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Abstrakt

Polyploidizace a hybridizace jsou pro kapradiny urcujicimi mikroevolu¢nimi procesy
apodileji se na jejich variabilit¢ a ptipadné speciaci. S obéma fenomény také
souvisi specifické reprodukéni strategie, a to zejména riiznorodé formy apomiktického
rozmnozovani, které je u kapradin zastoupeno oproti krytosemennym rostlindm
ve zvySené mife.

Cystopteris fragilis (L.) Bernh. (puchyinik ktehky) je ptikladem kapradiny,
u které se vyse uvedené evolucni jevy podilely a stale podileji na vzniku a izolaci novych
cytotypt. Hlavni zaméfeni pfedkladané diplomové prace je na cytotypovou strukturu
jednotlivych fazi zivotniho cyklu puchyiniku kiehkého se zvlastnim zfetelem
na zhodnocenim sporogeneze (Zivotaschopnosti, velikosti a poctu vytrust) spolu
s testovanim reprodukc¢nich zpisobi jednotlivych cytotypli pomoci pritokové
cytometrie. Navazujici ¢asti prace je i experimentalni heteroploidni hybridizace.

Hlavni zdroje variability byly odhaleny u tetraploidniho a pentaploidniho
cytotypu. Hexaploidni cytotyp naproti tomu vytvaii pouze uniformni potomstvo.
Tetraploidy produkuji jak diploidni vytrusy, tak neredukované tetraploidni vytrusy
v minoritnim zastoupeni (1,97 % vytrust z celkového poctu). Pentaploidy maji variabilni
sporogenezi s vysokym zastoupenim nezivotaschopnych vytrust. Jsou vSak schopné
vytvaret vytrusy vSech nizSich ploidii a 1i8i se populaci od populace. Jednou skupinou
pentaploidll jsou pravdépodobné ¢asné hybridy, které jsou témér sterilni a vytvari pouze
par Zivotaschopnych vytrusli rozmnozujicich se pohlavné, zatimco druhé jsou
predstavovany spise ustalenymi hybridy, které¢ se rozmnozuji obligatni apomixii. Timto
byla poprvé potvrzena apomixie v Celedi Cystopteridaceae (puchyinikovité).

Heteroploidni hybridizace se odehravd vzacné (pouze v 0,58 % ptipadi
experimentalniho kiiZeni), protoze se jinak pohlavni rozmnoZzovani odehravad zejména
na urovni gametofytického samooplozeni (tj. autogamie, oplozeni v rdmci jednoho
gametofytu).

Pro variabilitu puchyiniku kiehkého jsou dilezité smisené populace. Pravé v nich
se odehravaji dilezité procesy, které generuji variabilitu, at’ uz se jedna o riznorodou
sporogenezi, vznik neredukovanych vytrusii, apomiktické rozmnozovani ¢i vyjimecnou
heteroploidni hybridizaci.

Klicova slova: Apomixie, Cystopteris fragilis, experimentalni hybridizace,

gametofytické samooplozeni, polyploidizace, pritokova cytometrie






Abstract

Polyploidization and hybridization are the main microevolutionary processes, which take
place within pteridophytes and dominantly participate in their variability and further
speciation. Reproductive strategies are also related with above mentioned processes,
especially various type of apomictic reproduction, which play an important role within
ferns (compared to Angiosperms).

Polyploidization and hybridization take part in Cystopteris fragilis (L.) Bernh.
(common fragile fern) and both are also recently participating in origin of new cytotype
(mirrored by enormous proportion of mixed populations consisting of tetraploids
to octoploids). The main goal of this diploma thesis is cytotype structure of particular
stages within the life cycle of common fragile fern with evaluation of sporogenesis
(viability, exospore length and number of spores), together with testing reproductive
strategies of individual cytotype using flow cytometry. Moreover, an experimental
hybridization is supplementing above mentioned aims of the diploma thesis.

