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Abstrakt

Cystopteris fragilis agg. je taxonomicky velmi komplikovand skupina izosporickych kapradin.
Z celého komplexu se na izemi Evropy udava vyskyt 4 druhti (C. fragilis, C. dickieana, C. al-
pina a C. diaphana), které jsou si morfologicky velmi podobné a jejich rozliSeni na jednotlivé
druhy je stale do jisté miry nedofesené. Tato variabilita je ddna zejména procesy polyploidizace
a hybridizace, které se spolecn¢ podili na vysledné retikulatni evoluci celého komplexu. Celou
situaci komplikuje apomiktické rozmnoZovani pomoci apogamie, které je velmi béZnym jevem
u kapradin a v minulosti bylo zaznamenano i u C. fragilis. Pro studium reproduk¢nich systémut
se vyuziva kultivaci gametofytli a sporofytl, které ndm umozni sledovat cely Zivotni cyklus.
Predstaveny jsou i pilotni vysledky a metody, které budou pouzity v navazujici diplomové

préci.

Klicova slova: Cystopteris fragilis, polyploidizace, hybridizace, reprodukéni zptisoby, apo-

gamie, kultivacni experimenty

Abstract

Cystopteris fragilis agg. is taxonomically very complicated group of homosporous ferns. There
are 4 species of the aggregate in Europe (C. fragilis, C. dickieana, C. alpina and C. diaphana),
which are morfologically similar and their taxonomic status is still unresolved. Polyploidi-
zation, hybridization and the resulting reticulate patterns of evolution together contribute
to enormous variation within the complex. Apomictic reproduction through apogamy is a very
common phenomenon among ferns and it was also recorded in C. fragilis in the past. Game-
tophyte and sporophyte culture is commonly used to the study of reproductive modes. Pilot

results and methods of following diploma thesis are presented in separeted chapter.

Key words: Cystopteris fragilis, polyploidy, hybridization, reproductive modes, apogamy, cul-

tivation experiments
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1. Uvod

Predkladana bakaladiska prace se zabyva taxonomicky sloZitym a dosud ne zcela objasnénym
komplexem Cystopteris fragilis. Posledni (a jedind) monografie rodu Cystopteris byla napsdna
pied 53 lety (Blasdell, 1963) a dodnes se pozornost na tento rod soustfedila hlavné na dzemi
Severni Ameriky, kde byl cely komplex detailn¢ studovan (napt. Haufler et al. 1985, Haufler
and Windham 1991, Paler and Barrington 1995). Podobna podrobna studie vSak na tzemi Ev-
ropy chybi.

V Evropé€ jsou rozliSovany ¢tyfi druhy (mikrospecie): Cystopteris fragilis (L). Bernh.
(puchyinik kiehky), Cystopteris dickieana R. Sim (puchyinik hladky), Cystopteris alpina (L.)
Desvaux syn. Cystopteris regia (Lam.) Desvaux (puchyinik vapencovy) a Cystopteris diaphana
(Bory) Blasdell (puchyinik prosvitavy) (Dostél, 1984; Jermy, 1993). Taxonomické pojeti a no-
menklatura je v praci sjednocené podle Flora Europaea (Jermy, 1993). Rozdily mezi jednotli-
vymi druhy a otdzka jejich taxonomického urceni bude diskutovana v prvni ¢asti bakalaiské
préce.

Na tizemi Ceské republiky se vyskytuji tii druhy — C. fragilis, v sudetskych pohotich je
mozny vyskyt druhu C. dickieana (Chrtek, 1988; Kubat, 2002), avSak jeho taxonomicky status
neni dosud zcela pln¢€ objasnén (Dyer et al., 2000; Parks et al., 2000) a této problematice je
vénovana kapitola 3.2. Do tfetice C. sudetica A. Braun et Milde (puchyinik sudetsky), ktery
vSak nepatii do komplexu C. fragilis (Rothfels et al., 2013). Na naSem uzemi byl naposledy
spatfen roku 1939 (Chrtek, 1988; Kubat, 2002), v roce 2010 byl vSak znovuobjeven v Hrubém
Jeseniku (Hadinec and Lustyk, 2012) a v Cerveném seznamu cévnatych rostlin je dnes klasifi-
kovén jako kriticky ohroZeny druh (C1 b) (Grulich, 2012).

Pti¢inu vysoké variability 1ze hledat na drovni polyploidizace, hybridizace a reproduk¢-
nich systému. Z Evropy jsou zndmé Ctyfi ploidni drovné — tetraploidni, pentaploidni, hexa-
ploidni a oktoploidni (Manton, 1950; Dostél, 1984). V Severni Americe se vyskytuji i diploidni
jedinci (Haufler et al., 1993). Jiz od 30. let 20. stoleti je diskutovan vyskyt nepohlavniho roz-
mnoZzovani pomoci apogamie a aposporie (Lawton, 1936).

Cilem této bakalatské prace je charakterizovat druhovy komplex Cystopteris fragilis,
zejména pak s detailnim zamétenim na druh C. fragilis s. str. a shrnout dosavadni informace,
které jsou o dané problematice znamy. Dalsi nezbytnou soucasti prace jsou mikroevolucni pro-
cesy vedouci k variabilité¢ a charakteristika reproduk¢nich systémi u kapradin. Diskutovana
bude také moznost vyuziti kultivacnich experimentd ke studiu rozmnoZovani a nastin budouci

diplomové préce.



2. Charakteristika rodu Cystopteris Bernh.

2.1. Zaiazeni v systému

Cystopteris Bernh. (puchyinik) je rod izosporickych kapradin, patficich dnes do celedi
Cystopteridaceae Schmakov (puchyinikovité), kterd stoji sestersky k Eupolypodiales II.
(Rothfels et al., 2012a). Kromé rodu Cystopteris jsou do této Celedi fazeny rody Acystopteris
Nakai, Gymnocarpium Newman a Cystoathyrium Ching (Rothfels et al., 2012a; Rothfels et al.,
2012b) a jsou podpoieny jako jednoznacné monofyletické (Rothfels et al., 2013). Jiz dlouhou
dobu je zndmo, Ze rod Acystopteris je blizce ptibuzny rodu Cystopteris, jehoz byl diive soucasti,
a to v Sirokém slova smyslu (Blasdell, 1963). V minulosti byl puchyinik pfevazné fazen do
Celedi Athyriaceae (Dostdl, 1984; Prada, 1986) — syn. Woodsiaceae (papratkovité) (Jermy,
1993; Jonsell, 2000; Kubéat, 2002; Smith et al., 2006). Jako velky omyl se ukdzalo zafazeni do
celedi Dryopteridaceae (Smith, 1993), od kterého bylo brzy opusténo (Hasebe et al., 1995).

2.2. Morfologicka charakteristika

Jedna se o stfedné velké vytrvalé byliny s kratkymi nebo dlouhymi oddenky, které mohou byt
vystoupavé nebo plazivé. Listy vyrastaji z pfizemni rGZice nebo jednotlivé (Dostdl, 1984;
Chrtek, 1988). Rapﬂiy listd jsou tenké, sldmove Zluté, naCervenalé az tmavé hnédé (Prada,
1986). Béze je casto zduield a pfes zimu pretrvava, jako tzv. trophopod. Na priifezu mlizeme
vidét 2 kulaté nebo podlouhlé cévni svazky (Haufler et al., 1993).

Cepel je 1-3x zpefend, v obrysu miiZe byt podlouhld, kopinaté, vejéitd aZ trojihelni-
kova. Ve vétSing pripadu je lysd, vzacné se zlaznatymi trichomy na abaxidln{ stran¢ (na adaxi-
alni stran€ chybi). Mnohobunécné trichomy nachdzime mezi fapikem a jednotlivymi listky.
Listky jsou (1-)2-3x zpetené, ptisedlé nebo tapikaté, jednotlivé ¢4sti mohou byt vroubkované,
zubaté nebo pilovité. Nejnizsi par listkd je obvykle nejdelsi. Zilky na listech jsou jednoduché
nebo vétvené. Odéni chybi nebo se vyskytuje jen v jedné tad¢ (Dostdl, 1984; Prada, 1986;
Chrtek, 1988; Haufler et al., 1993; Kubat, 2002).

Vytrusnicové kupky jsou okrouhlé, uspofddané ve 2 fadach mezi stfedni Zilkou a okra-
jem listku, ostéra je vejcita az kopinatd. Vytrusy jsou hnédé zbarvené, na povrchu ostnité nebo
bradavi¢naté (Dostdl, 1984; Chrtek, 1988; Jermy, 1993).

Prokel (prothalium, gametofyt) je srdCity az ledvinity dtvar, ktery kli¢i ze zralych vy-

trust a ma pouze kratkodobé trvani (Dostal, 1984; Jonsell, 2000).



2.3. Rozsireni a ekologie

Rod Cystopteris zahrnuje cca 25 druht, které jsou rozsiteny po celém svété pievazné v tempe-
ratnich oblastech (Haufler et al., 1993). V tropickych oblastech je situovan do vySsich nadmot-
skych vySek, kde pfevazuje mirnéjsi klima (Blasdell, 1963).

V Ceské republice ma t&Zisté rozsifeni v mezofytiku, okrajové se vyskytuje i v oreofy-
tiku a termofytiku. Vyskytuje se od niZinnych oblasti az po vysoké hory (Chrtek, 1988).

