cytotypov. Z toho vyplyva, Ze utohto druhu budu tiez
prevladat postzygotické bariéry (Jersakova et al. 2010). U Chamerion angustifolium mali
podla Husband & Shemshke (2000) signifikantny vplyv na prezygotické bariéry
v zmieSanych populaciach fenologia kvitnutia a spravanie opelovacov. Velmi zaujimavy
pohlad na reprodukéné bariéry medzi ploidiami tohto taxénu ponuka review autorov
Husband & Sabara (2003), ktori reprodukéné bariéry rozdelili na viacero zloziek:
geograficka izolovanost, rozna doba kvitnutia, vernost opelovacov, selekcia gamét a
postzygotické bariéry; nasledne kazdu zlozku vyjadrili pomocou koeficientu a vyslednu
uroven reprodukénych bariér medzi ploidiami Chamerion angustifolium vyjadrili ako
kombinaciu tychto zloziek. Tato vysledna aroven bola vysoka, k ¢comu najviac relativne

prispela priestorova izolovanost a vernost opelovacov.

Vyssie sa ukazalo, Ze reprodukéné bariéry st zaujimavou témou. Preskiimana je
vs$ak len na niekolko malo systémoch, aj to sa nie vzdy skumali vSetky typy bariér, preto
som sa rozhodla tiez zaoberat touto problematikou a ako modelovy systém som si
zvolila diploidno-tetraploidny komplex druhu Vicia cracca, pretoze chcem nadviazat na
pracu Elidsovej (2008), ktora podrobne preskimala arealy rozsirenia jednotlivych
cytotypov aj morfologické rozdiely v stavbe kvetu a tieto poznatky su uzitocné pri

dalsom skumani reprodukénych bariér.

1.2 Ciele prace

Cielom tejto prace je pomocou Stidia reprodukénych bariér popisat
najvyznamnejsie z nich medzi diploidnymi a tetraploidnymi jedincami Vicia cracca.

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

(2) Su nejaké morfologické rozdiely medzi kvetmi cytotypov? Ak ano, dokazu

ich opelovaci rozoznat?

(3) Je rozdiel vdennej produkcii azlozeni nektaru medzi diploidnymi

a tetraploidnymi kvetmi?
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(4) Tvoria tetraploidy vacsie pelové zrna? Je rozdiel v pocte pelovych zin

u réznych cytotypov?

(5) Aka je frekvencia vzniku kriZencov v potomstve rastlin zo zmieSanych

porastov? Aky je vyznam postreprodukénych bariér medzi cytotypmi?
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2 Metodika

2.1 Studovany taxoén

Rod Vicia sa vyskytuje v miernom pasme severnej pologule a v tropoch Juznej
Ameriky. Najvyssia druhova diverzita je sustredena v stredomori a na Kaukaze, centrum
povodného rozsirenia vsak nie je znamy (El-Shanshoury & Soliman 1996).
O taxonomické rozélenenie tohoto rodu sa pred 38 rokmi pokusila Kupichova (1976).
Podla pritomnosti nektarii a velkosti sikveti ho rozdelila na dva podrody Vicia L. a
Vicilla (Schur) Rouy. Druhy s nektariami na spodnej strane palistov, vacsinou
jednokvetymi sukvetiami vzdy krat$imi ako protilahly list zaradila do podrodu Vicia
a druhy bez nektarii, s viackvetymi sukvetiami rovnako dlhymi alebo presahujucimi
protilahly list zaradila do podrodu Vicilla. Podrod Vicia podla jej ¢lenenia obsahoval 32
druhov v 5 sekciach, podrod Vicilla 101 druhov v 17 sekciach. V jej ponimani je podrod
Vicilla specializovanejsi (El-Shanshoury & Soliman 1996). Tento koncept je aZ na malé
upravy, ktoré navrhol Jaaska (2005), zachovany dodnes, pre podrod Vicilla sa vsak
pouziva nazov Cracca. V tomto podrode su 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). V. cracca je plaziva trvalka. Je povodna v celej Eurazii, jej sicasné
rozsirenie je ale ovela rozsiahlejsie, kedZe bola introdukovana do Severnej Ameriky,

Australie a na Novy Zéland.

V. cracca (obr. 2) je vytrvala popinava rastlina, ktora dorasta az do vysky 2 m
(web 1, Aarssen 1986). Casto tvori husté porasty. Jasne zelené listy st perovito zlozené
z 8-12 parov ciarovitych az uzko podlhovastych listkov s konc¢istym vrcholom dlhych 5-
10 mm a paru uponkov na konci kazdého listu. Listy st priblizne 3-8 cm dlhé. Pocetné
fialové alebo modré bilateralne symetrické kvety su relativne malé (1,5 cm) a nahusto
usporiadané v jednostrannom strapci. Kvet ma stavbu typicka pre Fabaceae: jeden

korunny lupienok v tvare striesky, dva postranné v tvare kridel a dva zrastené do ¢lnku.
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Hoci sa v pokusoch Eliasovej (2008) ukazalo, ze V. cracca je autokompatibilna, existuje
mechanizmus vynucujuci kriZzenie. Tycinky sa u cCelade Fabaceae otvaraju pred
otvorenim kvetu a pel je uloZeny na konci ¢lnku okolo vrchnej ¢asti ¢nelky (Endress
1994). Ked opelovac pristava na ¢lnku, ten sa posunie nadol, aby sa blizna a ty¢inky
obnazili. Pel je potom vymeteny zo Spicky ¢élnku ochlpenou Spickou ¢nelky. Pel
obklopujuci bliznu vsak nemoéze klicit, kym otvoreny kvet nie je navstiveny
opelovacom, pretoze blizna je pokryta membranou, ktora sa narusi az procesom

opelovania (Endress 1994).

Obr. 2 V. cracca (foto: autorka)
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Plodom V. cracca je plochy 2-3 cm dlhy svetlohnedy struk s malym poctom
gulatych tmavych semien, ktory ked dozrie, praskne do dvoch skratenych polovic.
Semena majt 2,5-3,5 mm. Druh sa vyskytuje na otvorenych priestranstvach a pozdiz

ciest (web 1, Aarssen 1986).

Rozsirenie cytotypov V. cracca v Ceskej republike, v Nemecku, Rakusku a na
Slovensku skuimali Travnic¢ek et al. (2010). Vo volnej prirode moézeme beZne najst
tetraploidy a diploidy. V zapadnej casti skimaného tizemia dominujua tetraploidy, vo
vychodnej diploidy. Prechodné tzemie medzi cytotypmi, na ktorom sa nachéadzalo 7%
sledovanych populacii, lezi na hraniciach Ceskej a Slovenskej republiky. Rozsirenie
cytotypov druhu sa za poslednych 40 rokov vyrazne nezmenilo. Jedinou zmenou, ktora
bola zaznamenana, je vyhynutie diplodov v juznych Cechach. Triploidny cytotyp je
u druhu Vicia cracca velmi vzacny, Eliasova (2008) nasla len osem jedincov vo vzorke
6613 skiamanych jedincov zo Styroch krajin. Tento fenomén chcela vysvetlit, preto
umelo parila diploida s tetraploidom, triploidné semena vsak nevznikli. Z toho vyplyva,

ze krizeniu medzi cytotypmi brania silné prezygotické alebo postzygotické bariéry.

