Oplodnenie rastlin v pracach
Bohumila Némca

Fyziologia oplodnenia musi byt tym istym sposobom spracovand ako fyziolo-

gia rastu, dychania, pobybu plazmy atd. Potrebné je pritom zistit vonkajsie a vnii-
torné podmienky urcujiice tento proces a bladat’ kliicové momenty pre zapojenie
fyzikdlnych a chemickych faktorov ticinnych pri oplodneni.

(Problém oplodnenia a iné cytologické otazky 1910)

Totee

Pri spidtnom pohlade na fyziologiu rastlin prvej polovice 20. storocia dodnes
casto dominuju objavy, prace a myslienky Bohumila Némca, nestora Ceskej a slo-
venskej rastlinnej fyziologie, myslitela a vedca svetového formatu. Hoci fyziologia
oplodnenia, spolu s vyvinom generativnych organov a plodu nebola ustrednou
témou jeho celozivotného vedecko-pedagogického pdsobenia, v sérii spomienok
a reakcii na jeho originilne idey ma svoje nezastupitelné miesto.

Orlga Erdelska
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Némcov fenomén

V r. 1898, kedy S. Navasin a L. Guignard
objavili dvojité oplodnenie krytosemennych
rastlin, napisal B. Némec v Rozpravach Ces-
ké akademie pro védy, slovesnost a uméni
(Trida 11, ro¢. VII, ¢. 17, 1-18) ¢lanok o pele
v petaloidnych tyCinkach hyacintu Hyacin-
thus orientalis. Petaloidia je premena sam-
Cich kvetnych orgianov — tyciniek na ko-
runné lupienky (korunni listky). Vyskytuje
sa zvicsa v plnokvetych mutantoch s poru-
chou funkcie génov urcujucich vyvin a uspo-
riadanie kvetnych clenov v jednotlivych
kruhoch kvetu. Petaloidné tycCinky su utva-
ry plosne rozsirené, zafarbené ako korunné
lupienky, ktoré maji na niektorych mies-
tach vrecuskovité (vakovité) rozsireniny.
V nich sa vyvijaju pelové zrna. Bohumil Né-
mec cytologickou analyzou zistil, Zze v nie-
ktorych petaloidnych tyc¢inkach sa popri
malych pelovych zrnach obsahujucich jed-
nu vegetativnu a jednu generativohu bunku
vyskytuju aj velké pelové zrna s viacerymi
jadrami alebo bunkami. Tieto pelové zrni
svojou polaritou a celkovou stavbou pripo-
minaju zarodo¢né miesky (zarodecné vaky;,
obr. 1). Vznikaju tak, Ze velké pelové zrna,
ktoré obsahuju aj zasoby Skrobu, abnormal-
nym sposobom vykli¢ia uz v petaloidnej
pelnici (prasniku). Nevyklicia vSak v tenké
pelové vrecusko, ale vo vakovito rozsireny
utvar, v ktorom sa jedno z poévodnych pelo-
vych jadier postupne tri razy rozdeli na
osem jadier. Dcérske jadra zaujmu svoje
miesto na poloch vakovitého utvaru, po-
dobne ako sa to deje aj pri vyvine samicieho
zarodo¢ného mieska, teda pri vzniku vajco-
vej bunky, synergid, antipod a centralne;j
bunky s polarnymi jadrami. Synergidy su
bunky pomocné, umiestnené spolu s vaj-
covou bunkou (vaje¢nou buiikou) na jed-
nom poéle zarodocného mieska. Na opac-
nom pole su antipody (bunky protistojné).
V strede zarodoc¢ného mieska je centralna
bunka s dvomi polarnymi jadrami, ktoré
neskor splyvaju v jedno centralne jadro (viz
téz Zakladni slovnik rostlinné anatomie,
Ziva 2001, 1-6). KedZe pelové zrna a po ich
vykliceni pelové vrecuska krytosemennych
rastlin predstavuju samciu pohlavna gene-
raciu (samci gametofyt) a zarodo¢né miesky
samiciu pohlavnu genericiu (samici game-
tofyt) v Zivotnom cykle rastliny, vyslovil
Bohumil Némec domnienku, Ze ide o femi-
nizaciu samcieho gametofytu. Toto jeho
pozorovanie moznej zmeny samcieho na
samici gametofyt vzbudilo velky zaujem
a zapisalo sa do dejin biologie ako Némcov
fenomén. Neskor podobné pelové zrna
popisali aj J. Stow (1930) a S. E Naithani
(1937) u hyacintu a L. Geitler (1941) pri
bledavke ovisnutej (snédek nici — Orni-
thogalum nutans). Stow ich ziskal aj ex-
perimentalne, vplyvom vysokej teploty na