The main sources of wvariability seem to be restricted to tetraploids
and pentaploids, whereas hexaploids produce only uniform progeny. Tetraploids form
both diploid reduced and tetraploid unreduced spores (but only 1,97 % of total amount
of spores). Pentaploids have variable sporogenesis with high number of aborted spores.
They tend to produce spores of all lower ploidy levels, but it differs between populations.
The first group of pentaploids consist of recent hybrids, which are almost sterile, but still
produce some viable spores (reproduce sexually), whereas the second group is formed
by stable hybrids, which reproduce asexually via obligate apomixis. These findings
confirm apomixis for the first time in Cystopteridaceae family.

Heteroploidy hybridization is very rare (only 0,58 % experimental crosses),
because sexual reproduction is realized through intragametophytic selfing (autogamy
within one gametophyte).

Cystopteris fragilis variability is generated predominantly in mixed ploidy
populations via specific microevolutionary processes (i.e. heterogenous sporogenesis,
unreduced spores, apomictic reproduction or exceptional heteroploid hybridization).
Key words: Apomixis, Cystopteris fragilis, experimental hybridization,

intragametophytic selfing, polyploidization, flow cytometry
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1. Uvod

Polyploidizace a hybridizace jsou fazeny k hlavnim mikroevolu¢nim procestim, které
generuji variabilitu a podileji se na speciaci rostlin (Soltis et al., 2015). Prestoze je jejich
vyznam hodnocen piedevs§im u krytosemennych rostlin, jsou nemén¢ dileZité pro evoluci
cévnatych vytrusnych rostlin (Soltis & Soltis, 1987). Polyploidizace stoji alespoii za 7 %
speciacnich udalosti (Otto & Whitton, 2000). Spolu s vySe uvedenymi jevy do znacné
miry souvisi 1ireproduk¢ni strategie, tj. rGzné typy pohlavniho rozmnozovani
(od samooplozeni v ramci jednoho gametofytu po oplozeni mezi dvéma gametofyty
od rtiznych jedincl) az po apomiktické rozmnozovani (Haufler et al., 2016). Apomixie je
u kapradin ve srovnani s krytosemennymi rostlinami velmi béznym typem reprodukce
(Horandl & Hojsgaard, 2012; Liu et al., 2012).

Jednou z kritickych skupin kapradin je Cystopteris fragilis (L.) Bernh. agg.
(puchyinik kiehky), na jejiz komplikovanosti se pravé vySe zminéné evolu¢ni procesy
podileji. Z Evropy jsou popisovany ctyfi ploidni urovné — tetraploidni, pentaploidni,
hexaploidni a oktoploidni (Dostal, 1984). Velmi ¢asté jsou cytotypove smiSené populace,
zejména tetraploidi a hexaploidi (HanuSova et al., in prep.). Prvni studie na téma
polyploidizace a hybridizace byly provadény na tzemi Severni Ameriky mezi n€kolika
druhy agregéatu C. fragilis, které se vSak zpodstatné casti v Evropé nevyskytuji.
Analogicka situace s jinym uspotfaddnim taxonli a cytotypti pfedurcovala evropské
zastupce C. fragilis agg. k podobné studii, ktera by byla zaméfena zejména na hybridizaci
a vznik novych ploidnich urovnich (Haufler & Windham, 1991).

Mezi dosud hlavni nevyfesené problémy patii vznik jednotlivych cytotypti a jejich
interakce ve smiSenych populacich, zvlasté¢ pak hybridizace mezi ploidné rtiznorodymi
rostlinami (tzv. heteroploidni hybridizace). Zejména pentaploidni cytotyp byl dlouhou
dobu ptehlizeny a nebyla mu vénovana dostatecné pozornost. Teprve az v posledni dobé
u n&j byly spocitany chromozomy (Kawakami et al., 2010) a pozorovany vytrusy o vétsi
velikosti, coz by mohlo nasvédcovat na apomikticky zplisob reprodukce (Kawakami et
al.,2016). Apomixie byla u C. fragilis poprvé pozorovana uz ve 30. letech 20. stoleti, ale
vtomto piipadé se jednalo o haploidni partenogenezi (pteridology oznacované
za fakultativni apomixii), kdy se novy sporofyt vyvijel ptimo z pletiva gametofytu
u tetraploidni rostliny péstované v podminkach neumoziujici oplozeni (Lawton, 1936).
Az pozdéji byl u triploidniho severoamerického puchyiniku C. protrusa pozorovany

apomikticky typ sporogeneze (Haufler et al., 1985). Avsak do dnes$ni doby je celd celed’