2.2 Reprodukcné bariéry

2.2.1 Urcovanie urovne ploidie

Uroven ploidie bola zistovana prietokovou cytometriou. Postupovala som podla
protokolu Galbraith et al. (1983) s pouzitim Ottovych pufrov (Otto 1990). Jadra som
uvolnila sekanim 3 semien alebo 0,5 cm? ¢erstvého listu V. cracca a 0,5 cm? listu Pisum
sativum (referen¢ny Standard, 2C=8.76 pg, Greilhuber et al. 2007) Zziletkou 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
obsahujicim 1 ml Ottovhoo pufru II (0,4 M NaHPOs), 4 mg.ml! DAPI a 2 mg.ml™! B-
merkaptoetanolu. Po piatich mindtach inkubacie boli vzorky analyzované v Ploidy
analyser II (Partec GmbH, Miinster, Germany) so zdrojom svetla HBO UV mercury arc
lamp s excitacnym ziarenim v UV spektre. Fluorescencia minimalne 3000 jadier bola

analyzovana 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 ucelom urcenia miery prekryvu doby kvitnutia diploidného a tetraploidného
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cytotypu som pozorovala jedince so znamou ploidiou pestované v botanickej zahrade
Prirodovedeckej fakulty Univerzity Karlovej v Prahe. Zaznamenavala som pre kazda
rastlinu pocet sukveti v $tadiu pukov, kvitntcich sikveti a cerstvo odkvitnutych

sukveti. Rastliny som pozorovala od 14. juna 2013 do 2. augusta 2013 2-krat tyzdenne.

J’

Obr. 3 Sumracnik hrdzavy, Ochlodes sylvanus (foto: autorka)

2.2.3 Spravanie opelovacov
Opelovace boli pozorované vo vegetacnych sezéonach vrokoch 2013 a2014
v Prithoniciach (Stredocesky kraj, Ceska republika), kde sa prirodzene vyskytuje
tetraploidny cytotyp a vo vegetacnej sezone v roku 2014 na Bud¢i (Banskobystricky
kraj, Slovenska republika), kde sa prirodzene vyskytuja prevazne diploidy, v 6,5 km
vzdialenom Trfni bola najdend aj lokalita so zmieSanou populaciou diploidov
a tetraploidov (Eliasova 2008). V roku 2013 som nahodne rozmiestnila 10 diploidov a 14
tetraploidov, v roku 2014 boli kvetinace rozmiestnené podla schémy znazornenej na obr.
¢. 4. Vroku 2013 prebiehali pozorovania 5 dni v dopoludnajsich hodinach v obdobi
medzi 28. 6. a 10. 7. Leto v roku 2013 bolo extrémne hortce a kedZe som premiestnovala

¢repniky s pozorovanymi vikami, ktorych korene boli vrastené do zeme pod ¢repnikom,
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rastliny prisli o cast korenov auz po prvom tyzdni zacali vysychat. Preto boli
pozorovania 10. 7. ukoncené. Na Budci v roku 2014 boli opelovace pozorované 21. 6.
poobede a od 22. 6. do 25. 6. celé dni. V Prithoniciach v roku 2014 prebiehali pozorovania
od 14. 7. do 17. 7. prevazne v doobednych hodinach, 15. 7. az do 13:30. Vzdy bol
zaznamenany typ opelovaca, ¢as kedy priletel na prvy kvet, sekvencia rastlin, ktoré

navstivil a ku kazdej navstivenej rastline pocet opelenych kvetov.
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Obr. 4 Schéma rozmiestnenia kvetinacov s jedincami V. cracca réznej ploidie: prazdne
koliesko, diploid; plné koliesko, tetraploid.

Obr. 5 Pieskarka, Andrena sp. (foto: autorka)
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2.2.4 Analyza semien zo zmiesanej populacie

Za ucelom zistenia takmer celkovej miery reprodukénej izolovanosti (okrem
priestorovej) som analyzovala semena zumelej zmiesanej diploidno-tetraploidne;j
populacie V. cracca, ktora zalozila Anezka Eliasova v Ostrave. Rastliny v tejto populacii
boli vypestované zo semien, ktoré ElidSova zozbierala na lokalitach prirodzeného
vyskytu druhu. Rastliny pestované vo vegetacnej sezéone 2008 pochadzali z 21 lokalit,
z ktorych bolo 9 diploidnych, 8 tetraploidnych a 3 zmiesané. Vo vegetacnej sezone 2011
pochadzali rastliny z piatich zmiesanych populacii. Vybrala som 20 diploidnych a 20
tetraploidnych rastlin (zoznamy vybranych rastlin s v tabulkach ¢. 1 a 2) z kazdej
z dvoch vegetacnych sezon (2008 a 2011), desat semien kazdej z tychto rastlin som
zmerala na cytometri a dalsich desat nechala naklicit v rastovej komore (cyklus 12 hod
7°C, 12 hod 20°C). Pred kli¢enim som semena asi 5 minut brusila Smirglovym papierom,
aby som imitovala mechanické narusenie v prirode. Po Siestich tyzdnoch som zmerala
ploidiu semenacikov, ktoré vykli¢ili. Ploidiu semien aj semenacikov z vegetacnej sezony
2008 som merala v Botanickom ustave v Pruhoniciach 6. 2. 2012. Ploidiu semien
z vegetacnej sezony 2011 som merala na Univerzite v Innsbrucku v méji 2013 a ploidiu

semenacikov z tejto sezony som urcila v Prithoniciach 21. 6. 2013.

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

kod kod kod
rastliny ploidia |rastliny ploidia |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 59 9 4
10_6 2 36_3 4 88_4B 4
10_7 2 43 2 4 M2 4
15_1 4 45_1 4 M3 4
301_8A 2 46_1 4 M4 4
M5 4
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Tabulka 2 Kédy a ploidia materskych rastlin zo zmiesanej populacie v Ostrave
z vegetacnej sezony 2011, prvé 3 pismena v kode rastliny oznacuje populaciu, z ktorej pochadza

kod kod kod
rastliny ploidia |rastliny ploidia |rastliny ploidia
Mach17Z |2 Mak4N 4 Svr31N 1
Mach22Z |2 Mak4Z 4 Svr43Z 4
Mach33Z |2 Rak19N 4 Svr44Z 1
Mach39Z |2 Rak19Z 4 Vys11Z 2
Mak14N 4 Rak23Z 2 Vys17Z 2
Mak14Z 4 Rak24Z 4 Vys1Z 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 Svr12Z 4 Vys37Z 4
Mak36Z 4 Svr19Z 4 Vys38Z 4
Vys4Z 2

2.2.5 Produkcia nektaru

Kvety, ktorych produkciu nektaru som skumala, som jeden den zabalila do
nylonového vrecuska a na druhy den alebo na treti den v tom istom case odobrala
mikrokapilarnou pipetou nektar. Takto som zistila produkciu nektaru za den (prip. dva
dni). Produkciu nektaru som merala u diploidov a tetraploidov, na kazdej rastline vzdy
v troch kvetoch. 26. juna 2014 som merala 2-dnova produkciu nektaru na dvoch
diploidnych a dvoch tetraploidnych rastlinach a 1-dnova na dvoch tetraploidnych
rastlinach. 5. jula 2014 som merala 1-diiovu produkciu nektaru na desiatich diploidnych
a siedmich tetraploidnych rastlinach. Pripadny rozdiel v produkcii nektaru by mohol

vysvetlit spravanie opelovacov.