Obr. 1 Rézne vyvinové fizy feminizovanych
pelovych vreciiSok, vznikajice v petaloidnych
tylinkdch hyacintu Hyacinthus orientalis (B. Né-
mec, Rozpravy Ceské akademie pro védy, sloves-
nost a uméni 1898): 1. Priecny prierez malym
pelovym zrnom hyacintu; 2. Velké pelové zrno
hyacintu; 3. a 4. Malé pelové zrnd kliiace vo
vakovité sitvary; 5. Velké pelové zrno, z ktorého
kliti vak; 6 — 14. Samiie vaky, ktoré vyklitili
z pelovyjch zin namiesto pelovych vreciisok (py-
lovych licek) a majii rozny pocet jadier, umiest-
nenych na péloch vakov ¢. 6, 7, 8, 10, 13 a 16.
Niektoré vaky sii spojené aj s daliimi pelovjmi
zrnami (p). Obr. z Archivu Akademie véd CR
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Obr. 2 a) Normdine pelové zrno hyacintu, b) a c)
titvary vznikajiice po vyklicent velkych pelovych
zin v petaloidnmyjch tycinkdch, pripominajiice
svojou stavbou zdrodoné miesky (zdrodeiné
vaky) &ige samili gametofyt hyacintu, d) femi-
nizované pelové vreciisko (pylovy vak) hyacintu,
do ktorého vnilklo normdine pelové vreciisko (py-
lovd litka) a uvolnilo dottho spermatické bun-
ky. Podla J. Stowa (1930), upraveno

kvety pocas vyvinu pelu. Predpokladal, ze
bude mozné takéto feminizované pelové
zrna oplodnit spermatickymi bunkami nor-
malnych pelovych zfn (obr. 2) a dosiahnut
aj vyvin embrya a endospermu. Ani profe-
sorovi Némcovi, ani inym sa vSak nepoda-
rilo oplodnit takéto feminizované pelové
zrna, ¢i pelové vrecuska. Mozno aj preto, Ze
v tom case neboli na dostatocnej urovni
rozpracované metody pestovania buniek
in vitro.