Cystopteridaceae uvadéna bez apomiktickych rodti a druhti (Liu et al., 2012). Jak probiha
sporogeneze u zbyvajicich ploidii ajaké vznikd potomstvo neni dosud dostatecné
objasnéné (Vida, 1974). Oproti situaci a stavu probadanosti u evoluce krytosemennych
rostlin (Mason & Pires, 2015) je zejména potencionalni mechanismus polyploidizace
prostiednictvim neredukovanych vytrust u pohlavné se rozmnozujicich rostlin dosud
zcela nepoznanou pteridologickou problematikou (Gastony, 1986).

Predkladand diplomova prace se s vyuzitim kombinace metod priatokoveé
cytometrie (vSech ¢asti Zivotniho cyklu), kultivacnich experimentli zahrnujicich
experimentalni hybridizaci mezi gametofyty a mikroskopického zhodnoceni vytrust

klade za cil odpovedét na nasledujici otazky:

1) Jaké je zastoupeni ploidii mezi matetskou rostlinou a gametofytem vzniklym z jejich
vytrust?
2) Jaka je reprodukéni strategie jednotlivych cytotypt, zejména hybridniho pentaploidu?

3) Jaka je frekvence heteroploidni hybridizace v modelové smiSenych populacich?



2. Literarni prehled

2.1. Mikroevolu¢ni procesy u kapradin

Mezi mikroevoluéni procesy, které nejcastéji generuji variabilitu u kapradin patii
polyploidizace a hybridizace, které spolecné¢ vedou k retikulatni evoluci (Otto & Whitton,
2000). Velkou souvislost s vy$e uvedenymi procesy maji i rozli¢né reprodukéni strategie
(. sexualni nebo apomiktické rozmnozovani) a s nimi souvisejici kryptickd speciace,
v jejimZ ramci jsou reprodukéné izolované jinak velmi morfologicky podobné druhy

(Paris, 1989).
2.1.1. Polyploidizace

Polyploidizace je mikroevolucni proces, pii kterém dochdzi ke znasobeni sady
chromozom v burice a pravé tento dé¢j je jednim z dominantnich zpisobli sympatrické
speciace u rostlin, na druhou stranu u zivo¢icht je spise vzacnym jevem (Otto & Whitton,
2000). VSechny krytosemenné rostliny prosly v minulosti davnou polyploidizaci,
oznacovanou jako ,,whole genome duplication* (WGD) (Albert et al., 2013). Stejné tak
vSechny kapradiny prosly ve své evoluéni historii paleopolyploidizaci (Clark et al., 2016)
a vétsina izosporickych kapradin ma mnohem vyssi primérné chromozomové cislo (54)
ve srovndni s krytosemennymi rostlinami (16) (Klekowski, 1973), heterosporické
kapradiny maji chromozomové ¢islo niz$i (14) (Ranker & Haufler, 2008). Neni nahodou,
ze rostlinou s nejvys$$im poctem chromozomu je praveé kapradina, a to Ophioglossum
reticulatum, ktera ma 1440 chromozomii (Khandelwal, 1990).