2.2.6  Velkost pelovych zin a ich mnozstvo

Zo styroch diploidnych a styroch tetraploidnych jedincov z réznych populacii
som odobrala po jednom sukveti a nasla na nom pod lupou OLYMPUS S261 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 niekolko pelnic (dve az pat) atie som jednotlivo
umiestnila na podlozné sklicka. Nasledne som pridala kvapku fuchsinu a nechala 10
minut posobit. Ked boli pelové zrna nafarbené, polozila som na preparat krycie sklicko

a roztlacila pelnicu potukanim ihly. Na takto pripravenych preparatoch som spocitala
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pelové zrna pod mikroskopom OLYMPUS BX 53 pri 200-nasobnom zvacseni. Podobne
som pripravila preparaty na meranie velkosti pelovych zfn, pouzila som vsak kvitnuce
kvety, v ktorych je pel uz zrely a ma teda maximalnu velkost. Pri priprave jedného
sklicka som pouzila viac pelnic z jedného 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 ramci ploidii tak, ze som krizila vzdy
rastliny z réznych populacii arobila som aj medzicytotypové krizenie. Sukvetia sa
v Case, ked su este kvety v stadiu pukov, zabalia do nylonovych vrecisok, aby sa
zabranilo pristupu opelovacov. V den opelovania sa odstranili vrectuska zo sukveti, ktoré
mali byt vzajomne opelené a zo sukveti sa odstranili vSetky kvety okrem piatich prave
kvitnucich. Pocet odstranenych kvetov bol zaznamenany. Z piatich kvetov bola kvoli
lepsiemu pristupu k pohlavnym castiam 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 dalsimi Styrmi
dvojicami kvetov a stetcov. Opelené kvety boli znovu zabalené do nylonovych vrectisok
az do doby, kym sa nevyvinuli plody. Umelé opelovanie som robila 12. a 13. juna 2014.
Jednotlivé krizenia st zaznamenané v tabulke ¢. 3.

Tabulka 3 Umelé opelovanie rastliny 1 a rastliny 2, ploidia 1 a 2- ploidia rastliny 1 a 2,

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

datum |rastlina 1 ploidia odstr. kv. 1|rastlina 2 |P loidia odstr. kv. 2
12. 6. [4VCN 2/2/3 |4 11h+12d [2VC3/8/3 2 1h+12d

12. 6. [4VCN 2/2/3 |4 11h+13d [2VC2/4/3 2 4h+22d

12. 6. [4VCN 2/2/3 |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 |4VCNZ2/2/3 (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
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2.3 Analyza dat

2.3.1 Fenologicka izolacia

Podla Husband & Schemske (2000) som vypocitala koeficient prekryvu kvitnutia
cytotypov a graficky znazornila fenologiu cytotypov. Aby som graficky znazornila
krivky kvitnutia, vyjadrila som pocet kvitnacich kvetov na cytotyp pocas jedného
pozorovania ako percento z maximalneho poctu kvitnucich kvetov v jedno pozorovanie
na cytotype. Koeficient prekryvu kvitnutia som spocitala tak, Ze som si najskor pre
kazdé pozorovanie a pre oba cytotypy vyjadrila pocet kvitnacich 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 kvitnucich kvetov a tieto hodnoty som scitala. Tento koeficient,
ktory vyjadruje cast krivky kvitnutia, ktora sa prekryva, sa rovna nule, ked je kvitnutie

uplne asynchroénne a jednotke, ked sa kvitnutie tplne prekryva.

2.3.2  Spravanie opelovacov

Jednotlivé pozorovania som pre lepsiu orientaciu oznacila "Prihonice 1"
(pozorovania v roku 2013), "Prithonice 2" (pozorovania v roku 2014) a "Bud¢a”. 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). Najskor som pomocou kontingencnej tabulky v programe Micosoft
Excel 2007 vypisala pre kazdé z 3 pozorovani kolko 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 vyberaju kvety co sa tyka ploidie nahodne.
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Obr. 6 Cmel Bombus pascuorum (foto: autorka)

Dalsim testom som zistovala pre kazdé pozorovanie, ¢i z niektorého cytotypu
Castejsie odletel opelovac pre¢ z pozorovaného zahonu oproti nahodnému spravaniu.
Znovu som pouzila kontingenc¢nu tabulku (Micosoft Excel 2007), do ktorej som vypisala
pocty letov zdiploida na dalsiu rastlinu, z diploida von zo zahonu a rovnako pre
tetraploidov. Nasledne som Yatesovym korigovanym Chi-kvadrat testom testovala
hypotézu HO:, Ze sa opelovace, ¢o sa tyka preletov a odletov spravali nahodne. Tymto
testom moézem zistit (ak by som hypotézu HO0: zamietla), Ze niektory cytotyp je
atraktivnejsi, a preto po jeho navsteve ostane opelova¢ na zahone so signifikantne

vacsou pravdepodobnostou ako ked navstivi druhy cytotyp.

Dalsia zaujimava otazka, je ¢i st diploidné alebo tetraploidné rastliny
navstevované signifikantne cCastejSie a ¢i je priemerny pocet navstivenych kvetov
u jednej ploidie vyrazne vyssi. Stanovila som si dve hypotézy H03: Obidve ploidie st
navstevované rovnako casto; a H04: Priemerny pocet navstivenych kvetov pri jednej
navsteve opelovaca nie je zavisly na ploidii. Pomocou kontingenc¢nej tabulky (Micosoft
Excel 2007) som si vypisala pre kazdu rastlinu v ramci 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
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navstev som pouzila Poissonove rozdelenie a pre priemerny pocet kvetov Gamma

rozdelenie.

Obr. 7 Cmel Bombus lucorum (foto: autorka)

Dalsia otazka, na ktori sa mdzeme s takto zozbieranymi datami pytat je, ¢i
jednotlivé druhy opelovacov preferuji niektory z cytotypov V. cracca. Stanovila som si
hypotézu HOs: Testovany druh opelovaca nema ziadnu preferenciu voci ploidii. Do
kontingencnej tabulky (Micosoft Excel 2007) som pre 2 pozorovania (Prtthonice 2 a
Budca) vypisala pre kazdy druh opelovaca pozorovany pocet navstev diploidnych
a tetraploidnych rastlin. Potom som si vypoditala o¢akavané hodnoty a Chi-kvadrat

testom testovala pre kazdy druh opelovaca hypotézu HOs.