Po viac ako polstoro¢nom odstupe sa
vsak Némcov fenomén predsa dostal do po-
predia zaujmu rastlinnej embryologie, ge-
netiky a Slachtenia v suvislosti so skimanim
povodu androgenetickych embryi, Cize em-
bryi vznikajucich z pelovych zfn in vitro
a nie z oplodnene;j vajcovej bunky. Zistilo sa
totiz (J. Guha a T. Maheshwari 1962 a po
nich aj dals$i), Ze v pokusoch in vitro na
umelej zivnej pdde je mozné stimulovat za
urcitych podmienok tvorbu embryi z pelo-
vych zin a tak zmenit gametofyticky pro-
gram vyvinu mikrospor (¢ize pelovych zin)
na sporofyticky (pozri ¢lanok Z. Opatrného
v Zive 2007, 2: 53-56). Tieto price boli
uspesne pri niektorych volne rasticich aj
kultarnych rastlinich (viaceré obilniny, ta-
bak a iné) a vyuzili sa v Slachteni. Dodnes sa
vSak metodika pokusov zdokonaluje v sna-
he ziskat u dalSich pestovanych rastlin ha-
ploidné rastliny a z nich dihaploidy cize
homozygotne diploidy, ktoré maju obidve
alely kazdého z génov rovnaké. Homozy-
gotne (Cisté) linie potrebné pre dalSie kri-
Zenie mozno ziskat aj viacnasobnym spit-
nym krizenim (opakovanym samoopelenim
rastlin), ktoré trva zvycajne niekol'ko rokov,
zatial¢o indukcia vzniku haploidov z pelu
in vitro prebehne za jeden rok, ¢im sa $la-
chtitelsky proces podstatne skracuje. Treba
vSak poznamenat, Ze indukcia tvorby em-
bryi z pelu je uspesna iba z niektorych
ranych vyvinovych stadii pelu a nie z pelu
zrelého alebo vykliceného, ako to bolo v pri-
pade feminizovanych pelovych zin v pozo-
rovaniach prof. Némca. Vznik pelového
embrya moze prebiehat in vitro viacerymi
sposobmi, podla toho, ¢i inicialnym je jadro
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jednojadrovej mikrospory, generativnej Ci
vegetativnej bunky alebo dokonca produkt
fuzie jadier obidvoch buniek buduceho
pelového zrna. Vysledkom vyvinu je andro-
genetické, alebo pelové embryo.

Na zaver tejto kapitoly treba pripomen-
ut, ze B. Némec robil pokusy aj s pelom
smrekovca opadavého (modfin opadavy —
Larix decidua) a ich vysledky publikoval
v Zive (1910, 4: 105). Pod vplyvom par chlo-
roformu, ktorym vystavoval po ista dobu
nezrelé samcie kvety na konarikoch (vét-
vickach) smrekovca ponorenych vo vode,
pozoroval abnormalnu vyvinovu cestu pe-
lovych zfn. Pelové zrna sa rozdelili na mno-
hobunkové pletivo s mnozstvom malych
parenchymatickych buniek. Autor vyslovu-
je nazor, ze by mohlo ist o samciu parteno-
genézu, teda, podla sacasnej terminologie
pelovu embryogenézu. V literatire som ne-
nasla zmienku o tom, Ze by sa niekto poku-
sil pestovat takéto pelové zrna in vitro.

Povod plastidov v zygote

V case, ked sa potvrdzovali a prehlbovali
zakladné udaje o dvojitom oplodneni a em-
bryogenéze v pohlavnom procese kryto-
semennych rastlin, publikoval prof. Némec
rozsiahlu knihu Das Problem der Befruch-
tungsvorginge und andere zytologische
Fragen — v preklade Problém oplodnenia
a iné cytologické otazky (Borntraeger, Ber-
lin 1910). V tejto knihe zhrnul pomerne
velké mnozstvo svojich dovtedajSich po-
zorovani a experimentov o vlastnostiach,
perzistencii a individualite chromozémoyv,
o deleni buniek a jadier, o splyvani jadier
a buniek, ale aj o mitoze a reduk¢nom dele-
ni (neskOr nazvanom terminom meioza).

V tomto diele si vytycil dalohu porovnat
najméi procesy splyvania vegetativnych a ge-
nerativnych buniek a ich jadier. Zaujal vSak
aj postoj k mnohym dalS$im otazkam suvi-
siacim s oplodnenim. StotoZnuje sa napr.
s vtedy originalnymi nazormi E. Strassbur-
gera o tom, ze redukcia chromozémov pri
sporogenéze a vzniku pohlavnych buniek
v kone¢nom dosledku suvisi s oplodnenim.