Cely rod primarn¢ osidluje skalni stény, Stérbiny a sutové svahy. Sekundarné se pak
vyskytuje v mistech vytvofenych lidskou Cinnosti, jako jsou staré kamenné zdi, ploty a mosty.
Z hornin se jedna pfevazné o piskovce, bfidlice, vdpence, Zulu a rulu. Roste tedy jak na kyse-
lych, tak neutrdlnich i bazickych substratech. Nékteré druhy vSak preferuji vlhké lesni pidy
(napft. C. bulbifera nebo C. protrusa) oproti skalnatym ttvartim. Nejcastéji se naléza na vlhkych

a zastinénych mistech, miiZe vSak rist i na otevienych a slunnych stanovistich (Blasdell, 1963;

Dostal, 1984).

3. Charakteristika komplexu Cystopteris fragilis

Fylogeneze rodu Cystopteris je roz¢lenéna do 4 podpotenych vyvojovych vétvi — C. montana
(stoji oddélené od zbytku rodu), C. sudetica, C. bulbifera a taxonomicky slozity a polymorfni
komplex C. fragilis (Rothfels et al., 2013), ze kterého byl vyc¢lenén C. protrusa a dnes stoji
sestersky k celému agregatu (Rothfels et al., 2014). Komplex C. fragilis miZeme charakterizo-
vat celosvétovym rozSitenim a odliSnou ploidni drovni. Vztahy uvniti celého agregitu jsou

komplikované, obsahujici mnoho druhti a poddruhti (Rothfels et al., 2013) a nékteré vyznamné

NP

druhy a jejich rozsiteni je vyobrazeno na Obr. 1. MoZna se jedna o ,,jeden z nejobtiznéji ucho-

pitelnych problémii v biosystematice kapradin® (Lovis, 1977 p. 356).

® C. alpina

C. diaphana

C. douglasii

C. fragilis

C. membranifolia
C. millefolia

C. protrusa

C. sandwicensis
C. tasmanica

C. tenuis

Obr. 1: Rozsiteni nékterych zastupct komplexu C. fragilis. Na obrazku neni uveden C. dickieana, ne-
bot’ price, ze které pochdzi tato mapa, ho neuzndvd jako samostatny druh (pfevzato z Rothfels et al.,

2013).



U celého rodu se objevuji tii aspekty, které zt€Zuji jednoznacnou morfologickou identi-
fikaci jednotlivych druhii. Tim prvnim je fenotypové plasticita listli na zdklad¢ vnéjsiho pro-
stiedi. C. fragilis se vyskytuje i ve vysokych nadmotskych vyskéch a toleruje riznorodé pod-
minky, které se odrazi na celkovém vzhledu rostliny (Gamperle and Schneller, 2002). Za druhé
se muze jednat o fenotypovy projev polyploidizace. Cytotypy s vyssi ploidni trovni ztraceji
charakteristické znaky na listech, které slouZi k rozpozndvani jednotlivych druhti. Ttetim
aspektem je, Ze se jednotlivé druhy mohou vyskytovat sympatricky a vzajemn¢ spolu hybridi-
zovat za vzniku sterilnich kifiZenct (Haufler and Windham, 1991).

Komplex na izemi Evropy zahrnuje 4 druhy, které budou ptredstaveny na néasledujicich

fadcich (Dostél, 1984; Jermy, 1993).

3.1. Cystopteris fragilis (L.) Bernh. — puchyinik ki'ehky

Jedna se o rostliny s kratkym a vystoupavym oddenkem, ktery ma v priméru $itku cca S mm
(Jermy, 1993). Puchyinik dosahuje vysky od 10 do 50 cm (Dostél, 1984). Trichomy chybéji,
pleviny jsou svétle hnédé a kopinaté. Listy vyrtstaji z pfizemni riZice, fapik je krat$i nebo
stejné dlouhy jako &epel, pleviny vyrtstaji na bazi fapiku (Haufler et al., 1993). Cepel je 1-2-
3x zpetfend, kopinatd, vejcit¢ kopinatd az ovalna (Dostél, 1984; Prada, 1986; Haufler et al.,
1993). Listky jsou vsticné, 1-2x zpefené, okraje jsou pilovité a7 ostie zubaté. Zilky na listcich
smétuji k okraji (Haufler et al., 1993). Ostéra je vejCitd aZ kopinatd, bez Zldznatych trichomt,
vytrusy jsou na povrchu ostnité a dosahuji velikosti 35-55-60 um (Prada, 1986; Haufler et al.,
1993). Vytrusnice se oteviraji od ¢ervna do srpna (Chrtek, 1988).

Jednd se o morfologicky proménlivy druh, u kterého byla popisovéna fada variet, pod-
druhii a forem. Illustrierte Flora von Mitteleuropa (Dostél, 1984) udava 3 variety (var. huteri,
var. dentata a var. pinnatipartita) a jednu formu (f. anthriscifolia), které se lisi ve velikosti lista,
zpeteni a tvaru jednotlivych listkii. Nékteré vyznamné Casti aredlu vSak dosud nebyly taxono-
micky zhodnoceny, napt. na izemi Mexika se vSechny druhy povazuji za C. fragilis s. 1., kviili
absenci detailniho studia. Rozdily jsou zejména v morfologickych znacich, velikosti vytrusii

a jejich povrchu (ostnity a bradavi¢naty) (Mickel and Tejero-Diez, 2004).

3.2. Cystopteris dickieana R. Sim — puchy¥nik hladky
Tento druh byl poprvé popsan v roce 1830 ze Skotska. Od komplexu C. fragilis se odliSuje
pouze ve dvou znacich, a témi jsou charakteristicky zptsob vétveni listové Cepele a povrch
vytrust (Parks et al., 2000).

Listova Cepel je méné vétvend, jednotlivé listky jsou Siroké, tupé zaoblené a vzajemné

se prekryvajici (Dyer et al., 2000). AvSak znaky na listu nejsou jednotné ani u druhu C. fragilis

4



a zavisi na mikroklimatickych podminkach. Pokud je rostlina na slunném a suchém stanovisti,
Cepel listu je kompaktnéj$i a tuzsi, ve vlhku a stinu je naopak SirSi a jemnéjsi (Parks et al.,
2000).

Vytrusy jsou bradavi¢naté, zatimco
u ostatnich zastupci komplexu jsou ostnité
(Parks et al., 2000). Timto morfologickym zna-

kem se rozliSuje mezi C. fragilis a C. dickieana

ve vétSiné dostupnych publikaci (napf. Prada

a b
1986, Jermy 1993) a projevy tohoto charakteru Qpy, 2: Ostnité vytrusy u C. fragilis (a) a brada-
lze porovnat na Obr. 2. viénaté u C. dickieana (b) (prevzato z Prada,

Pfi studiu allozymt na zastupcich ze Se- 1986).
verni Ameriky, kde je rozdil pouze v povrchové struktuie vytrusii, nedoslo k rozliSeni mezi
C. fragilis a C. dickieana. Byl dokonce nalezen jedinec, ktery m¢l jak ostnité, tak bradavicnaté
vytrusy (Haufler and Windham, 1991). V evropské studii allozym1l, do které byla zahrnuta ty-
pové populace C. dickieana, se nenasla korelace mezi charakterem vétveni listové cepele, mor-
fologii vytrusti a multilokusovym fenotypem allozymii a timto se nepotvrdilo zachovéni C. dic-
kieana jako samostatného druhu (Parks et al., 2000).

Flora Nordica (Jonsell, 2000) neuznava C. dickieana jako samostatny druh. Misto toho
rozliSuje u C. fragilis dvé formy - s ostnitymi a bradavi¢natymi vytrusy. Dédle uvadi, Ze jedinci
vyskytujici se v severni Evropé nemaji morfologicky nic spole¢ného s typovou populaci ve
Skotsku, kterd ma mnohem kompaktnéjsi vzhled, ¢lenitéjsi listky a prekryvajici se segmenty.
Na druhou stranu existuji sterilni hybridi mezi C. fragilis a C. dickieana s abortovanymi vytrusy
a tato hybridiza¢ni bariéra by mohla svédc¢it o opravnénosti uzsiho taxonomického pojeti (Vida,
1974).

V zéavéru shrnujiciho ¢lanku o této problematice (Dyer et al., 2000) vSak zustava otdzka
pozice C. dickieana nejasna a kontroverzni. Stdle neni jasné, jestli vSichni z4stupci s bradavic-
natymi vytrusy patii do stejného taxonu jako typovy materidl a jaké je jeho zafazeni v systému,

zdali ho mame rozliSovat jako samostatny druh nebo podruh (¢i varietu) C. fragilis.

3.3. Cystopteris alpina (L.) Desvaux — puchyinik vapencovy

Jedna se o dal$iho evropského zdstupce komplexu, ktery je v nékterych publikacich uvadén
jako C. fragilis subsp. alpina (Schidlay, 1966; Prada, 1986) ¢i C. fragilis subsp. regia (Hegi,
1935), avSak dnes je popisovén jako C. alpina nebo C. regia (Tennant, 2010), poptipadé jsou

u C. regia rozliSovény variety var. regia a var. alpina (Dostél, 1984).