Dalsia otazka, ktord sa na zaklade dat z pozorovania opelovacov poktisim zodpovedat,
je ¢i niektory druh opelovaca preferuje jeden z cytotypov. Hypotéza HO¢ predpoklada,
ze kazdy opelovac si vybera opelovanu rastlinu nahodne. Tato hypotézu som testovala
na datach zpozorovani "Pruthonice 2" a"Budca". Pomocou kontingencnej tabulky
(Micosoft Excel 2007) som si vypisala pre kazdého opelovaca pocet navstev na
diploidnych a tetraploidnych rastlinaich. Potom som vypocitala ocakavany pocet

navstev a Chi-kvadrat testom testovala, ¢i sa o¢akavané a pozorované hodnoty lisia.
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Obr. 8 Cmel Bombus humilis (foto: autorka)

Déta z lokality Bud¢a som analyzovala aj podla druhu opelovaca. Vybrala som
troch najcastejsich opelovacov (Bombus pascuorum, B. leucorum a Andrena sp.)
a testovala dve hypotézy: HO7: Proporcie preletov medzi ploidiami ku vSetkym preletom
su uvsetkych druhov opelovacov rovnaké. aHOs: Proporcia navstivenych
tetraploidnych rastlin je u vSetkych druhov opelovacov rovnaka. Z dévodu prevahy
jedného druhu opelovaca sa na ostatnych lokalitach nedali data spracovat tymto
sposobom. Skor, ako som data testovala som upravila pocet preletov medzi ré6znymi
ploidiami z doévodu nerovnakych vzdialenosti k okolitym jedincom. Rastliny rovnake;j
ploidie boli v2-krat dalej (vid obr. 4), preto som pocet preletov medzi roznymi ploidiami
vydelila v2. Hypotézy som potom testovala v programe R (ver. 3.1.1.) Kruskal-
Wallisovym chi kvadrat testom. Proporcie navstivenych tetraploidnych rastlin som
testovala aj po dvojiciach (vZdy dva opelovace medzi sebou), aby som zistila, kde je

variabilita.

29



Obr. 9 Modracik ¢iernoskvrnny, Phengaris arion (foto: autorka)

2.3.3 Produkcia nektaru

Vysledky merani jednodnovej a dvojdnovej produkcie som analyzovala kazdé
zvlast. Podla hyotézy HO9 by sa produkcia (jednodriova aj dvojdnova) nektaru diploidov
a tetraploidov nelisila. Tato hypotézu som testovala v programe R (ver. 3.1.1.) pomocou
zovseobecneného linearneho modelu (GLM) oboch veli¢in v zavislosti na ploidii. Pouzila

som Gamma rozdelenie.

2.3.4 Velkost pelovych zfn a ich mnozstvo
Velkost pelovych zfn je charakterizovana dvoma odmeranymi veli¢inami (dlzka
a Sirka, resp. najdlhsi a najkratsi priemer) a jednou vypocitanou — plosny obsah elipsy
(S=abm). Hypotéza HO01o, ktorti som testovala v programe R (ver. 3.1.1.) zovSeobecnenym
linearnym modelom, znie: Veli¢iny dizka, sirka a obsah pelového zrna nie st zavislé na
ploidii. Pouzila som normalne rozdelenie. Hypotézu H011 (pocet pelovych zin v jednej
pelnici je nezavisly na ploidii) som tiez testovala v programe R (ver. 3.1.1.)

zovSeobecnenym linearnym modelom, pouzila som vsak Poissonovo rozdelenie.
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Obr. 10 Mlynarik repovy, Pieris rapae (foto: autorka)

2.3.5 Zlozky reproduk¢nej izolacie

Podla Husband & Sabara (2003) som vypocitala koeficienty reprodukénej
izolacie:

zmiesané

° riestorovej RI =RI;=1-
P ) Rlgeogr ! vsetky

, kde zmiesané je pocet zmieSanych

diploidno-tetraploidnych populacii a vsetky je pocet vsetkych populacii;

spolu
vietky’

e casovej Rlphen= Rlo= 1-

ploidie a vsetky je pocet vsetkych dni, kedy kvitli

rozne
vsetky

e a zapriCinenej spravanim opelovacov Rlpollinator=RI3= 1-

kde spolu je pocet dni, kedy kvitli obidve

. kde rozne

je upraveny pocet preletov medzi réznymi ploidiami, aby sa vyvazila

nerovnomernost rozmiestnenia v pokuse s pozorovanim opelovacov a

vsetky je pocet vsetkych preletov medzi rastlinami.

Podla Ramsey et al. (2003) som vypocitala koeficient celkovej reprodukéne;j

izolacie Rltotai=%1-, A C;, kde ACy=RI, (I-S1L AC)).
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3 Vysledky

3.1 Reprodukcné bariéry

3.1.1 Analyza semien a semenacikov zo zmiesanej
populacie

Vysledky analyz ploidie su uvedené v tabulkach ¢. 4 a 5.

Tabulka 4 Vysledky merania ploidie semien zo zmiesanej populécie diploidnej a tetraploidnej V.
cracca ziskané metodou prietokovej cytometrie

Celkovy pocet
Pocet rastlin skimanych Ploidia semien
semien

Ploidia materskej
rastliny

Vegetacna sezéna 2009

diploid 20 180 diploidy: 180

tetraploidy: 179

tetraploid 20 180 aneuploid: 1

Vegetacna sezoéna 2011

Diploid 20 200 diploidy: 200

tetraploidy: 197

Tetraploid 20 200 aneuploidy: 3

Tabulka 5 Vysledky merania ploidie semenacikov zo zmieSanej populacie diploidnej
a tetraploidnej V. cracca ziskané metodou prietokovej cytometrie

Ploidia materskej y , Poce,t . Ploidia
. Pocet rastlin vykli¢enych o
rastliny o semenacikov
semenacikov

Vegetacna sezéna 2009

Diploid 20 145 diploidy: 145

tetraploid 16 * 74 tetrap101‘dy: 72
aneuploidy: 2

Vegetacna sezéna 2011

. diploidy: 99

Diploid 20 107 tetraploidné: 8

Tetraploid 20 164 tetraplm‘dy: 163
aneuploiy: 1

*od 4 materskych rastlin Ziadne semeno nevyklic¢ilo
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Na obrazkoch ¢. 11, 12 a 13 st vystupné grafy z programu Flomax (ver. 2.4d)
zobrazujuce diploida, tetraploida a aneuploida so standardom Pisum sativum na hodnote

200.

20

90

60

30 4

Obr. 11 Analyza semien diploidnej V. cracca

90 4
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30+
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Obr. 12 Analyza semien tetraploidnej V. cracca
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Obr. 13 Analyza semien tetraploidnej a aneuploidnej V. cracca
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3.1.2 Fenologicka izolacia
Koeficient prekryvu kvitnutia diploidov a tetraploidov je 64%. Fenoldgia je
znazornena na grafe ¢. 1. Diploidy a tetraploidy zacali kvitnut spolu, ale maximum
otvorenych kvetov je u tetraploidov 09 dni neskor ako u diploidov. Diploidy kvitli

o jedno pozorovanie dlhsie.
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Graf 1 Fenologia kvitnutia diploidov (modré stipce) a tetraploidov (Cervené stipce) na
zaklade pozorovani zmies$anej populacie Vicia cracca dva krat tyzdenne v kontrolovanych
zahradnych podmienkach. Pocet kvitnucich kvetov kazdy pozorovany den je vyjadreny ako
percentualna ¢ast z maximalného poctu kvetov kvitniucich pri jednom pozorovani (pre diploidy
to bolo 26. 6., pre tetraploidy 5. 7.).

3.1.3 Priestorova izolacia

Eliasova (2008) urcila ploidiu celkovo u 6 613 rastlin z 261 populacii. 180
populacii (68,96 %) bolo tetraploidnych a 61 populacii (23,37 %) bolo diploidnych. 18
populacii (6,9 %) pozostavalo z jedincov oboch ploidii. V dalsich dvoch diploidnych
populaciach (0,77 %) bolo najdenych 8 triploidov. Koeficient priestorovej izolacie je

podla tychto dat Rlgeogr=0,931.