Obr. 3 Materskd bunka mikrospdr netjkavky
balzaminovej (Impatiens balsamina) pocas te-
tradogenézy: a) Rozdelovanie sa plastidov a mi-
tochondrii do buniek budiicich mikrospdr este
pred vznikom bunkovych priehradiek; b) Plas-
tidy a iné bunkové organely sii rozdelené v bun-
kdch styroch vznikajiicich mikrospdr. Neskor sa
podobnym spésobom dostanii aj do generativnej
bunky a z nej do spermatickych buniek u tjch
drubov, kde prediasne nedegenerujii a pri
oplodnent vniknit do buniek zdrodoéného mies-

ka. Orig. E Dupuis (1981)

Jej tazisko a vyznam totiZ spociva v znovu-
ziskani povodného poctu chromozémov.

V jednej z poslednych kapitol vychadza-
juc z pokusov s krizencami rastlin so Spe-
cificky odliSnymi plastidmi predpoklada aj
moznost prenosu plastidov zo samcej ge-
nerativnej bunky do zygoty pri oplodneni.
V suhlase s C. E. Corrensom konstatuje, Ze
nielen jadro, ale aj plazma (cytoplazma a jej
organely) moze prenasat ¢i podmienovat
niektoré dedicné vlastnosti. KedZe chloro-
plasty nemoézu vznikat v bunke de novo, ale
prenasaju sa z bunky do bunky iba delenim
(obr. 3a, 3b), treba predpokladat, Ze v rastli-
ne dalSej generacie pochadzaju alebo len od
matky, alebo aj od matky aj od otca. Dotyka
sa tak otazky, ktora sa stala aktualnou az
v ultrastrukturalnych pracach poslednej
Stvrtiny minulého storocia. Tie podrobne
charakterizovali mimojadrovy obsah sper-
matickej bunky krytosemennych rastlin.
Mo6zu sa v nom nachadzat mitochondrie aj
plastidy, o ktorych dnes vieme, Ze s nosi-
telmi mitochondridlnej a plastidovej DNA.
Zistilo sa, zZe plastidy asi u 70 % krytose-
mennych rastlin pochadzaja iba od matky,
zatialco asi u 30 % od obidvoch rodicov.
U niektorych druhov totiz samcie plastidy
v tenkej vrstve cytoplazmy generativnej
bunky, alebo po jej rozdeleni v plazme sper-
matickej bunky zanikaju eSte pred splyva-
nim pohlavnych buniek (napr. pri rode Iu-
ok (lilek) — Solanumr). Pri druhoch inych
rodov, napr. pelargonie a lanu (Inu), sa pri
dvojitom oplodneni prenasaju do vajcovej
bunky a centrilnej bunky ziarodocného
mieska. Pritomnost samcich plastidov po-
tvrdili aj analyzy fragmentov chloroplasto-
vej DNA v cytoplazme vajcovej a centralnej
bunky niektorych druhov po oplodneni.

Jedno z podstatnych a sihrnnych kon-
Statovani knihy prof. Némca o oplodneni,
ktorym dava odpoved na otazku polozenu
v uvode, mozno v preklade uviest takto:
,VSetky moje zavery o podstate procesov
oplodnenia sa vztahuju na moment, kedy
dve pohlavné bunky splyvaju. Ich jadra sa
spravaju za urcitych fyziologickych podmie-
nok ako jadra dvojjadrovych buniek bez
ohladu na to, ¢i ide o vegetativne alebo
generativne bunky. Pre oplodnenie je vSak
$pecifické harmonické spolupdsobenie
vSetkych podmienok, za ktorych mézu po-
hlavné bunky splynut. VSetky anatomické
a morfologické struktury a fyziologické re-
akcie, ktoré splynutie pohlavnych buniek
umoziuju, su Specifické prispoésobenia za-
bezpecujuci pohlavny akt. Vic¢sina sexual-
nych buniek, a to m6zeme tieZ povazovat
za Specifické, je bez splynutia neschopna
dalSieho vyvinu. Z tohto pravidla su vSak aj
vynimky, napr. partenogenéza.