Od C. fragilis se odliSuje jemnéji ¢lenénymi listy, které jsou 3-4x zpefené. Segmenty
listeck jsou linearné podlouhlé, izké, na konci tupé nebo ut'até. Vétsina zilek na koncovych
segmentech kon¢i na bazi nebo v zafezu mezi jednotlivymi zuby (na rozdil od C. fragilis, kde
zilky kon¢i na okraji jednotlivych zubil) (Dostdl, 1984). BohuZzel se tento stejny znak vyskytuje
iu C. diaphana a C. dickieana (Tennant, 2010). Vytrusy maji kratké a tupé ostny (Jermy and
Harper, 1971).

Vyskytuje se pfevdzné v horskych oblastech Evropy a Malé Asie v nadmotské vySce od

1200 — 3000 m, pfevaZné na vapencich ve vlhkych Stérbinach (Dostél, 1984; Jonsell, 2000).

3.4. Cystopteris diaphana (Bory) Blasdell — puchyrnik prosvitavy

C. diaphana byl v minulosti zaménovan s C. fragilis nebo byl popisovan jako jeho poddruh ¢i
varieta. V nékterych publikacich je popisovéan jako C. viridula (Desv.) Desv. (Prada, 1986).
Kvtli mnoha pfechodnym formam je jeho taxonomické urceni obtizné (Vida, 1974). Avsak
jeho odliSnost je kone¢né podpotena i vyrazn€ odliSnou velikosti genomu (HanuSov4 and Urfus,
pers. comm.). Poprvé byl popsédn z ostrova Réunion v Indickém oceanu (Dostél, 1984).

Listy vytrvdvaji pfes zimu na rozdil od ostatnich druht agregitu. Zilky na listech ne-
kon¢i v apikdlni oblasti zubu na jednotlivych segmentech listkli, ale v mezerdch mezi nimi
(Murphy and Rumsey, 2005). Vytrusy jsou husté a kratce ostnité, lisi se tak od C. fragilis, ktery
je nem4 tak husté nasdzené na sobé (Jermy and Harper, 1971).

Osidluje subtropické a tropické oblasti, v Evropé se vyskytuje v Makaronésii (Azory,
Madeira, Kandrské ostrovy), na jihu Spanélska a na Korsice (Dostdl, 1984). V roce 2000 bylo
nalezeno nékolik exemplafii ve Velké Britdnii, ale stdle neni potvrzené, zdali se jedna o ptivodni
populaci nebo o Unik z péstované kultury (Murphy and Rumsey, 2005). Preferuje sttedné ba-
zické horniny (Jermy, 1993).

4. Mikroevolu¢ni procesy vedouci k variabilité

N2

Na obtizné taxonomické uchopitelnosti C. fragilis agg. se podileji dva vyznamné procesy. Jedna
se o polyploidizaci (a s ni spojenou allopolyploidni speciaci), kterd spolu s hybridizaci vede az
k retikulétni evoluci celého komplexu. U kapradin ji mimo C. fragilis agg. nalezneme napiiklad
u komplexu Polypodium vulgare (Haufler and Windham, 1991) nebo Adiantum pedatum (Paris
and Windham, 1988).

4.1. Polyploidizace
Polyploidie je jev, ktery je Siroce rozsifen mezi rostlinami. Odehrava se diky zndsobeni genové

sadky (neprobéhnuté bunécné déleni po mitdze, vznikaji tzv. autopolyploidi) nebo splynutim
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neredukovanych gamet dvou druhii (absence bunééného d€leni po meiotickém dé€leni, vznikaji
tzv. allopolyploidi). Tyto neredukované gamety vznikaji u kapradin z neredukovanych vytrust
(Gastony, 1986). Polyploidizace hraje diileZitou roli v evoluci cévnatych rostlin, umoznila v
minulosti jejich diverzifikaci a velkou mérou se podili na jejich speciaci, kterd se u kapradin
pohybuje okolo 7 % speciac¢nich uddlosti zptisobenych polyploidizaci (Otto and Whitton,
2000).

Ptredpoklada se, Ze alespoii jednou polyploidizaci prosly vSechny krytosemenné rostliny
s vyjimkou druhu Amborella trichopoda (Cui et al., 2006), u kapradin se domnivame, Ze exis-
prvenstvi, a to je rostlina s nejvétsim poctem chromozomdi. Jednd se o Ophioglossum reticula-
tum, kterd ma 1440 chromozomi (2n = 1440) (Khandelwal, 1990).

Kapradiny a plavuné maji oproti krytosemennym rostlindm vétsi velikost jaderného ge-
nomu. V priiméru obsahuje jadro kapradin 10 616 Mb!, zatimco u krytosemennych rostlin je to

v priméru pouze 6 383 Mb (Ranker and Haufler, 2008).
4.1.1. Polyploidizace u Cystopteris fragilis agg.

U celého komplexu nachdzime na tzemi Evropy ploidni troven od tetraploidnich az po okto-
ploidni zastupce (Dostal, 1984). Ptitomnost tak vysoké ploidni drovné spolu s kosmopolitnim
roz$itenim ndm muZe indikovat, Ze se jednd o velmi stary komplex (Vida, 1974). Na tzemi
Severni Ameriky se vyskytuji diploidni druhy (napt. C. protrusa, 2n = 84), které se v Evropé
nenachdzi (Haufler et al., 1993). Tato polyploidni série je vystavend na zdkladnim chromozo-
movém ¢isle x =42 (Vida, 1974) a jeji ptehled je v Tab. 1.

Jak je z Tab. 1. vidét, rod Cystopteris ma velky pocet chromozomd, které jsou v litera-

tufe popisovany jako malé, zakroucené a tézko spocitatelné (Manton, 1950).

Tab. 1: Piehled poc¢tu chromozomu a ploidie u evropskych zastupct C. fragilis agg. * jsou oznaceny
ploidie vyskytujici se pouze mimo Evropu (pfevzato a upraveno podle Vida, 1974; doplnéno Dostdl,

1984; Kawakami et al., 2010).

Druh 2x 4x 5x 6x 8x
C. fragilis - 2n =168 2n =210 2n =252 2n =336
C. dickieana - 2n =168 - 2n =252 -
C. regia - - - 2n =252 -
C. diaphana 2n = 84* 2n = 168* - 2n =252 -

I Mb — mega pdr bazi (z ang. mega pair base).



Dfive se predpokladalo, Ze velikost vytrust souvisi s danou ploidni drovni a z porovnani
velikosti se d4 usuzovat o jakou ploidii se jednd. Pti studiu C. fragilis na ostrové Vancouver
(2n = 168) se zjistilo, e ma mnohem mensi vytrusy neZ C. alpina ze Svycarska (2n = 252)
(Manton, 1950). V monografii celého rodu se ptedpokldda, Ze ploidie 1ze urcit z velikosti vy-
trust (Blasdell, 1963), ¢ehoZ vyuZivaji v oblasti Mexika k urceni ploidni drovné (Mickel and
Tejero-Diez, 2004). JenZe jiz od 70. let se vi, Ze velikost vytrust ve vétsing piipadii nevede
k jednozna¢né determinaci jednotlivych cytotypii (Vida, 1974), coz se ukazuje i v neddvno pu-
blikovanych praci (Kawakami et al., 2010), kdy se potvrdilo, Ze hexaploidni cytotyp C. fragilis
ma vetsi vytrusy nez tetraploid, ale zjistilo se, Ze pentaploidi maji mnohem vétsi vytrusy nez
tetraploidi a hexaploidi, jak je ukdzdno na Obr. 3. Pentaploidi tak pravdépodobné produkuji
neredukované vytrusy, které mohou souviset s rozmnoZovanim pomoci apogamie. Stejné tak
tetraploidni cytotyp mé velkou variabilitu ve velikosti vytrust, zvlasté kdyZ roste na dvou od-

lisSnych habitatech (Bhellum and Razdan, 2012).

Obr. 3: Vytrusy u C. fragilis, a) tetraploid, b) pentaploid, c) hexaploid, méfitko = 50 um (pievzato

a upraveno dle Kawakami et al., 2010).

C. fragilis diverzifikuje na tetraploidni drovni pravdépodobné diky tzv. genovému si-
lencingu (,,genové umléeni*) (Haufler and Windham, 1991). Allozymové studie odhalily u
izosporickych kapradin expresi geni na diploidni drovni (Haufler and Soltis, 1986). To se déje
pravdépodobné opakovanymi cykly polyploidizace a ndslednym uml¢enim zndsobené chromo-

zomové sadky (Ranker and Haufler, 2008).

4.2. Hybridizace
Hybridizace a pfitomnost hybridi je velmi béZna u kapradin. Chybi jim totiZ specifickd bariéra,
ktera by brénila ve splynuti spermatozoidli a vajecné bunky dvou rtiznych druhii. Pokud se tedy

na jedné lokalité vyskytuji dva rizné druhy, da se ocekdavat mezidruhova hybridizace (Ranker

and Haufler, 2008).