3.1.4 Spravanie opelovacov
Hypotézu HO:: Opelovace si vyberaju kvety ¢o sa tyka ploidie nahodne.
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 ¢. 8).
V Ziadnom pripade sa av$ak nepodarilo potvrdit alternativnu hypotézu, tj. ze opelovace

preferencne preletuju medzi rastlinami rovnakej ploidie. Z kontingen¢nych tabuliek
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(tabulka ¢. 6 a 7) totiz vidime, Ze v tychto dvoch pripadoch (Prtthonice 2 a Budca)
signifikantne viac opelovacov prelietavalo medzi rastlinami roéznych ploidii ako v ramci
ploidie. Pre pozorovanie "Prihonice 1" nebol ani jeden test signifikantny, co znamena
Ze som neobjavila ziadny "pattern", podla ktorého si opelovace vyberaju cytotyp dalsej

navstivenej rastliny.

Tabulka 6 Kontingenc¢na tabulka pre lokalitu Prihonice 2 ukazuje vyrazne vyssi pocet
preletov medzi ploidiami na vedlajsej diagonale ako v ramci ploidie, v zatvorke st uvedené
pocty preletov po korekcii vydelenim ¢islom v2 kvéli nerovnakej vzdialenosti medzi rastlinami
rovnakej a roznej ploidie

Selekcia Ploidia vychodzej

cytotypov rastliny

Ploidia cielovej Celkovy
rastliny 2X 4x sucet

2x 49 102 (72) | 151 (121)
4x 94 (66) 58 152 (124)
Celkovy sucet 143 (105) 160 (130) | 303 (235)

Tabulka 7 Kontingen¢na tabulka pre lokalitu Budc¢a ukazuje vyrazne vys$si pocet
preletov medzi ploidiami na vedlajsej diagonale ako vramci ploidie, v zatvorke st uvedené
pocty preletov po korekcii vydelenim ¢islom v2 kvoli nerovnakej vzdialenosti medzi rastlinami
rovnakej a roznej ploidie

Selekcia Ploidia vychodzej
cytotypov rastliny
Ploidia cielovej Celkovy
rastliny 2X 4x sucet
2x 127 288 (204) | 415 (331)
4x 294 (208) 126 420 (334)
Celkovy sucet 421 (335) 414 (330) | 835 (665)
Tabulka 8 Vysledky testov selekcie cytotypov, hodnoty oznacené hviezdickami s
signifikantné
Selekcia cytotypov
Test Yatesov kor.
Lokalita Chi-kvadrat | p hodnota
Prihonice 1 | 0.62 0.4304
Prihonice 2 | 25.09 <0.001***
Budca 128.04 <0.001***

Na zaklade testovania odletov a preletov sa neda povedat, ze by bol niektory

cytotyp atraktivnejsi pre opelovace tak, Ze by ich inspiroval zostat na zdhone namiesto
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toho, aby odletel. Ani na jednej lokalite ani v jednej sezéne nebol pouzity Yatesov

korigovany Chi-kvadrat test signifikantny (vid tabulka ¢. 9).

Tabulka 9 Vysledky testov atraktivity cytotypu pre jednotlive pozorovania

Atraktivita cytotypu
Test Yatesov kor.
Lokalita Chi-kvadrat | p hodnota
Prithonice 1 ] 0.13 0.7173
Pruhonice 2 | 0.12 0.7297
Budc¢a 2.51 0.1129

Hypotézy H03: Obidve ploidie si navstevované rovnako casto. a H04: Priemerny
pocet navstivenych kvetov pri jednej navsteve opelovaca nie je zavisly na ploidii.
nemozno zamietnut ani pre jedno pozorovanie (vid tabulka ¢. 10). Opelovace sa teda
z celkového pohladu nespravali vyrazne inak ako nahodne.

Tabulka 10 Vysledky ANOVY testujuicej vplyv ploidie na pocet navstev na rastline a na
priemerny pocet navstivenych kvetov

Pozorovanie | Testovana veliCina Deviance | Resid. Df | p(chi)

Prithonice 1 | pocet navstev na rastline | 3,063 21 0,08000
priemerny pocet

Prithonice 1 | navstivenych kvetov 0,3472 21 0,28440

Prithonice 2 | pocet navstev na rastline | 1,942 16 0,16300
priemerny pocet

Prithonice 2 | navstivenych kvetov 0,08475 16 0,47053

Budca pocet navstev na rastline | 0,13 19 0,72000
priemerny pocet

Budca navstivenych kvetov 0,0208 19 0,76730

Tabulka 11 Vysledky Chi-kvadrat testu testujiiceho rozdiel v pocte navstev rastlin
medzi diploidnymi a tetraploidnymi rastlinami pre jednotlivych opelovacov na lokalite Budca
(pozorovany pocet navstev diploidov - 02 a tetraploidov - o4, ocakivany pocet navstev

diploidov- e2 a tetraploidov- e4)

Opelovac 02 |04 |e2 ed 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) 7 8 7.77677768 | 7.2232223 | 0.688126
Hymenoptera 2 2 2.07380738 | 1.9261926 | 0.941124
Phengaris arion (obr. 10) 9 8 8.81368137 | 8.1863186 | 0.927938
Ochlodes sylvanus (obr. 3) | 4 4 414761476 | 3.8523852 | 0.916812
Pieris rapae (obr. 11) 4 2 3.11071107 | 2.8892889 | 0.467473
Andrena sp. (obr. 5) 365 | 288 | 338.549055 | 314.45095 | 0.038301"
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Signifikatne sa oproti ocakavnym hodnotam lisi spravanie dvoch druhov na
lokalite "Budéa": ¢émela Bombus pascuorum a pieskarky Andrena (vid tab. 11). Cmel
navstevuje Castejsie tetraploidné rastliny a pieskarka diploidné. Na lokalite "Prithonice

2" sa spravali jednotlivé druhy opelovacov nahodne (vid tab. 12).

Tabulka 12 Vysledky Chi-kvadrat testu testujiiceho rozdiel v poéte navstev rastlin
medzi diploidnymi a tetraploidnymi rastlinami pre jednotlivych opelovacov na lokalite
Prahonice 2 (pozorovany pocet navstev diploidov — 02 a tetraploidov - o4, o¢akavany pocet
navstev diploidov- e2 a tetraploidov- e4)

Opelovac e2 |ed4 |02 04 p(chi)
Lepidoptera 1. 0 1 0.465347 0.534653 0.524506
Hymenoptera 1 0 1 0.465347 0.534653 0.524506
Hymenoptera 2 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
Hymenoptera 3 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
Hymenoptera 4 2 2 1.861386 2.138614 0.889491
Hymenoptera 5 0 1 0.465347 0.534653 0.524506

Hypotézu HO7: Proporcie preletov medzi ploidiami ku vsetkym preletom st
u vSetkych druhov opelovacov rovnaké. sa nepodarilo zamietnut (vid tabulka ¢. 13).
Hypotézu HOs: Proporcia navstivenych tetraploidnych rastlin je u vsetkych druhov
opelovacov rovnaka. som vsak Kruskal-Wallis chi kvadrat testom zamietla (vid tabulka
¢. 14). KedZze sme porovnavali tri druhy opelovacov, testovala som tuto hypotézu znovu
pre kazda dvojicu opelovacov a zamietla som ju pre dvojicu Bombus pascuorum
a Andrena sp., Co znamena, ze proporcia navstivenych tetraploidnych rastlin bola
u tychto druhov signifikantne odlisna. Podla predchadzajucich vysledkov navstevoval

¢meliak B. pascuorum prevazne tetraploidné jedince a Andrena sp. preferovala diploidné.