Neopolyploidizace, tj. recentni polyploidizace prob¢hla u kapradin v 31 %
piipadd, na rozdil od krytosemennych rostlin, kde se udava 15 % (Wood et al., 2009).
U izosporickych kapradin rozliSujeme tii typy polyploidizace (Ranker & Haufler, 2008).
Alopolyploidizace, kdy doslo ke znasobeni velikosti genomu ptes sterilni hybridy, je
zdaleka nejCastéjSi mezi izosporickymi kapradinami (Werth & Windham, 1991).
Autopolyploidizace, tedy znasobeni chromozomové sadky v ramci jednoho druhu, je
u kapradin vzacna (Soltis & Soltis, 1987) a dlouhou dobu bylo toto téma piehlizené,
stejné jako vznik neredukované gamety z neredukovaného vytrusu (Gastony, 1986).
U nékterych druhti miize hrat vyznamnou roli, zvlasté ve spojeni s apomixii (Windham
& Yatskievych, 2003). Nejcastéji se jedna o apomiktické triploidy, které vzesly
z diploidu, napt. u rodu Pteris (Chao et al., 2012) nebo autotetraploidy rodu Asplenium

(Vida, 1970). Nejméné studovana byla alohomoploidizace pfi které dochéazi ke kiizeni



dvou diploidnich druhi, které nejsou reprodukéné izolovany (Ranker & Haufler, 2008).
Ke vzniku nového druhu dojde diky geografické nebo reprodukéni izolaci' Fi generace
(Barrington et al., 1989). Prvni pozorovani bylo u diploida rodu Pteris (Walker, 1958)
s dalsim prikladem u tropickych stromovitych kapradin ¢eledi Cyatheaceae (Conant &
Cooper-Driver, 1980).

Vétsi velikost genomu u izosporickych kapradin se vysvétluje jako obrana proti
inbreedni depresi, kterd je zplisobena prevazujicim gametofytickym samooplozenim
(intragametophytic selfing, vice v kapitole 2.1.3), ¢emuz by mohlo napovidat 1 nizsi
chromozomové ¢islo u heterosporickych kapradin, které maji jednopohlavné gametofyty
(Klekowski, 1973). Polyploidy mohou byt 1 zdatn&jSimi kolonizatory novych habitatli neZ
jejich diploidni predci (Haufler et al., 2016). Polyploidie ma dale vliv na velikost bunék
(u kapradin souvisejici s velikosti vytrusnic a vytrusil), geografickou distribuci
a reprodukéni strategie s tendenci k apomiktickému rozmnozovani, viz kapitola 2.1.3
(Otto & Whitton, 2000). Ackoliv se izosporické kapradiny uvadéji jako vysoce
polyploidni, genetickd data naznacuji, Zze se jedna funkcné o diploidy, které prosly
rozsahlym procesem umlceni genli —,,gene silencing*, v ramci kterého se pravdépodobné

stiidaly cykly alopolyploidizace a umlceni gent (Haufler & Soltis, 1986).
2.1.2. Hybridizace

Hybridizace, hybridy a hybridogenni druhy jsou velmi béZzné mezi kapradinami a Casto
jsou jednim z problému pii jejich taxonomickém zhodnoceni (Barrington et al., 1989).
Na druhou stranu, hybridizace je jednim z mechanismt speciace jak u krytosemennych
rostlin, tak kapradin (Ranker & Haufler, 2008). Jelikoz kapradinam chybi specificka
bariéra jako krytosemennym rostlinam, muze dochéazet ke splynuti spermatozoidu
a vajecné bunky mezi zna¢né odliSnymi taxony (druhy i rody). Piikladem mezidruhové
hybridizace mtize byt kiizeni dvou diploidnich druht A. filix-femina a A. distentifolium
za vzniku hybridu 4. xreichsteinni (Schneller & Rasbach, 1984). Mezirodové kiizeni
je zaznamenano u stromovitych kapradin mezi rodem Cyathea a Cnemidaria (Conant &
Cooper-Driver, 1980).