Hybridni druhy kapradin miZzeme rozd¢lit do tif kategorii. Prvni kategorie zahrnuje ste-
rilni hybridy, ktefi produkuji abortované vytrusy. Nadmérny vyskyt znakl jako jsou nepravi-
delny tvar a velikost vytrusti a $patné vyvinutd, neoteviend sporangia mohou byt dikazem pii-
tomnosti hybrida prvni kategorie, ale nemusi to byt tak jednoznacné. Az 10-20 % abortovanych
vytrusii se mize vyskytovat u nehybridnich druht (Wagner et al., 1986). Na druhou stranu,
u triploidniho C. protrusa se objevuji pfevaZzné normdlni vytrusy, a tak nelze tohoto hybrida
identifikovat jen na zdklad¢ abortovanych vytrusti (Haufler et al., 1985). Druhym typem jsou
fertilni hybridi, ktefi produkuji normélni Zivotaschopné vytrusy. Tito jedinci vznikaji nejcastéji
allopolyploidizaci. Poslednim typem jsou apogamni hybridi, ktefi vytvareji neredukované vy-
trusy (Wagner et al., 1986) a ty budou diskutovany v ¢asti tykajici se reprodukénich systémi

kapradin.
4.2.1. Hybridizace u Cystopteris fragilis agg.

Polyploidizace se spolu s hybridizaci podili na vysledné retikuldtni evoluci celého komplexu.
Tento problém byl studovan hlavné na uzemi Severni Ameriky, kde se vyskytuji 1 diploidni
zastupci. Dal$im problémem je velmi Casté hybridizace mezi jednotlivymi druhy, coZ opét zne-
snadiiuje jejich identifikaci.

Jak vypadaji vzdjemné vztahy je vidét na Obr. 4. Tetraploidni C. fragilis pravdépodobné
vznikl hybridizaci mezi diploidnim C. reevesiana a nezndamym diploidnim C. ,,hemifragilis®,
ktery nebyl do soucasné doby nalezen a zifejmé je vyhynuly (Haufler and Windham, 1991). Jak
je z obrazku patrné, tento neznamy diploid dal vzniknout jesté tetraploidnimu C. tenuis, ktery

se dlouho dobu povazoval pouze za varietu C. fragilis (Paler and Barrington, 1995).

C. bulbifera ——— 3 C. utahensis <——— C. reevesiana

(2x) \ e (2x)

C. laurentiana
(6x)

C. tennesseensis \ C. fragilis

(4x) (4x)

C.protrusa — 3 C. tenuis ag———— C. "hemifragilis”
(2x) (4x) (2x)

Obr. 4: Schématické znazornéni vztahu mezi jednotlivymi druhy C. fragilis agg. na izemi Severni

Ameriky (pfevzato z Haufler and Windham, 1991).



U hexaploidniho cytotypu C. laurentiana se predpoklada allopolyploidni ptvod z tetra-
ploidniho C. fragilis a diploidniho C. bulbifera (Haufler and Windham, 1991). Situace u hexa-
ploidniho C. fragilis, je do jisté miry stdle nevyfeSenou otdzkou. Pokud by se napt. pfedpoklddal
allopolyploidni piivod splynutim redukované a neredukované gamety tetraploida, pak by se pfi
cytologickém zkoumani musely krom¢ bivalenti, najit i univalenty. Ty vSak nebyly v jedné
z praci pozorovany (Kawakami et al., 2010). Dfiv¢jsi studie zabyvajici se poctem chromozomt
poukazuje na to, Ze pfitomnost 84 bivalentli a 42 univalenti u hexaploidniho cytotypu ndm
pouze indikuje to, Ze jeden z predku byl tetraploid (Vida, 1974). Dal§i moZnosti je vznik hyb-
ridizaci mezi diploidem a tetraploidem za vzniku triploida, ktery zdvojenim chromozomové
sddky da vzniknout hexaploidu (Kawakami et al., 2010). Jeho ptivod by tak mohl byt auto-
allopolyploidni (Vida, 1974).

Pentaploid zfejm¢ vznika hybridizaci mezi tetraploidem a hexaploidem. Jelikoz vSechny
tyto tfi cytotypy mohou riist spolecné a byly pozorovany univalentni chromozomy, zda se tato
hypotéza jako velmi pravdépodobnd (Kawakami et al., 2010).

Jak je to s oktoploidnim cytotypem stdle neni jasné a tato problematika ¢eka na objas-
néni (Vida and Mohay, 1980).

Jak jiz bylo diskutovadno vyse, je zndmy kiiZenec mezi tetraploidnimi druhy C. fragilis
a C. dickieana, ktery ma abortované vytrusy a je sterilni (Vida, 1974; Breckle, 1987). Dalsi
velmi Casty hybridni druh vznikd mezi tetraploidnim C. fragilis a hexaploidnim C. alpina. Je
pentaploidni (2n = 210) a jeho morfologicky vzhled je intermedidrni mezi rodi¢i (Vida, 1974;
Dostal, 1984).

V Severni Americe byl popisovan C. fragilis var. mackayi, u kterého se ptfedpoklddalo,
Ze je hybridem mezi C. fragilis a C. diaphana. Tato hypotéza se vSak nepotvrdila a na zdkladé
morfologickych a cytologickych znakl byl zafazen do samostatného druhu C. tenuis (Moran,
1983).

Na Obr. 4 je jesté jedna pozoruhodnd hybridizacni udélost, kterd se tyka diploidnich
druhit C. protrusa a C. bulbifera. Jejich vztah byl naznaen uz v 50. letech 20. stoleti
(McGregor, 1950), ale az pozdé¢ji se potvrdilo, Ze davaji vzniknout allotetraploidnimu C. ten-
nesseensis (Haufler et al., 1990). Zjistilo se, Ze se na tomto procesu velkou mérou podili rost-
linny fytohormon antheridiogen, ktery iniciuje tvorbu gametangii u izosporickych kapradin. Je
tvofen a vylucovan pln€ vyvinutym gametofytem (u kterého prevazuji samici gametangia) a
zajistuje u sousednich gametofytii tvorbu antheridii (samc¢ich gametangi{). Pokud se tedy oba

dva diploidni druhy vyskytuji sympatricky (spolu na jednom misté), pak je umoznéna hybridi-
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zace mezi témito druhy na zdkladé ustanoveni pohlavi gametofyti pomoci odpovédi na fyto-
hormony. C. bulbifera neodpovid4d na hormondlni podnét, tvoii archegonia, zatimco C. pro-
trusa na néj odpovida a tvoii prevazné antheridia na gametofytu. Tato situace umozni splynuti
spermatozoidu od C. protrusa s vajeCnou bunikou C. bulbifera a vzniku nového allotetraploid-
niho druhu. Hormondlni regulace tak maze hrat vyznamnou roli v usnadnéni hybridizace mezi

jednotlivymi druhy izosporickych kapradin (Haufler and Ranker, 1985).

5. Reproduk¢ni zpisoby u kapradin

Zivotni cyklus kapradin zahrnuje dvé st¥fdajici se faze — gametofytickou (pohlavni) a sporofy-
tickou (nepohlavni) generaci, kazd4 z nich je voln¢ Zijici a umoziuje kapradindm vyuzivat roz-
dilné niky v prostiedi. Na rozdil od semennych rostlin, kapradiny vyuZzivaji lehko Sifitelné vy-
trusy, aby se dostaly déle od matefské rostliny a mohly tak kolonizovat nové a neosidlené ha-
bitaty (Vogel et al., 1999). Vytrusy vznikaji meiotickym délenim ve vytrusnici a tradi€né dé-
lime kapradiny podle typu vytrusii na izosporické a heterosporické. Izosporické kapradiny pro-
dukuji jeden typ vytrusu a davaji vzniknout oboupohlavnému gametofytu. Tyto kapradiny jed-
noznaéné¢ prevladaji (cca 36 Celedi) nad heterosporickymi kapradinami (cca 4 Celedi), které
produkuji dva typy vytrusi a ddvaji vzniknout jednopohlavnym gametofytiim (Ranker and
Haufler, 2008; Mehltreter et al., 2010).

Ve vétsin¢ piipada prevlada pohlavni rozmnozovani, kdy se na proklu tvoii sam¢i po-
hlavni organy (antheridia, mitézou produkujici spermatozoidy) a samici pohlavni organy (ar-
chegonia, mitézou produkujici vaje¢nou bunky) a po oplozeni vznikd opét sporofytickd gene-
race (Asker and Jerling, 1992; Ranker and Haufler, 2008).

Pohlavni rozmnoZovéni u izosporickych kapradin mtizeme rozdé¢lit do tii kategorii.
Prvni je samooplozeni (,,intragametophytic selfing®) pfi kterém splyva vajecna buiika se sper-
matozoidem z oboupohlavného gametofytu. V prvni generaci tak vznikd homozygotni zygota
a nasledné¢ i sporofyt. Druhym typem je de facto také samooplozeni, ale pii kterém splyva va-
jecnd bunika se spermatozoidem z riznych gametofyta, ale tyto pochdazeji ze stejného sporofytu
(tzv. intergametophytic selfing). Heterozygotnost je tu nizsi neZ u rodicovskych jedinci. Jedna
se o analogii samooplozeni u krytosemennych rostlin. Ttetim typem je ,,cizooplozeni* (,,inter-
gametophytic crossing®) pii kterém splyvaji gamety ze dvou odlisSnych rostlin. Nékdy se jeste
rozliSuje tzv. ,,intergametophytic mating®, pii kterém splyvaji gamety z riiznych gametofyta,
ale neni zndm jejich ptivod (nevi se, jestli pochdzi od jednoho ¢i dvou riznych jedincii nebo od

dvou odlisnych druhtt) (Klekowski, 1973; Lloyd, 1974; Ranker and Haufler, 2008).
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Analyzy vyvoje gametofyti ukézaly, ze ackoliv je vétSina izosporickych kapradin
schopnd produkovat oboupohlavné gametofyty, tak jsou pfitomny mechanismy, jako je asyn-
chronni dozrani gametangii a hormondlni kontrola pomoci antheridiogent, které zajist'uji
u mnoha druhti gametofyty funk¢éné jednopohlavné (Lloyd, 1974).