-
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V strede zaujmu partenogenéza

Partenogenéze (teda vzniku embrya z ne-
oplodnenej vajcovej bunky ¢i samicej ga-
mety) a inym typom nepohlavného roz-
mnoZzovania rastlin semenami (apomixii) sa
profesor B. Némec venoval viackrat. Jeho
pozornost uputala napr. apomixia pupavy
(pampelisky) Taraxacum officinale (dnes
komplex druhu fazenych k T sect. Rudera-
lia) a partenogenéza posedu dvojdomého
(Bryonia dioica), ktery ma na samicich je-
dincoch iba samicie a na samcich iba sam-
cie kvety. Ak pestoval rastliny so samic¢imi
kvetmi izolovane, bez moznosti ich oplod-
nenia pelovymi zrnami zo samdcich jedin-
cov, neoplodnené kvety po ¢ase odumierali.
AvSak z kvetov vzniknutych koncom vege-
tacného obdobia predsa ziskal niekol'ko se-
mien. Oznacil to za fakultativhu partenoge-
nézu ako reakciu na nedostatok opelenia
pri tendencii vSetkych semennych rastlin
tvorit semend. Podotykam, Ze aj podla nie-
ktorych sucasnych teorii vzniku apomixie
moéze nedostatok opelovacov na stanovisti
rastlinnej populacie po dlhom case induko-
vat vyvin niektorého z typov nepohlavné-
ho rozmnozovania prostrednictvom semien,
¢ize nasmerovat prirodny vyber vo smere
uplatnenia sa mutdcii apomiktického vyvi-
nu. Nemozno vsak vylacit ani fakt, Ze za ne-
zvycCajnych podmienok (teplo, dizka dna,
kvalita svetla), aké boli v pokusoch B. Ném-
ca koncom vegetacného obdobia, doslo
k abnormalnemu vyvinu istého mnozstva
samcich generativnych organov (tyciniek)
v samicich kvetoch posedu. Vyvin jedno-
pohlavnych kvetov prebieha totizZ v puci-
koch (pupenech) najprv tak, ze sa vyvinu
primordia samcich aj samicich organov. AZ
neskor potom organy niektorého z pohla-
vi nepokracuju vo vyvine a degeneruju.

Struktiirne bariéry polyspermie

Studium procesu oplodnenia sprevadza-
lo B. Némca po cely zivot. Vr. 1912 a 1923
sa zaoberal Speciilne oplodnenim u dru-
hov rodu krivec (kfivatec — Gagea). Vra-
cia sa k tejto téme v r. 1931. Vtedy sa zame-
ral aj na proces polyspermie, pri ktorom
vnikaju vynimoc¢ne do zarodo¢ného mies-
ka dve alebo viaceré pelové vrecuska a tym
aj viaceré spermatické bunky. Popisuje
vznik anatomickych (Struktirnych) zabran
tohto procesu po vniknuti prvého pelové-
ho vrecuska a jeho spermatickych buniek.
Patri k nim prediZenie putka oplodnenych
vajicok, ¢im sa ich mikropylarny otvor
vzdaluje od placenty a stazuje ¢i celkom
brani preniku dalSich pelovych vrecuasok
do vajicka.

Tieto a iné Strukturne zabrany velmi
¢asto a pri mnohych druhoch podporuju
genetické bariéry, ktoré sa manifestuju fy-
ziologicky, uz na molekulovej urovni. Mys-
lim tym medzibunkové signalizacné proce-
sy sprevadzajuce oplodnenie od momentu
styku pelového zrna s bliznou, reakcie zna-
Sanlivosti (kompatibility ¢i inkompatibility)
gamet, zmena funkcie alebo zanik moleku-
larnych receptorov na povrchu buniek po
vniku spermatickej bunky do vajcovej ale-
bo centrilnej bunky zdrodo¢ného mieSka
atd’. Sucasne s odznievanim tychto procesov
nastupuju Struktirne zmeny, medzi ktoré
mozno ratat tvorbu suvislej bunkovej steny
na povrchu zygoty, zmeny pletiva, cez kto-
ré prerastaju pelové vrecuska v ¢nelke, pre-
dlzovanie putka a dalSie.
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Obr. 4 Krivec Zlty (kfivatec £luty — Gagea lu-
tea) z Celade laliovitjch (Liliaceae), jedna z 0b-
libenych pokusnych rastlin B. Némca. Foto
O. Erdelskd & Obr. 5 Zivy zdrodoiny miesok
snezienky jarnej (Galanthus nivalis). Na selevencii
snimbkov je zachytené spljvanie jadierok sperma-
tickej bunky a centrdlneho jadra pri dvojitom
oplodneni. Foto O. Erdelskd a IWF — Institut
[iir den wisseschaftlichen Film Géttingen, 1980