Hybridizace kapradin miize byt nahodna a obousmérna (symetricka) nebo pouze
jednim smérem (asymetrickd). Sila, kterd fidi asymetrickou hybridizaci u kapradin byla

vSak dlouhou dobu velkou nezndmou a je spole€na pro mechanismy zabranujici

! Reprodukeéni izolace diky gametofytickému samooplozeni, tj. samooplozeni v ramci jednoho
gametofytu pochézejiciho od jednoho sporofytu P generace (Haufler et al., 2016).
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hybridizaci (Testo et al., 2015). Jedna se zejména o asynchronni dozravani gametangii
a produkci pohlavné specifickych hormonti — tzv. antheridiogeni, které usnadiiuji
hybridizaci a ,,outcrossing* v rdmci jednoho druhu nebo mezi jednotlivymi cytotypy
(Schneller et al., 1990; Jiménez et al., 2008).

Hybridy u kapradin tradi¢né rozdélujeme do tii kategorii, v posledni dobé& se k nim
pridava ctvrty typ. Prvni jsou sterilni hybridy produkujici nezivotaschopné (abortované
vytrusy), avsak tyto abortované vytrusy se mohou vyskytnout u kapradin nehybridniho
ptvodu, a to i ve velké mife az 20 % z celkového poctu. Sterilni hybridy nalezneme napt.
v rodech Asplenium, Blechnum i Polystichum (Wagner et al., 1986). Fertilni hybridy
produkuji zivotaschopné vytrusy. Tento typ kiizence vznika alopolyploidizaci, kdy dojde
ke zndsobeni chromozomové sadky u sterilniho hybridu a souc¢asnému obnoveni fertility.
Takovym hybridem je i C. fragilis nebo C. tenuis. Oba sdileji jednoho spole¢ného piredka
a ten druhy je zatim neznamy (Paler & Barrington, 1995). Dalsi moznosti jsou
apomiktické hybridy, které vytvareji neredukované vytrusy (tzv. diplospory) (Barrington
et al., 1989). Avsak jako ¢tvrtou a velmi malo prozkoumanou kategorii bychom mohli
uvést hybridy se smiSenym typem reprodukce, tj. apomiktickym a sexualnim, jako je

tomu u Dryopteris % critica (Ekrt & Koutecky, 2015).
2.1.3. Reprodukéni strategie u izosporickych kapradin

V rodozméné izosporickych kapradin se stfidaji dv€ morfologicky a cytologicky
jednoznac¢né odliSitelné faze — pohlavni (gametofytickd) a nepohlavni (sporofytickd), obé
dvé generace jsou samostatné zijici a na sob& nezavislé (Mehltreter et al., 2010).
Nejcastéjsim typem je pohlavni rozmnozovani, kdy ve vytrusnicich (sporangiich) jsou
sporogenni buiiky, které Ctyfmi po sob& nasledujicimi mitotickymi délenimi daji
vzniknout mateiské bunce vytrusu (tzv. sporocytu, SMC — spore mother cell,
2n — diploidni). Z jedné sporogenni buniky vznikne 16 matef'skych bunck vytrust, které
se nasledn¢é meidzou rozdéli na 64 haploidnich vytrusi (spor) — viz obr. 4, 1 (Raghavan,
1989). Takto vzniklé vytrusy jsou lehce Sifitelné propagule, umoziujici dalkovy ptenos
a kolonizaci novych habitati (Vogel et al., 1999). Diky nim dosahuje fada kapradin
kosmopolitniho rozsifeni (obr. 1) — puchyinik kiehky neni vyjimkou (Vida, 1974).
Z vytrusu po néjaké dobé& zacne klicit oboupohlavny gametofyt (prothalium, prokel,
prvoklic¢ek, obr. 2), vétSinou lupenity utvar, pfevazné srdCitého tvaru, na kterém jsou
ve spodni ¢asti umisténé pohlavni orgény (gametangia), které maji své specifické

morfologické umisténi na proklu. Sam¢i pohlavni orgény (antheridia) mitézou vytvaieji



spermatozoidy (antheridiozoidy) a jsou umistény v blizkosti rhizoidd. Antheridium
se sklada z bazalni (basal), prstencové (ring) a vickové (opercular) bunky, diky jejimu
otevfeni se ven uvoliiuji spermatozoidy. U rodu Dryopteris se udava 10—40 antheridii na
jeden gametofyt (Zhang et al., 2011). Samici pohlavni organy (archegonia) vytvareji
mitotickym dé€lenim vaje¢nou buniku a jsou lokalizovany v hornim zéfezu lupenitého
gametofytu v blizkosti meristematické zony (Raghavan, 1989). Po oplozeni pouze jedné
vajecné buiiky se diky hormonalni kontrole vyviji jediny sporofyt, viz obr. 3. (Guo & Liu,

2013).