U cca 10 % kapradin se vSak tak nedéje a rozmnozuji se nepohlavni cestou pomoci
apomixie, resp. apogamie a aposporie (Ranker and Haufler, 2008). Nov¢jsi odhady ukazuji, Ze
pfinejmensim 3 % kapradin se rozmnoZuje pomoci apogamie. To je mnohem vyssi pocet, nez
jaky se udava u krytosemennych rostlin. Déle se ptfedpoklada, Ze apogamie vznikla u kapradin
nckolikrat nezavisle na sob¢ a u odvozenych celedi se vyskytuje s vysokou frekvenci — u Dry-
opteridaceae a Pteridaceae je az 70 % takto se rozmnoZujicich druhd. Naopak je vzacnd napf.
u Celedi Polypodiaceae (Liu et al., 2012).

Terminologie pouzivand u nepohlavniho rozmnozovani kapradin je velmi nejednotna,
a tak se n¢kdy uvadéji jeste terminy apomixie a agamosporie. Druhy termin zahrnuje dva pro-
cesy — neptitomnost meiotického déleni pii sporogenezi (produkce neredukovanych vytrust,
nckdy také nazyvané diplosporie a neredukované vytrusy jako diplospory) a nasledny vyvoj
sporofytu z gametofytu bez splynuti gamet (nazyvaji to apogamii nebo apomixii) (Gastony and
Windham, 1989). Ve vétsin€ novéjsSich publikaci (Asker and Jerling, 1992; Ranker and Haufler,
2008) se pouziva ¢lenéni na apogamii (kterd v tomto ptipadé€ zahrnuje i agamosporii) a apospo-

rii, které jsem pouzil 1 v nasledujicich kapitol4ch.

5.1. Apogamie

Jednim z nejcastéjSich typli nepohlavniho rozmnoZovéni u kapradin je apogamie, kdy novy
sporofyt nevznika splynutim dvou gamet, ale z pletiva gametofytu, nej€astéji v blizkosti api-
kdlniho meristému (Asker and Jerling, 1992). Apogamické kapradiny ve vétSin€ piipadl vytva-
teji antheridia, archegonia chybi, ale existuji druhy, které produkuji nefunk¢ni archegonia. Pfi-
tomnost funk¢nich antheridii mtiZe zajistovat rozmnoZovani mezi apogamickymi a normalné
pohlavné se mnoZicimi druhy (Asker and Jerling, 1992; Schneller and Krattinger, 2010), jak se
d¢je napf. u triploidniho C. protrusa (Haufler et al., 1985). Apogamické kapradiny jsou pte-
vazné¢ triploidni a pentaploidni (Park and Kato, 2003), ale najdou se i vyjimky, napt. rod Pteris,
u kterého se nepohlavné rozmnoZzuji diploidni druhy (Huang et al., 2011). Pfedpoklada se, Ze di-
ploidi a triploidi mohou produkovat az 90 % fertilnich neredukovanych vytrusi, zatimco tetra-
ploidi a pentaploidi okolo 20-40 % (Schneller and Krattinger, 2010). Apogamie se déli na fa-
kultativni (indukovanou) a obligatni (Raghavan, 1989; Ranker and Haufler, 2008).
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Fakultativni apogamie se vyskytuje u pohlavné se mnoZicich rostlin, které se dostaly do
n¢jaké stresujici situace (nedostatek vody, vysoka expozice sluneénimu zafeni, nedostatek Zivin
v pudé€) (Ranker and Haufler, 2008), ¢asto se tak miiZe vyskytovat pfi nespradvné manipulaci
s rostlinami v umélych podminkach (Raghavan, 1989). Tyto rostliny pak produkuji neZivota-
schopné vytrusy (Manton, 1950). V pfirodé€ byla zaznamendna fakultativni apogamie u druhu
Asplenium hallbergii (Dyer et al., 2012).

vvvvvv

rostlin, kde je mnohem ¢astéjsi tzv. fakultativni apomixie (Asker and Jerling, 1992). Ve vytrus-
nici neprobihd meidza a rostlina vytvari neredukované vytrusy, které maji stejnou ploidii jako
matetsky sporofyt. Z téchto neredukovanych vytrust vznikd gametofyt, ktery pak dava vznik-
nout sporofytu bez ptedchoziho splynuti vajecné buiiky se spermatozoidy (Ranker and Haufler,
2008).

U obligatni apogamie mame dva riazné typy sporogeneze, které umoznuji dokonceni
zivotniho cyklu apogamnich kapradin — tzv. ,,D6pp-Manton* a ,,Braithwaite* schéma (Manton,
1950; Braithwaite, 1964).

,DOpp-Manton sporogeneze zahrnuje dva (Gastony and Windham, 1989) az ctyfi
(Klekowski, 1973; Raghavan, 1989) procesy vedouci ke vzniku vytrusi. Na jedné rostling by-
chom tak teoreticky mohli najit ¢tyfi riizné vytrusnice s vytrusy vzniklymi ¢tyfmi riznymi pro-
cesy (Raghavan, 1989).

U prvnich tii typil se zac¢ind s archesporidlni butikou, kterd projde tfemi naslednymi mi-
totickymi délenimi a vznikd 8 bunék. Prvni proces (na Obr. 5 pod Cislem 1) probiha tak, ze se
8 bun€k poctvrté mitoticky rozd€li a vznikd tak 16 matefskych bunék spor, které maji stejnou
ploidii jako sporofyt (je to podobné, jako u pohlavniho rozmnoZovéni) (Raghavan, 1989).
V pribéhu meidzy vSak nedochdzi ke spravnému parovani chromozomi jako u pohlavniho roz-
mnozovani, vznikaji tak bunky, které nemaji spravny pocet chromozomu a jsou abortované.
Vysledkem je 64 vytrust na jedno sporangium (stejné jako u pohlavniho rozmnoZovéni, jen
s tim rozdilem, Ze vétSina je abortovand a chromozomy jsou rozdéleny nerovnomérnég). U druhé
moznosti (na Obr. 5 pod Cislem 2) za¢ind probihat ¢tvrté mitotické déleni normalné¢, chromo-
zomy se sefadi v ekvatoridlni roving, ale nedojde k jadernému, ani bunéénému déleni. Vznika
8 bun€k, které maji zdvojndsobeny pocet chromozomt. Pii meiotickém déleni spolu paruji ses-
terské chromozomy a vysledkem je 32 Zivotaschopnych vytrust o stejné ploidii jako sporofyt
(Gastony and Windham, 1989; Huang et al., 2011). U tfetiho typu (na Obr. 5 pod cislem 3)
dochdzi k nedokonalému znovu ustanoveni jadra v jedné nebo vice z 8 matetskych bunék spor.

Meiotické dé€leni je nepravidelné a ve vysledku vede k 32 abortovanym vytrusim. Posledni
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moznost (na Obr. 5 pod ¢islem 4) nemd stejny zacatek jako predchozi tii typy sporogeneze.
Dvéma naslednymi mitotickymi délenimi, kterd jsou ndsledovana dvéma mitotickymi délenimi
koncicimi v anafdzi, dochdzi ke znovu ustanoveni jddra a vzniku 4 velkych, autotetraploidnich
a homozygotnich bunék (Klekowski, 1973). Ty se nasledn¢ déli meidézou a vznika 16 vytrusi,

které maji dvojndsobny poc€et chromozom oproti sporofytu (Raghavan, 1989).

Dépp-Manton

o o 0% o%OR 3
1) —F _.. —_—
3n 3n 3n NP Ql?
1 2 4 8 8
M M M Iﬂ R!
2 O— LU— O— O—'®
3n 3n 3n 3n BP ¢

8 m 8 i 32

3) _., —.- —
O O O BnB‘D(SnNP@

3n 3n 3n "n"

1 2 4 4 4 16
M M R!
Hy 0> 0> 0>0—-0>®

3n 3n 3n 6n 12n 6n

Obr. 5: Sporogeneze typu Dopp-Manton. Horni ¢isla uddvaji pocet bunck, dolni pak ploidni trovei.
- — nerovnomérné rozdélené chromozomy, 3n — triploid, 6n — hexaploid, 12n — dodekaploid, M —
mitéza, pieSkrtnuté M — nepravidelnd mitdza, preSkrtnuté BD — absence jaderného a bun&cného délent,
R!—meidza, NP — nepravidelnd parovani v meidze, A — abortované vytrusy, N — neredukované vytrusy,
2V — vytrusy s dvojndsobnym poctem chromozomu (vytvoieno podle Gastony and Windham, 1989;

Raghavan, 1989).

,,Braithwaite* sporogeneze (Obr. 6) zacina stejné jako u ,,.Dopp-Manton®, tedy Ctyfmi
mitotickymi délenimi a vznikem 16 matei'skych buné¢k spor. Avsak pii meiotickém dé€leni se bi-
valenty chromozomt rozpadnou na osamocené univalenty. Dochézi k znovu ustanoveni jadra
a vzniku 32 Zivotaschopnych neredukovanych vytrust uspotfddanych v dyadach. Poprvé byl

tento typ pozorovan u Asplenium aethiopicum (Braithwaite, 1964).