Tabulka 13 Vysledok Kruskal-Wallis chi-kvadrat testu testujiceho proporciu preletov
medzi rovnakymi ploidiami ku v§etkym preletom pre najcastejsie druhy opelovacov (Bombus

pascourum, B. lucorum a Andrena sp.) na lokalite Budca

Proporcia preletov medzi rovnakymi ploidiami
test chi kvadrat |p hodnota
Kruskal Wallis chi kvadrat 0,1546 0,9256
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Tabulka 14 Vysledky Kruskal-Wallis chi-kvadrat testu testujuceho proporciu
navstivenych tetraploidnych rastlin pre najcastejsie druhy opelovac¢ov (Bombus pascourum, B.

lucorum a Andrena sp.) na lokalite Budca, signifikantné hodnoty st oznacené hviezdickou

Proporcia navstivenych tetraploidnych rastlin
data chi kvadrat |p hodnota
vetky 17,8558 | <0,001***
B. pascuorum a B. lucorum 2,0331 0,1539
B. pascuorum a Andrena sp. 17,4823 | <0,001***
B. lucorum a Andrena sp. 1,9393 0,1637

3.1.5 Produkcia nektaru
Podla vysledkov ANOVY sa jednodnova aj dvojdnova produkcia nektaru
u diploidov a tetraploidov signifikantne lisi na hladine pravdepodobnosti p=0,001 (vid

tab. 15). Tetraploidy produkuju viac nektaru (obr. 14).

Tabulka 15 Vysledky ANOVY testujucej vplyv ploidie na 1-driovil a 2-diiovil produkciu

nektaru
produkcia
nektaru Deviance | Resid. Df | P(>|Chil)
1-dnova 151.94 148 <0.001"*"
2-dnova 6.5807 50 <0.001"""
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Obr. 14 Boxploty znazornujice jednodnovia (a) a dvojdiiovir (b) produkciu nektaru V.
cracca v zavislosti na ploidii
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3.1.6  Velkost pelovych zin a ich mnozstvo

Velkost pelovych zfn sa podla vysledkov ANOVY signifikantne lisi v ramci
ploidie v kazdej testovanej veli¢ine (vid tab. 16). Tetraploidy maju pelové zrna vicsie

(obr. 16 a, b, ¢).

Tabulka 16 Vysledky ANOVY testujiicej vplyv ploidie na dizku, $irku a obsah pelového

Zrna
pelové
Zrna Deviance | Resid. Df | Pr(>Chi)
dlzka 1353.5 148 <0.001***
sirka 151.94 148 <0.001"*"
obsah 1328536 148 <0.001"*"

Analyza rozptylu ukazala, Ze sa pocet pelovych zfn lisi v zavislosti na ploidii
(tab. 16). Typ tycinky je rozhodujuci iba u diploidnych jedincov, u tetraploidov nie je
rozdiel medzi poctom pelovych zfn, ktoré sa vyvini na volnej tycinke a jednej zo
zrastenych. Diploidy produkuju viac pelovych zfn ako tetraploidy (vid obr. 16 d).
U diploidov aj u tetraploidov je na zrastenej tycinke vyssi pocet pelovych zin ako na

volnej (obr. 15 a, b).
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Obr. 15 Boxploty znazornujuce zavislost poctu pelovych zifn na type ty¢inky (s-volna,
z-zrastena) pre diploidny (a) a tetraploidny (b) cytotyp.
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Tabulka 17 Vysledky ANOVY testujucej vplyv ploidie, typu (zrastend/volna)
a kombinacie tychto dvoch premennych na pocet pelovych zin a typu tycinky v ramci ploidie
na pocet pelovych zin v jednej pelnici

pocet pel. zfn | Deviance | Resid. Df | Pr(>Chi)
ploidia 191.2 59 <0.001**"
typ 57.88 58 <0.001***
ploidia:typ 24.30 57 <0.001***
typ (dipl.) 79.771 26 <0.001***
typ (tetrapl.) 2.4095 31 0.1206
a b
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Obr. 16 Boxploty znazornujuce zavislost dizky (a), sirky (b) a obsahu (c) pelového zrna
a poctu pelovych zfn v jednej pelnici (d) V. cracca v zavislosti na ploidii (2-diploid, 4-tetraploid)

3.1.7 Umelé krizenie
Pokus sa nepodaril, po opeleni nevznikli semena, ktoré by som mohla

analyzovat. Dévodom mohlo byt nespravne nacasovanie pokusu (nezrelé alebo staré
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pelové zrna, prip. nereceptivne blizny) z dovodu mojej nesktsenosti. Kvety viky sa
zaroven malé a ich rozmnozovacie organy tazko pristupné, takze sa mohli pri opelovani

mechanicky poskodit, co mohlo zabranit spravnemu vyvinu semien.

3.1.8 Zlozky reprodukcnej izolacie
Najvacsi podiel na reprodukénej izolacii ma priestorova izolovanost (Rlgeogr=
0,931), mensi podiel spravanie opelovac¢ov (Rlpollinator= 0,400) a zanedbateIny podiel ma

fenologia (Rlphen= 0,077). Koeficient celkovej reprodukénej izolacie Rliotai= 0,990 (99%).
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4 Diskusia

Doba kvitnutia diploidov a tetraploidov druhu Vicia cracca sa podla mojich
pozorovani skoro uplne prekryvala, pricom tetraploidy dokvitali 30. 7. a diploidy 2. 8.
Vrchol kvitnutia bol u tetraploida 09 dni neskor. Koeficient prekryvu kvitnutia
cytotypov predstavoval 64 %. Segraves & Thompson (1999) konstatujd, Ze trvanie
sezony kvitnutia Heuchera grossulariifolia sa podobne ako u viky medzi ploidiami
nelisilo. Dizka kvitnutia sa neligila, ale doba kvitnutia sa nikdy tiplne neprekryvala. Petit
(1997) zaznamenal rozdiel v zacdiatku 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: tetraploidna 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 poctom chromozémov ma vrchol kvitnutia skor.
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 uvahy proporcie z celkového poctu kvitnucich

rastlin, bol 51%, ¢o je o0 13 % percent menej ako u viky podla mojich pozorovani.