Vo svojej poslednej praci tohto druhu
v r. 1965 dopliuje prof. Némec pozoro-
vanie Strukturalnych zabran vniku dalSich
spermatickych buniek do zarodo¢nych mies-
kov krivca zltého (kfivatec zluty — Gagea
lutea, obr. 4) z Celade Ialiovitych (Liliaceae).
Dokumentuje upchatie (ucpani) mikropy-
larneho otvoru vajicka zvySkami pelového
vrecuska, ktoré vniklo ako prvé do mikro-
pylarneho otvoru, ¢im sa posobenie syner-
gid v atrakcii pelovych vrecusok k zaro-
doc¢nému miesku oslabuje alebo prerusuje.

A eSte oplodnenie
z réznych zornych uhlov...

S procesom oplodnenia suvisia aj origi-
nalne price B. Nemca venované réznym
aspektom biologie oplodnenia a tvorby
semien a plodov. V r. 1912 robil pokusy
s jagavkou laliovitou (bélozarka liliovita —
Anthericum liliago) a zistil, Ze sa oplodiiu-
je aj autogamicky (opelenie blizny vlast-
semien mozno ziskat pri cudzoopeleni.
V rokoch 1935-37 ho zaujala tvorba plodu
a semien lalie belostnej (lilie bélostnd — Li-
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lium candidum). V r. 1939 sa venoval mor-
fologickym, cytologickym a fyziologickym
pric¢inam sterility u rastlin. Hlavau pozor-
nost obratil na ovocné druhy, najmi visne,
slivy a marhule, ktorych niektoré odrody
su samoopelivé a iné cudzoopelivé, zatial
¢o Ceresne su vsetky cudzoopelivé a bros-
menat, ze fyziologia ovocnych stromov
bola jeho oblubenou vyskumnou doménou.

V r. 1941 opisal a ¢asovo vymedzil zakla-
danie generativahych organov (primordii
kvetov) v cibulkach snezienky jarnej (Ga-
lantbus nivalis) a bledule jarnej (Leucojum
vernum), oplodnenie hmyzom a nyktina-
stické pohyby okvetnych listkov, v dosled-
ku ktorych sa kvety na noc zatvaraju a cez
den otvaraju, ¢o chrani generativne organy
pred nocnym mrazom. Jeho praca bola jed-
nou z vychodisk pre neskorsie podrobné
stadie tychto druhov, najmi ked sa ukaza-
lo, ze snezienka je vybornym modelovym
objektom pre vyskum oplodnenia a prvych
postfertilizacnych procesov v zivych zaro-
doc¢nych mieskoch (obr. 5).

Siroky zaber pric a idei prof. B. Nemca
v oblasti Stidia rozmnozovania rastlin, pod-
mieneny hlbokou znalostou procesu roz-
mnozovania nielen u vyssich rastlin, ale aj
u nizSich organizmov (baktérii, hab a bez-
cievnych rastlin), ako aj originalne spajanie
struktury s funkciou na vSetkych drovniach
organizmov (bunka, pletivo, organ, orga-
nizmus) sa stali nevysychajucim zdrojom
vedeckej inSpiracie cytologov, fyziologov
a inych vyskumnikov nielen v minulosti,
ale az dodnes.
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