14



Braithwaite

16 p
o—- L L L] @
2n 2n 2n 2n

Obr. 6: Sporogeneze typu Braithwaite. Horni ¢isla uddvaji pocet bunék, dolni ¢isla pak ploidni troven
(zde 2n — diploid, jako modelovy piiklad). M — mitéza, R! — meidza, N — neredukovany vytrus, u tohoto

typu v dyddach, vice viz popis (vytvofeno podle Braithwaite, 1964).

Pocet vytrust na jednu vytrusnici mize byt urCitym voditkem, zdali se kapradina roz-
mnoZzuje pohlavné nebo pomoci apogamie. Ve vétSing piipada tedy vede pohlavni rozmnoZo-
vani k 64 redukovanym vytrusim v 16 tetrddach, na rozdil od rozmnoZovani pomoci apo-
gamie, kdy nejcastéji vznikd 32 neredukovanych vytrust v 8 tetrddach nebo 32 neredukova-
nych vytrusii v 16 dyddach (Raghavan, 1989). Tento pocet nemusi pfesné¢ odpovidat poctu 32,
ale mazZe jich byt vice i mén¢. Na konci déleni se miiZzou misto dyad vytvaret triddy a tetrady
(Braithwaite, 1964). Tato hypotéza musi byt potvrzena experimentdlné pomoci kultiva¢nich
experimentli, po€itdni chromozomii (Park and Kato, 2003) nebo prutokové cytometrie (Ekrt
and Koutecky, 2015). Dalsimi znaky mohou byt velikost vytrusti, vyvoj gametangii, vznik a

morfologie sporofytické generace (Huang et al., 2011).

5.2. Aposporie
Aposporie je druhy typ nepohlavniho rozmnoZovéni, kdy gametofyt vznika piimo ze sporofy-
tického pletiva (napf. z listl nebo sporangia). Neprobihd tak meiéza a netvoii se vytrusy
(Ranker and Haufler, 2008). Prokel vznikly pomoci aposporie vypada tpln¢ stejné jako z po-
hlavniho rozmnoZovéni, aZ na to, Ze ploidie je stejnd jako u sporofytu (Raghavan, 1989). MiZou
se na ném vyvijet pohlavni orgdny a dochédzet k pohlavnimu rozmnozovani. Timto krokem se
vSak generuji polyploidni série liSici se ploidni trovni (Asker and Jerling, 1992).

Predpoklada se, Ze aposporie je v ptirod€ velmi vzacnd (tzv. obligdtni aposporie) a ode-
hrava se jen u méla kapradin. Lze ji v§ak snadno indukovat v umélych podminkéch pii kultivaci

rostlin (tzv. indukovand aposporie) (Raghavan, 1989).

5.3. Apogamie a aposporie u Cystopteris fragilis

U C. fragilis byl jiz ve 30. letech 20. stoleti naznacen vyskyt apogamie a aposporie. Véd¢lo se,
ze se sporofyt vyvijel pfimo z pletiva gametofytu nebo z preménénych pohlavnich organti. Dal-

$imi pokusy se dale pfiSlo na mozZnost rozmnoZovéani pomoci aposporie, kdy nové rostliny vzni-
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kaly ptfimo z listli. VSechny tyto vysledky se ziskdvaly pomoci kultiva¢nich experimenti ga-
metofytické generace a jejich pozorovanim pod mikroskopem, poptipad¢ jednoduchymi cyto-
logickymi metodami (Lawton, 1936).

Dalsi zminka o apogamii pochdzi ze 70. let 20. stoleti. Do kvétinach byly vysety vytrusy
tetraploidniho C. fragilis a byly zalévany pouze ze spodu, aby nedoslo k ptfipadnému pohlav-
nimu rozmnoZovani. Ve dvou kulturich se objevily apogamni rostliny, které byly husté pokryté
plevinami a mély vice zpefené listky. Cést se nedoZila reprodukéniho véku (nevytvoily se ko-
feny), Cast prezila a produkovala vytrusy. Pravdépodobné se jednalo o fakultativni apogamii
(Vida, 1974).

U triploidniho C. protrusa ze Severni Ameriky byla pozorovédna sporogeneze typu
,Braithwaite“. Produkoval tak neredukované vytrusy v dyddach, které se vyznaCovaly pfitom-
nosti velkého jadra. Prvni meiotické d€leni zacalo normdln¢, ale nebylo dokonceno. Doslo
k znovu ustanoveni jadra, které tak obsahovalo vSechny chromozomy. Tento jev byl vSak po-
zorovan pouze zfidka. Vytrusnice nebyly abortované, ani jinak deformované, ale produkovaly
velké mnoZstvi morfologicky odlisnych vytrusi (Haufler et al., 1985).

U pentaploidniho cytotypu C. fragilis byly pozorovany vytrusy, které byly vétsi nez u
tetraploidii a hexaploidi. Jak jiz bylo psano v kapitole o polyploidizaci, mize se pravdépodobné

jednat o neredukované vytrusy (Kawakami et al., 2010).

6. Kultivacni experimenty

Pokud se chceme v€novat rozmnoZzovani kapradin, je potieba se zaméfit na tu fazi, kterd vytvaii
pohlavni organy, tedy na gametofytickou generaci. Tu mizeme studovat bud’ ve volné ptfirodé¢,
nebo jeste 1épe v umélych podminkach v laboratofi. V piirodé¢ je ale velmi Casto t€Zké najit
a spravn¢ identifikovat gametofyty a vétSina studii je tak odkdzdna na studium v laboratofi
(Ranker and Haufler, 2008). Predpoklada se, Ze studium v laboratofi, vede k podobnym vysled-
kim, k jakym by se doSlo pozorovanim v pfirodé. Na druhou stranu, v pfipad¢ detailniho po-
zorovani pohlavi gametofytl se ukazuje, Ze v umélych podminkéch se tvofii vice sam¢ich nez
samicich gametofyti (Ranker and Houston, 2002).

Metody kultivace rostlin jsou hojné vyuZivany ve studiu fyziologickych procesu, za-
chrané ohroZenych druhti a v zahradnictvi k mnozeni okrasnych rostlin. Miizeme vyuZivat to-
tipotentni schopnosti rostlinnych bun¢k a nové rostliny ziskdvat z vegetativnich organa nebo
nechat probéhnout piirozeny Zivotni cyklus od vytrusi az ke zralému sporofytu a studovat tak

probihajici Zivotni procesy (Ferndndez et al., 2011).
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6.1. Pripravy pred kultivaci

Vse zacind u matei'ské rostliny na nami zvolené studované lokalité, kde chceme sbirat zralé
trofosporofyly (pfipadné sporofyly, pokud jsou odd¢lené sterilni a fertilni listy). Dulezité je
pfitom védét, kdy méa nami studovany druh zralé vytrusnice a zacind uvolfovat vytrusy do okoli.
U C. fragilis dochazi ke zrani od ¢ervna do srpna (Chrtek, 1988), zélezi vSak také na vnéjSich
podminkach a nadmoiské vysce (Gamperle and Schneller, 2002). Nezralé vytrusnice jsou vét-
Sinou bélave zelené a v takovémto stavu se nesbiraji. Stejné tak se zachdzi i s pln¢€ vyvinutymi
vytrusnicemi, které zacaly uvoliiovat vytrusy do okoli. Ty maji vétSinou tmavé hnédou az Cer-
nou barvu. Zralé vytrusnice, které jsou vhodné ke sbéru, maji u vétSiny druht svétle hnédou
barvu (existuji vSak i zelené nebo Zluté vytrusnice) a pfi blizSim ohledani lupou nevykazuji
znamky Zadného poskozeni stén (nedoslo zatim k jejich otevieni) (Hoshizaki and Moran,
2001).

Listy s vyvinutymi vytrusnicemi se ukladaji do papirovych sac¢ktli a obdlek. Pii pokojové
teploté se nechaji listy vysychat 1-2 dny a poté jsou vytrusy pfipraveny k vysevu na substrat
(Fernandez et al., 2011). Vyuzit se daji i herbafové polozky, zde si vSak musime dét pozor,
zdali ndmi studovany druh mé vytrusy klicici i po dlouhé dobé. Mezi druhy, u kterych maji
vytrusy kritkou Zivotnost, patfi napt. C. protrusa a Woodsia obtusa (Windham and Haufler,
1986). Pro dlouhodobgjsi skladovani jsou vhodné teploty okolo 4 °C (Somer et al., 2010).
Obecné se doporucuje skladovani vytrusi v suchych, tmavych a chladnych podminkach
(Camloh, 1999).

Vyhodou je péstovani studovanych rostlin ve skleniku, kde se mize zabranit kontami-
naci ostatnimi kapradinami (Park and Kato, 2003). K tomu ndm muze také pomoc obalen{ jed-
noho fertilniho listu z rostliny polyamidovou sitovinou o rozméru ok 25 um, kterd nepropusti
vytrusy ostatnich kapradin (Ekrt and Koutecky, 2015).

V ptipad€ vyuziti in vitro kultur je nutné si pfipravit Zivné médium, na které budeme
vysévat. U kapradin se nejcastéji vyuzivd Murashige-Skoog (MS) a Knopovo médium. VétSina
obsahuje madlo Zivin, nebot vytrusy, stejné jako semena, si sebou nesou zasobni latky nutné pro
kli¢eni (Fernandez et al., 2011). Pokud tedy chceme ziskat sporofytickou generaci, je nutné
piesadit gametofyty na nové kultivacni médium nebo do substratu (Hickok et al., 1995).