Prave v dobe fenoloického prekryvu som v zmiesanej diploidno-tetraploidnej
populécii V. cracca pozorovala opelovace. Pri pozorovani "Budca" 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 voc¢i niektorému
z cytotypov rodu Gymnadenia, ale boli zaznamnenané rozdiely v ich spravani: no¢né
motyle z radu Sphingidae mali spravanie signifikantne odlisné od nahodného, zatial¢o
prislusnici radu Noctuidae sa spravali nahodne. Tiez je zaujimavé, Ze motyle z radu
Sphignidae navstivili behom pozorovania viac sukveti ako jedinci z radu Noctuidae. Ked
som u viky hodnotila spravanie vsetkych opelovacov naraz, nebol ani jeden cytotyp

navstevovany signifikantne Castejsie. V kontrastne s tymito vysledkami Husband &
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Schemske (2000) zistili, Ze jednotlivé druhy opelovacov aj vsetky druhy spolu
navstevovali Castejsie tetraploidy Chamerion angustifolium ako bolo ocakavané, keby sa
spravali nahodne. Poradie opelovanych rastlin bolo tiez nenahodné, bolo viac letov
medzi tetraploidmi a menej medzi cytotypmi oproti ofakdvanému poctu podla
frekvencie cytotypov (lety u viky boli ¢astejsie medzi ploidiami ako v ramci ploidii). Dva
z troch druhov opelovacov Ch. angustifolium vykazovali tato heterogenitu; ked sa
hodnotili vsetky druhy spolu, nebol rozdiel signifikantny. Pomocou pocitacovych
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
stale neproporcne castejsie. Vsetky tri druhy mali mensiu odchylku v poradi
navstivenych rastlin od ndhodného ocakavaného spravania a iba jeden druh opelovaca
vykazoval signifikantny rozdiel. Opelovace Castejsie navstivili viac ako jeden kvet
u tetraploidov. Velkost kvetu, pocet otvorenych kvetov a vyska sukvetia spolu vysvetlili
signifikantnu ¢ast variability v pocte navstev na kazdom sukveti a v pocte navstivenych
kvetov na sukvetie. 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 vsak
zaznamenal v druhovom zloZeni skupiny opelovacov, ktoré navstevovali jednotlivé
plodie. Toto zlozenie sa dokonca menilo pocas vegetacnej sezény. Z 15-tich druhov
opelovacov Sest navstevovalo iba jeden cytotyp alebo navstevovalo jeden cytotyp
Castejsie. Uviky ziadny pravidelny opelova¢ (viac ako tri navstevy pocas celého
pozorovania) nebol cytotypovo $pecificky, dva vsak mali preferenciu voc¢i niekorému
z cytotypov. Z mojich dat vyplyva, ze opelovace na lokalitach "Prithonice 2" a "Budc¢a”
sa spravaju inak ako nahodne pri preletoch medzi rastlinami z hladiska ploidie, ale na
lokalite "Prithonice 1" bolo spravanie ndhodné. To, ze pri pozorovaniach "Prithonice 2"
a "Budca" opelovace preferuju prelety medzi ploidiami a pri pozorovani "Prihonice 1"
nebol zaznamenany ziadny "pattern" moze byt zapricinené viacerymi faktormi. Jednak
pocas pozorovania "Prihonice 1" boli rastliny rozmiestnené nahodne a pri oboch
pozorovanich v roku 2014 boli v pravidelnej Stvorcovej mriezke (vid obr. 4), takze
opelova¢ 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 zaroven polovica susedov bola diploidna a polovica tetraploidna.

Dalsi rozdiel medzi pozorovanim "Prithonice 1" a dal§imi dvoma bol v pocte
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zaznamenanych preletov, pre "Prihonice 1" mam vyrazne menej zaznamov. Tento
potencionalny nedostatok by vsak mala odfiltrovat pouzita Yatesova korigacia Chi-

kvadrét testu.

Pri dalsom vyskume v tejto oblasti by bolo vhodné sledovat cas, ktory stravi
opelovac na jednom kvete (Dafni 1992). Tym by sa dala este lepsie odhadnut atraktivita
kvetov pre opelovace, pretoze by to odrazalo informaciu, ¢i opelovac¢ nasiel odmenu,
ktort hladal (nektar, pel). Dalsim spresnenim by bolo spo¢itat kazdy pozorovaci den
pocet kvitnicich sukveti na kazdej rastline (Dafni 1992). Tym by sme ziskali lepsiu
predstavu o pomere dostupnych odmien ponukanych jednotlivymi ploidiami. Tak by sa
dalo presnejsie urcit, ¢i nie su v niektorom casovom obdobi jedince jednej ploidie

atraktivnejsie len preto, Ze ich kvitne viac.

To, Ze na rozdiel od inych stadii podla mojich pozorovani opelovace jednoznacne
nepreferujua tetraploidné rastliny by mohlo byt spésobené tym, Ze v inych systémoch st
pelové zrna tetraploidov vacsie a zaroven ich je rovnako alebo viac. Mne vsak vyslo, ze
pelové zrna tetraploidov su 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 azmenou sposobu opelovania
z xenogamie u diploidov na autogamiu u tetraploidov. Dal$im faktorom, ktory by mohol
vysvetlit tento stav, je posun arealu od nizsich poloh, v ktorych sa vyskytuja diploidné
druhy kvyssim poloham s extrémnejsimi podmienkami (chladnejsie a suchsie
prostredie vystavené vyssim davkam UV Ziarenia), kde rasta tetraploidy. Na novo-
osidlenych stanovistiach s kratkou vegetacnou sezoénou a vzacnejsim vyskytom
opelovacov im prechod z xenogamie ku autogamii mohol zvysit aspesnost reprodukcie.
Désledkom autogamie pravdepodobne je vyrazna redukcia velkosti kvetov. Zmeny ako
u rodu Tarasa sa vsak pocas polyploidizacie Vicia cracca nestali, obidve urovne ploidie
su xenogamné trvalky. Pelové zrna maju tetraploidy signifikatne véacsie ako diploidy
v sulade s oc¢akavanim, pretoze velkost 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 vacsie pelové zrna
u rastlin s vyssou ploidiou. Pocet pelovych zin v jednej pelnici u V. cracca bol
u tetraploidov mensi, ¢im sa atraktivita diploidov a tetraploidov z hladiska pelu

vyrovnava.
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Dalsia vlastnost tetraploidov, ktorA by mohla zvysif ich atraktivitu pre
opelovace, je vyssia produkcia nektaru. Td sa mi podarilo ukazat u studovaného taxénu.
Napriek tomu, Ze tetraploidy by mali byt vdaka vic¢siemu mnozstvu nektaru pre
opelovacov atraktivnejsie, vacsina Statistickych analyz spravania opelovacov to
neodraza: (1) pri preletoch z rastliny na rastlinu bud preferovali opa¢na ploidiu alebo sa
spravali nahodne; (2) ani jeden cytotyp nebol atraktivnejsi tak, ze by po jeho navsteve
zostali signifikantne Castejsie v zdhone ako odleteli pre¢; (3) pocCet navstev na rastline
ani priemerny pocet navstivenych kvetov nebol u tetraploidov signifikantne vyssi (len
pri pozorovani "Prithonice 1" je viac navstev na tetraploidnych rastlinach, nie je to vsak
signifikantné (p=0.08). Ked som skumala spravanie z hladiska druhov hmyzu, zistila

XA

som, Ze na lokalite "Budc¢a" sa dva druhy opelovacov spravali nendhodne: Bombus
pascuorum preferoval tetraploidné rastliny a Andrena sp. diploidné. To by mohlo
suvisiet s velkostou opelovacov. V&aési B. pascuorum potrebuje viac potravy
a tetraploidné kvety maja vyssiu produkciu nektaru. MensSej Andrena sp. sa mozno
k nektaru dostane lahsie v diploidnom kvete. Eliasova (2008) zistila, Ze velkost striesky,
dizka ¢lnku a $irka kridla st vlastnosti, ktoré sa najvyraznejsie lisia medzi cytotypmi.
Tieto rozdiely vsak st velmi malé, pravdepodobne nerozlisitelné ani pre opelovacov. To
by mohlo vysvetlit pre¢o aj napriek vacsim ponidkanym odmenam u tetraploidov sa
nepodarilo okrem jedného druhu opelovaca zaznamenat signifikantna preferenciu
tohto cytotypu. Davis et al. (1994) skimali 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 nizsi 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
mnozstvo cukrov v nektari z jedného kvetu bolo signifikantne nizsie u haploidnej B.
rapa ako udiploidného a tetraploidného cytotypu, ale medzi diploidnym
a tetraploidnym cytotypom sa signifikantne nelisilo. Gao et al. (2014) zistili, Ze
tetraploidny druh Hedychium wvillosum produkuje dvojnasobok nektaru ako jeho
diploidny predok H. tenuiflorum. Obe tieto studie teda potvrdzuji moje vysledky.