C. alpina

C. diaphana

C. douglasii

C. fragilis

C. membranifolia
C. millefolia

C. protrusa

C. sandwicensis
C. tasmanica

C. tenuis

Vv

Obr. 1: Kosmopolitni rozsiteni agregatu C. fragilis. Hlavni téziste rozsiteni puchyiniku kifehkého

je v Evropé, Asii a Severni Americe. Pfevzato z Rothfels ez al., 2013.

Pohlavni rozmnoZovani u izosporickych kapradin miizeme rozd¢lit do tii kategorii
(Haufler et al., 2016). Prvni dva typy jsou analogii k samoopyleni (autogamii)
u krytosemennych rostlin. Jednd se o samooplozeni vradmci jednoho gametofytu
(gametofytické samooplozeni, intragametophytic selfing), které uz v prvni generaci miize
vytvatet kompletné homozygotni potomstvo, a samooplozeni v ramci dvou gametofyta
pochazejicich ze stejného sporofytu (sporofytické samooplozeni, intergametophytic
selfing). Tietim typem je splynuti dvou gamet od geneticky odliSnych jedincii
(sporofyticky outcrossing, intergametophytic crossing). Vsechny tyto tfi moznosti
se mohou u vytrusnych rostlin kombinovat, pak se oznacuji terminem ,,mixed mating*
(Klekowski, 1973; Lloyd, 1974; Soltis & Soltis, 1987). Gametofytické samooplozeni je
vyhodné pti kolonizaci dosud neosidlenych stanovist’ a pti dalkovém pienosu vytrust.
Sporofyticky outcrossing hraje hlavni roli v udrzeni genetické variability populace
(Haufler et al, 2016). Ne¢které studie ukazuji, ze polyploidy castéji provozuji
gametofytické samooplozeni neZz jejich diploidni pifedci, kteti davaji prednost
sporofytickému outcrossingu (Haufler & Soltis, 1984; Masuyama & Watano, 1990).
Ptikladem, kdy to tak neplati, je provedena studie na tfech druzich rodu Dryopteris, kdy

6



diky hormonalnimu efektu a funkéné jednopohlavnym gametofytim pievazoval
sporofyticky outcrossing (Jiménez et al., 2008). Déle se predpoklada, ze vyssi frekvence
samooplozeni je u alopolyploidnich nez u autopolyploidni druhti, avSak tato problematika

byla studovana pouze u krytosemennych rostlin (Husband et al., 2008).

Obr. 2: Lupenity gametofyt puchyiniku kiehkého. Na okrajich je mozné pozorovat drobné, bile

zbarvené trichomy, ve spodni ¢asti pak rhizoidy.

Obr. 3: Nové¢ vznikajici tetraploidni sporofyt F; generace puchyiniku kfehkého vznikajici

oplozenim na diploidnim gametofytu.



Izosporické kapradiny, a¢ produkuji oboupohlavné gametofyty, disponuji
mechanismy, které zajistuji u mnoha druhi prokly funkéné€ jednopohlavné. Prvnim z nich
je asynchronni dozradvani gametangii, kdy jsou nejprve funkéni antheridia, a az pozdé&ji
dozravaji archegonia (Lloyd, 1974). Izosporické kapradiny maji labilni determinaci
pohlavi, coZz znamena, ze existuje celd fada faktori (zejména ekologickych), které
ovlivituji pohlavnost gametofytii (Korpelainen, 1998). Je dokézéno, ze archegonia
se vyvijeji v pfiznivejSich podminkdch nez antheridia (Jiménez et al., 2008).
podobné fytohormonu giberelinu (Raghavan, 1989).