Vytrusy je nutné na povrchu sterilizovat, aby nedoslo ke kontaminaci cizorodymi orga-
nismy. Nejprve se nechaji macet v destilované vod¢ 2 hodiny, a poté se sterilizuji 0,5% chlor-

nanem sodnym po dobu 3-10 minuty. Mezi dal$i pouZitelné latky patii chlornan vdpenaty, pe-

17



roxid vodiku, ethanol nebo antibiotikum streptomycin. Po aplikaci nasleduje promyti destilo-
vanou vodou (Ferndndez et al., 1999, 2011). Nékdy se vytrusy neoSetfuji a pak se pridava latka
zabranujici ristu patogennich hub (napf. Nystatin) pfimo do minerdlniho agaru (Pangua et al.,
2003). Problémem povrchového oSetfeni mize byt fakt, Ze nékteré vytrusy jim mohou byt po-
Skozeny. MZe dojit ke zpozdéni kli¢eni az k jeho Gplnému zastaveni. Pokud se porovnd kultura
sterilizovanych a nesterilizovanych vytrust, pak ta bez povrchového oSetfeni méla vetsi pro-
cento klic¢ivosti. Na druhou stranu ale doSlo ke kontaminaci patogennimi houbami, které zabrz-
dily vyvoj gametofyti (Camloh, 1993, 1999).

Péstovani v substratu je druhd moznost, kterou Ize vyuzivat k péstovani gametofytické
generace. Kombinuje v sobé techniku in vitro kultur se zahradnickym pé&stovanim (Ranker and
Haufler, 2008). Vyhodou je, Ze neni potieba sterilizovat vytrusy, a proto nedochdzi k tak vel-
kym ztratdm kvili poskozeni sterilizujici latkou. To je dileZité v ptipad¢, Ze vysévame vzacny
druh, od kterého mdme malé mnozZstvi vytrusii (Camloh, 1999). Nejcastéji se pouzivaji rtizné
komer¢ni substraty ¢i raSelina, kterd se michd s kiemicitym piskem v poméru 3:1 (Pangua et
al., 2003; Ekrt and Koutecky, 2015). Nékteré studie vyuZivaji substrat dovezeny spolu se vzor-
kem na kultivaci (Prada et al., 1995). VZdy ho musime sterilizovat, abychom se zbavili neza-
doucich organismi a popiipadé€ i vytrust od jinych kapradin. Toho docilime pomoci autoklavu
pii 125 °C 20 minut (Pangua et al., 2003) nebo v kuchynské troubé pii 120 °C 2 hodiny (Prada
et al., 1995).

Zajimavy je zpusob péstovani sporofytické a gametofytické generace v jedné péstebni
nadobg v laboratofi pro simulaci v co nejpfirozenéjSich podminkach. K tomu bylo vyuzito pfi-
rozené denni svétlo a kvétinidce byly zakryté transparentnim plastovym obalem. Kultura musela
byt Castéji zalévana, aby se zabranilo vysychani substratu (Liu et al., 2012).

Ob¢ dvé metody mizeme kombinovat, tzn. nejprve zacit s péstovanim na mineralnim
médiu in vitro a poté pokraCovat na substratu. MiZe to byt dobry kompromis mezi obéma tech-

nikami (Pangua et al., 2003; Ekrt and Koutecky, 2015).

6.2. Vysev a vyvoj gametofyti

Na kultivaci se nejcast&ji pouzivaji Petriho misky o priméru 5-10 cm, na které se snazime rov-
nomérné vyset izolované vytrusy. Ud4vd se hodnota 100-150 vytrusi na cm? (Zhang et al.,
2011). Ty se zalepi Parafilmem, aby se minimalizovaly ztraty vody a zamezilo pfipadné konta-
minaci (Beri and Bir, 1993; Pangua et al., 2003). Vzorky se poté umisti do rastové komory,
kterd zajisti stabilni podminky pro vykli¢eni, riist a vyvoj gametofyti. Kultivace probihd nej-

Castéji pii teploté 20-22 °C pii 12 nebo 16 hodinové svételné periodé, u tropickych kapradin
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(napft. Platycerium bifurcatum) se pouziva teplota mezi 23-25 °C (Camloh, 1993; Fernandez et
al., 1999; Pangua et al., 2003). Pii studiu morfologie gametofytli u C. fragilis byla pouZita tep-
lota 24 + 2 °C (Kaur, 1963).

Kli¢eni vytrust trvd od nékolika dni azZ po n¢kolik mésict (Ferndndez et al., 2011) a nej-
Castéji je definovadno jako objeveni se prvniho rhizoidu (Camloh, 1993; Pangua et al., 2003).
Napt. u komplexu Asplenium adiantum-nigrum kli¢i vytrusy 10 dni (Prada et al., 1995),
u C. fragilis 14 dni aZ 3 tydny od vysevu (Blasdell, 1963; Kaur, 1963). Gametofyt za¢ina sviij
vyvoj jako vlaknity dtvar sloZzeny z n¢kolika bunék, které uz obsahuji chloroplasty. Druhou fazi
je plochy utvar, ktery pozdéji zacina rust do Sitky a do délky diky aktivité apikdlni bunky
a vznika srdcity prokel, ktery je nejcastéj$i mezi kapradinami (Raghavan, 1989). Nachdzime ho
iu C. fragilis, kde vyvoj celého gametofytu trva priblizn¢ 3 mésice (Kaur, 1963). Gametangia
vznikaji na spodni strané proklu. Nejprve se na ném vytvoii antheridia produkujici sperma-
tozoidy, a az poté archegonia produkujici vajecnou bunku (Blasdell, 1963). Jina studie vSak
pozorovala vyvoj gametangii u C. bulbifera a C. tennesseensis, kde vznikala archegonia pied
antheridii, tedy naopak, nez je uddvano v monografické studii. Na druhou stranu, u C. protrusa
se vyvijela prvné antheridia, ale po vzniku archegonii se n€které gametofyty staly znovu jed-
nopohlavnymi. DileZitou roli v ur€eni pohlavnosti gametofytd hraje hormon antheridiogen
(Haufler and Ranker, 1985). V ptipadé€ pouZziti metody péstovani na substritu, je nutné kazdy
tyden zalévat kulturu par kapkami vody, aby ptipadné mohlo dojit k pohlavnimu rozmnoZovani
a pfenosu spermatozoidi na vajecnou buiiku (Pangua et al., 2003).

U tohoto stddia miZeme provadét morfologicka pozorovani a sledovat vyvoj pohlavnich
organt pod mikroskopem, zkouset experimentalni kiizeni (Pangua et al., 2003) nebo analyzovat
prokly na pratokovém cytometru (Ekrt and Koutecky, 2015).

V minulosti se porovndvaly gametofyty 6 druht a 2 hybridnich druhti rodu Cystopteris,
jestli by na nich nemohly byt znaky vhodné k rozliSeni a jestli se u nich nevyskytuje apogamie.
Ve vysledku nebyla nalezena ani apogamie, a ani znaky jednozna¢n¢ determinujici jednotlivé

druhy (Blasdell, 1963).

6.3. Vznik sporofytu

Po oplozeni se ze zygoty, popfipad¢ z pletiva gametofytu pfi apogamickém rozmnozovani, vy-
viji novy sporofyt. U Polystichum aculeatum se prvni sporofyly objevuji po 32 tydnech po
vysevu vytrust (Pangua et al., 2003), zatimco u rodu Dryopteris po 8-12 tydnech (Zhang et al.,

2011). Pti péstovani in vitro je potteba vznikajici sporofyt presadit na nové médium s dostatkem
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zivin. Pfesazeni do normalniho substratu a navyknuti sklenikovych podminek je mozné po vy-
vinuti nékolika kofenti a cca 10 listi. Nutné je vSak postupné zvykani na vnéj$i podminky, aby
nedoslo k thynu (Hickok et al., 1995; Somer et al., 2010).

Pokud gametofyty nevytvotily sporofytickou generaci, tak u Dryopteris affinis agg. pie-
Zivaji 8-32 meésict a poté umiraji (Ekrt and Koutecky, 2015).

Timto byl uzavien cely Zivotni cyklus kapradiny v umélych podminkéach. Dopéstova-
nim sporofytu do stadia, kdy zacne vytvaret fertilni listy, nAm umozZni sledovat dal$i generaci,
i kdyz ve vétsin¢ dostupnych studii je hlavni zaméfeni na gametofytickou generaci, piipadné

na vznikajici mlady sporofyt.
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7. Navazujici diplomova prace

V navazujici diplomové praci bych se rdd vénoval problematice reprodukénich systémt a hyb-
ridizace u C. fragilis s. str. na izemi Ceské republiky. Na tomto tématu spolupracuji s Kristynou
HanuSovou (PiF UK Praha), Liborem Ekrtem a Zuzanou Keltnerovou (PiF JU Ceské Budgjo-
vice). Kristyna HanuSova se vénuje cytogeografii celého komplexu a morfometrickym analy-
zam. Na katedfe botaniky v Ceskych Budgjovicich je pak studovana haplotypova variabilita
chloroplastové DNA se snahou o potvrzeni nebo vyvriceni nezdvislé geneze vzniku hexaploid-
niho cytotypu v populacich tetraploidii a molekuldrni porovnéani hladkovytrusnych (C. dickie-
ana) a ostnovytrusnych (C. fragilis s. str.) typt v rdmci C. fragilis s. 1. Pfepokladanym vysled-
kem bude zjisténi reproduk¢nich zptisobil a dynamika polyploidniho komplexu. Otazky kladené
do diplomové prace jsou nésledujici.