Neuspesné rucné opelovanie mohlo mat rozne priciny. Stone et al. (1995)
uvadzaju, Ze zivotnost pelu rychlo klesa, ked starne a aj ked je vystaveny vplyvu
prostredia. Kvoli tymto negenetickym vplyvom na schopnost pelu oplodnit vajecnu

bunku, je potrebné kontrolovat cerstvost pelu pouzivaného pri ru¢nom opelovani.
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Menej ako tretina ¢lankov vydanych v rokoch od 1980 do polovice 1994 podla tejto
review zvazila Cerstvost alebo Zivotaschopnost pelu, zatialco viac ako polovica
skontrolovala receptivitu blizny (Stone et al. 1995). Na druhej strane Fazzino et al. (2011)
pouzili rucné opelovanie pri skumani spravania opelovacov druhu Balsamorhiza
deltoidea a zistili, Ze pri ru¢nom opelovani vznika viac ako dvakrat viac potencionalnych
semien na sukvetie ako ked st kvety opelované hmyzom. V mojom pripade mohlo byt
pric¢inou neuspechu zanedbanie kontroly pelu a receptivity blizny, ale aj nespravny
postup pri opeleni, kedze kvety celade Fabaceae maju komplikovanu stavbu kvetu
a pristup ku generativnym castiam nie je jednoduchy. Mohla som aj poskodit kvet

natolko, ze napriek uspesnému opeleniu uschol.

Pri analyze ploidie semien a semenacikov som zaznamenala Styri aneuploidné
semena a tri aneuploidné semenaciky, ktoré vznikli na tetraploidnej materskej rastline.
Na jednej diploidnej materskej rastline vzniklo osem tetraploidnych semien, ktoré
vyklicili (boli analyzované ako semenaciky). Qu et al. (2010) skumali tri prevazne
tetraploidné populacie druhu Hypericum perforatum a ploidiu semenacikov
produkované v tychto populacidach pomocou prietokovej cytometrie. Vzorky semien
mali prevazne tetraploidny cytotyp, ale s nizSou frekvenciou vznikali aj hexaploidy a v
jednej populacii aj diploidy. Vacsina semenacikov bola tetraploidna a niekolko
hexaploidnych. Hexaploidné zarodky najpravdepodobnejsie vznikli z neredukovanej
gaméty z tetraploida oplodnenej normalnou, redukovanou samcou gamétou. Tieto
hexaploidy ale pravdepodobne produkuji nestabilné gaméty, pretoze obsahuju
chromozémové sady z dvoch triploidnych siprav chromozémov pévodne odvodenych
z dvoch roznych druhov (Qu et al 2010). Takymto spésobom by mohli v diploidno-
tetraploidnom komplexe vznikat triploidné jedince, ktoré Eliasova (2008) nasla.
Aneuploidy maju bud jeden alebo viac chromozémov naviac alebo im chybaji oproti
normalnemu chromozémovému poctu (Acquaah 2007, Ramsey & Schemske 1998).
Aneuploidy, ktoré som identifikovala medzi semenami a semenacikmi zo zmieSanej
populacie mali pravdepodobne 4n-1 alebo 4n-2 chromozémov. Aneuploidy vznikaju pri
formacii univalentov a multivalentov pocas meidzy u jedincov s normalnym poctom
chromozémov (Acquah 2007). Comai (2005) ukazal, ze 30-40% potomkov odvodenych z
autotetraploidnej kukurice je aneuploidnych. KedZe nie su mechanizmy rozdelenia
univalentov rovnomerne medzi dcérske bunky pocas anafazy I, niektoré bunky zdedia

viac genetického materialu ako iné. (Ramsey and Schemske, 1998). Podobne sa moze
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stat, Ze multivalenty homolégnych chromozémov zlzhaju pri oddelovani sa pocas
meidzy, ¢é vedie k nerovnomernej migracii chromozémov k opa¢nym pélom (Acquah
2007). Rastliny, ktoré takto vznikni majt nizsiu schopnost sa dalej rozmnozovat. Dal§im
zaujimavym vysledkom pokusov na prietokovom cytometri bolo objavenie
tetraploidnych semenacikov z diploidnej materskej rastliny. Autopolyploidy v prirode

vznikaja splynutim neredukovanych gamét (Chen 2010).
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5 Zaver

Reprodukéné bariéry medzi diploidnym a tetraploidnym cytotypom druhu V.
cracca su velmi silné. Najviac k tomu prispieva priestorova izolacia. Napriek tomu, zZe
som pozorovala urcity fenologicky posun, stale existuje nezanedbatelny prekryv
v kvitnuti cytotypov. Naviac oba cytotypy navstevuju rovnaké druhy opelovacov, ¢im
sa umoznuje prenos pelu medzi jedincami réznych ploidii, a teda prezygotické bariéry
v zmieSanych populaciach nie st rozhodujuce. Jedince s triploidnym cytotypom ale
vznikaju len velmi vzacne. Mne sa ich v skimanej populacii vobec nepodarilo
identifikovat, Eliasova (2008) vsak nasla osem triploidov medzi 6 613 jedincami
z rdznych lokalit v Ceskej republike a na Slovensku. Mechanicka izolacia — rozdiely
v stavbe kvetu, ktoré zabranuju prenosu pelu vzhladom k malym rozdielom vo velkosti
korunnych lupienkov, ktoré su sice signifikantné, ale volnym okom nerozlisitelné
(Eliasova 2008) pravdepodobne tiez nie sa pri¢inou, Ze vznika tak méalo triploidov. To
ukazuje na existenciu postzygotickych bariér, medzi ktoré patria (1) gameticka izolacia
- samcéia asamicia gaméta nesplynd alebo su nezivotaschopné, (2) zniZena
zivotaschopnost zygoéty (zygoéty krizencov sa nevyvinu), (3) znizena zivotaschopnost
jedinca (nedospeje do stadia pohlavnej zrelosti), (4) znizena plodnost krizencov
(neprodukuju funkéné gaméty). Vzhladom k tomu, Ze nejaké triploidné jedince
v zmieSanych populaciach vznikaji, bariéra (1) nie je tuplne uc¢inna. Dospelych
triploidov vsak je len minimalne mnozstvo, takze vyvin sa zastavi niekde medzi
bariérami (1) az (3). KedZe maju triploidy (3x = 21) neparny pocet chromozémov, len
velmi tazko mozu vznikat funkéné gaméty (4) a triploidy sa teda velmi pravdepodobne
mdzu rozmnozovat len nepohlavne (vyhonkami z koreriov, Aarssen et al. 1986) a $irit sa

len pomaly.
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