Jedna se zejména antheridiogen A (Pteridium aquilinum), B (Celed’ Schizaeaceae)
a C (Ceratopteris richardii), pojmenovanych podle kapradin ¢i ¢eledi, u kterych byly
studované (Schneller et al., 1990). Antheridiogeny jsou tvofeny pln€ vyvinutym sami¢im
gametofytem a jejich vyluCovani zpiisobuje u sousednich gametofyti tvorbu antheridii.
Po oplozeni dochéazi k ukonceni produkce tohoto hormonu a ze sousednich gametofyta
se muzou stat sami¢i nebo oboupohlavné gametofyty (Schneller et al., 1990). Tento
hormon funguje i mezidruhové€ a jeden z piikladii je zndmy na severoamerickych druzich
rodu Cystopteris. Jedna se o hybridizaci dvou diploidi — C. bulbifera, ktery vylucuje
antheridiogen (ma samic¢i gametofyt) a C. protrusa, ktery na hormonalni podnét reaguje
a vytvaii antheridia. Diky oplozeni spermatozoidem od C. protrusa vznika novy druh
C. x tenesseensis (Haufler et al., 1990).

Pohlavni rozmnozovani neni jedinou cestou k zajisténi potomstva. Druhou
moznosti je nepohlavni rozmnozovani pomoci apomixie (nékdy také nazyvané apogamie,
druhti byly zfejmé nadnesené (Ranker & Haufler, 2008), nov¢jsi odhad okolo 3 % je zase
velmi nizky (Liu ef al., 2012) a pravda bude lezet nékde mezi témito Cisly (Ekrt pers.
comm.). U spousty druhli stale nemame dostatecné informace o jejich zplsobu
reprodukce. Dtlezité je vSak upozornit, Ze se jednd o stale vétsi pocet apomikticky
se rozmnozujicich druhd nez u krytosemennych rostlin, kde se hodnota pohybuje okolo
0,1 % (Horandl & Hojsgaard, 2012). Apomixie vznikla u kapradin nékolikrat nezavisle
na sob¢ a velmi pocetné je zastoupena uodvozenych celedi Dryopteridaceae
(kaprad’ovité) a Pteridaceae (kfidelnicovité), kde se takto rozmnozuje az 70 % druht.
Nadruhou stranu je velmi vzacnd u nejdiverzifikovangjsi celedi kapradin
— Polypodiaceae (osladi¢ovité) (Liu et al., 2012). Apomixie tizce souvisi s polyploidii,

nejvetsi tendence k tomuto typu rozmnozovani je u lichych ploidiich, kdy nedochazi
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ke spravnému parovani chromozomu. Udava se, ze 50-70 % triploidi se rozmnozuje
apomikticky, u pentaploidi je procento nizsi (Lin et al., 1992). Déle se apomikticky
mohou rozmnozovat diploidni druhy (20-35 %). Tato problematika je zndma u rodu
Pteris (kiidelnice), kdy nefunkéni archegonia piedurCuji rostliny k nepohlavnimu
rozmnozovani (Huang et al., 2011). Velmi vzacna je apomixie u tetraploidniho cytotypu,
napf. u hybridniho druhu rodu Phegopteris (bukovinec) (Driscoll et al., 2003). Diploidy
a triploidy mohou produkovat 80-90 % neredukovanych vytrusi (diplospor),
u tetraploidll a pentaploidii se udava nizsi pocet, cca 2040 % (Schneller & Krattinger,
2010).