1) Jaké je zastoupeni ploidii v populacich sporofytli a gametofyt?

2) Je opravdu ptitomno rozmnoZovani pomoci apogamie?

3) Jaké je zastoupeni abortovanych a zivotaschopnych vytrusa?

4) Produkuji pentaploidi Zivotaschopné potomstvo? Jsou gametofyty schopné vytvofit

sporofyt?

5) Jaka je frekvence hybridizace ve smiSenych populaci tetraploidii a hexaploidii?

7.1. Metodika

K tfeseni dané problematiky bude vyuZzit metodicky aparat od pritokové cytometrie, kultivac-
nich experimenti in vitro a na substratu (viz kapitola 6. Kultiva¢ni experimenty), azZ po mikro-

skopické zhodnoceni procenta abortovanych a Zivotaschopnych vytrust.
7.1.1. Prutokova cytometrie

Pritokova cytometrie je cytogenetickd metoda, kterd umozZituje analyzu chemickych a fyzikal-
nich vlastnosti izolovanych ¢astic jako jsou bunky, jadra a chromozomy. Princip spoc¢iva v za-
znamenani optickych vlastnosti ¢astic (nejcastéji intenzita fluorescence), které se pohybuji
v tzkém proudu tekutiny (nejcastéji v destilované vod¢€) (Shapiro, 2003).

Na priitokovém cytometru budou zméteny listy sporofytické generaci, z jejichZ vytrus-
nic bude odebran materidl na kultivaci gametofyti a F> generace sporofytii, které budou také
analyzovany. Porovnanim ploidni drovné jednotlivych generacich se bude dét urcit zptisob re-
produkce, tak jak je to ukdzdno na Obr. 7. VyuZiti pritokové cytometrie v oblasti reprodukénich
systémil kapradin je v soucasnych studiich velmi malé a teprve aZ posledni dobou ziskdva i tato

metoda své misto v biosystematice kapradin (Kawakami et al., 2010; Ekrt and Koutecky, 2015).
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Zivotni cyklus kapradin

Sporofyt =—» \Vytrus =— Gametofyt ——> Sporofyt

1) 2n n n 2n
2) 2n 2n 2n 2n
3) 2n n n n

Sporofyt = Veg. burika = Gametofyt ——> Sporofyt

4) 2n 2n 2n 2n

Obr. 7: Zivotni cyklus u izosporickych kapradin — 1) pohlavni rozmnoZovini, 2) obligatni apogamie,
3) fakultativni apogamie a 4) aposporie. Cerveny obdélnik ukazuje na generace, u kterych pomoci po-
rovnani ploidie (zde 2n — diploid jako modelovy ptiklad) dokdZeme urcit typ reprodukce. Zaroven doka-
Zeme rozliSit mezi obligatni apogamif (2), kterd je u kapradin pfirozend a fakultativni apogamii (3), ktera
je pritomna pfi nevhodnych kultivaénich podminkach. Aposporie (4) by neméla byt pfi pouZiti vytrusi
zaznamendna, nebot’ tam vznikd gametofyt pfimo z vegetativni buiiky (obrazek vytvoten podle Ranker

and Haufler, 2008).
7.1.2. Mikroskopické zhodnoceni abortovanosti vytrusu

Velikost vytrusii a pomér abortovanych/Zivotaschopnych vytrusii ndm pomuze urcit Zivota-
schopnost gametofytické generace. Tyto udaje se daji ziskdvat z herbafovych polozek, ale mu-
sime si ddvat pozor, aby nedoslo ke kontaminaci jinymi rostlinami, které by nase vysledky
mohly zkreslit (Wagner et al., 1986).

K pozorovéni se pouziva svételny mikroskop o 400x — 1000x zvétSeni (Ekrt and
Koutecky, 2015). Na podlozni sklicko se umisti kapka vody, do které se preparacni jehlou pie-
nesou vytrusy z vytrusnice. Nasleduje pozorovani jednotlivych charakteristickych znak, které

jsou popséany v Tab. 2 (Wagner et al., 1986).
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Tab. 2: Prehled znakt na vytrusnicich a vytrusech, kterych si v§imame pfi mikroskopickém pozorovani

k detekci abortovanych vytrust (Wagner et al., 1986).

Znaky, které pozorujeme Charakteristiky abortovanych vytrusi

Velikost vytrusnic Mensi velikost

Spatné vyvinuty prstenec (annulus) a obusti

(stomium,)
Velikost vytrust Variabilita ve velikosti
Bunécna sténa (perispora) a pigmentace Ukladani tmavych globuli do bunécné stény

Ztloustla perispora
Zborceni stén (,,tvar suSené Svestky*)

(souvisi s bunécnou smrti protoplastu)

Protoplast Nepiitomnost (bunécnd smrt)
Mala velikost

Velka velikost (nepravidelnd meidza)

7.2. Pilotni studie

V rdmci pilotni studie byla vybrdna velka populace C. fragilis v Roztokdch u Kiivoklatu
(50°1'55,275"N a 13°52'0,474"E), u které se v ¢ervnu 2015 zjist'ovalo zastoupeni jednotlivych
cytotypu. Pro lepsi orientaci byla lokalita roz¢lenéna do 15 nepravidelnych rovnobézniki a
z kazdého se ndhodn¢ odebraly vzorky listl na analyzu na pritokovém cytometru. Ndhodné
vybranych 25 rostlin bylo na lokalit€¢ oznaceno Stitkem a odebraly se fertilni listy na nasledné

kultivacni experimenty. Ty budou zahrnuty ve vysledcich diplomové prace.
7.2.1. Piiprava vzorki

Vzorky listli byly zabaleny do igelitovych sackt a nejpozd¢ji do tii dnti byly zpracovany. Pouzit
byl standardni dvoukrokovy postup (DoleZel et al., 2007). Cca 2 cm? listu C. fragilis spolu
s internim standardem Vicia faba cv. ’Inovec® (2C = 26,9 pg) jsem rozsekal Ziletkou ve vychla-
zeném pufru Otto 1. (0,1 M kyselina citronova, 0,5% Tween 20) na Petriho misce.

Vzniklou suspenzi jsem piefiltroval do zkumavky pies nylonovy filtr s primérem ok
42 pm. Ptidal jsem fluorescenc¢ni barvivo DAPI (4’,6-diaminido-2-fenylindol), které bylo v roz-
toku spolu s pufrem Otto II. (0,4 M Na,HPOs - 12H>0) a B-merkaptoethanolem a suspenze se
nechala inkubovat 2 minuty pfi pokojové teploté. Analyza byla provedena na pratokovém cy-

tometru Partec CyFlow ML v laboratofi pritokové cytometrie Katedry botaniky PiF UK.
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7.2.2. Vysledky

Analyzou 225 zéastupct se potvrdila pfitomnost tetraploidii, pentaploidii a hexaploidi. Okto-
ploidi nebyli na této lokalit¢ nalezeny. Vysledné histogramy jsou uvedeny na Obr. 8. Hodnota

koeficientu variance (CV) vzorku i standardu je u téchto analyz nizsi nez 3 %.
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Obr. 8: Vysledné histogramy z analyzy na pritokovém cytometru. A — tetraploid (CV =2,7 %) a stan-
dard (CV = 2,06 %), B — pentaploid (CV = 2,42 %) a standard (CV = 2.4 %), C — hexaploid
(CV =2,34 %) a standard (CV = 2,2 %).
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8. Zavér

Predkladand bakalarskd prace shrnuje dosavadni informace o problematice polyploidizace,
hybridizace a reproduk¢nich zptisobt u kapradin a v agregédtu Cystopteris fragilis. Diskutovana
je také moznost vyuziti kultiva¢nich experimentl pfi praci s kapradinami.

Zajem o cely komplex zac¢ind uz v 50. letech 20. stoleti a pozdéji dochazi k vydani mo-
nografie rodu Cystopteris. Nejvetsi rozkvet se vSak datuje od 80. let 20. stoleti na izemi Severni
Ameriky, kde jsou pro studium pouziviny morfologické, karyologické a jednoduché moleku-
larni metody. Dnes se studium piesouva prevazné do Evropy a Asie.

Vyuziti pratokové cytometrie v biosystematice kapradin se objevuje aZ poslednich
10 let. Ve vétsing piipada se polyploidni komplexy a reprodukéni zplisoby studovaly pomoci
pocitani chromozomii a morfologickych analyz (zejména velikost vytrust a znaky na apogam-
nim gametofytu). VyuZiti pratokové cytometrie jako rychlé a efektivni metody ndm umozni
studovat velké mnozstvi jedinct v kratkém cCase a ziskat tak velké mnozstvi informaci o zpt-
sobu rozmnozovani kapradin. Toto spojeni pritokové cytometrie a kultivacnich experimenta
teprve na své misto v biosystematice ¢eka a bude soucasti navazujici diplomova préace, jejiz

otdzky a cile jsou uvedeny v samostatné kapitole.
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