Apomixii u kapradin d€lime na obligatni a fakultativni (indukovanou).
Fakultativni apomixie? je velmi vzacny jev v pfirodé a byla pozorovéana u jediného druhu
— Asplenium hallbergii, avSak tento ptfipad by si zaslouzil ptfipadné znovu zhodnoceni
(Dyer et al., 2012). Nejcastéji se tento typ nepohlavniho rozmnozovani vyskytuje u rostlin
v laboratornich podminkéch, kde jsou vystaveny nadmérnému zatreni a nedostatku vody.
V takovém piipad€ neni umoznéno oplozeni a novy sporofyt vznika z pletiva gametofytu
(Raghavan, 1989). Ploidie vysledného sporofytu je stejna jako gametofytu (v piipadé
diploidniho rodicovského sporofytu je haploidni). VEétSinou neptezije déle nez par tydnt
a nikdy nevyprodukuje zivotaschopné vytrusy (Manton, 1950). Nékteré studie se tomuto
fenoménu vénovali detailné za ucelem studia polyploidizace kapradin (Lloyd, 1973;
Kawakami et al., 2011).

Obligatni apomixie je pak zasadni d¢j v nepohlavnim rozmnozovani kapradin,
ktery vylucuje pohlavni rozmnozovani (Liu ef al., 2012) a zahrnuje dva procesy. Prvni je
tzv. diplosporie, kdy dochazi k produkci neredukovanych vytrusi, kterd je nasledovéna
vyvojem nového sporofytu ze somatickych bunék gametofytu v blizkosti apikalniho
meristému (tzv. apogamie). Cely tento proces pak mlizeme nazvat jako apomixie nebo
agamosporie (Gastony & Windham, 1989). Obligatn¢ apomiktické kapradiny ve vétSing
piipadl vytvéieji antheridia, archegonia chybi nebo jsou nefunkéni (Guo & Liu, 2013).
Pritomnost funk¢nich antheridii miize umoziovat pohlavni rozmnoZovani mezi
apomiktickymi a pohlavné se mnozicimi druhy, jako je to zaznamenano

u severoamerického C. protrusa (Haufler et al., 1985) nebo triploidniho hybridu

% Fakultativni apomixie v pteridologické literatufe oznacuje jiny proces nez u krytosemennych
rostlin. U nich se jednd o popis smiSeného typu reprodukce, tj. pohlavniho a apomiktického
rozmnozovani. Pokud bychom méli tento typ rozmnozovani nazyvat jako krytosemenna cast
botaniky, pak by se jednalo o haploidni partenogenezi (Cruden & Lloyd, 1995).
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z komplexu Dryopteris affinis (Schneller & Krattinger, 2010). Pokud se jedna o vytrus
s neredukovanym poctem chromozomu, pak by i vysledny spermatozoid mél byt
neredukovany (tzv. neredukovana gameta). Koncept vzniku a role neredukovanych gamet
v evoluci kapradin je stale nejasna na rozdil od jejich vyznamu u krytosemennych rostlin
(Gastony, 1986; Chao et al., 2012). Pfedpoklada se, ze kiizeni apomiktickych a pohlavné
se rozmnoZzujicich druhti ddva vzniknout hybridiim, které se rozmnozuji opét apomikticky
(Windham & Yatskievych, 2003). Apomixie u kapradin nemusi produkovat pouze klony
svych rodi¢l (Gastony & Windham, 1989). Diky homolognimu parovani chromozomii
a crossing overu se vytvareji geneticky riznorodé vytrusy (Lin et al., 1992). V posledni
dobé se ukazuje, ze obligatné apomiktické kapradiny mohou produkovat dva typy
gametofytl, jedny se rozmnozuji apomikticky a druhé pohlavné, lisi se vSak v ploidni
urovni. Pfikladem mohou byt triploidni apomikty a pohlavné se rozmnoZujici hexaploidy
u hybridu Polystichum x  bicknellii (Pinter, 1995) nebo pentaploidni apomikty
a aneuploidni (2,5 ploidni) pohlavné se rozmnoZujici hybridy Dryopteris % critica (Ekrt
& Koutecky, 2015).

U apomikticky se rozmnozujicich kapradin mame dva typy sporogeneze, které
umoziiuji dokonceni jejich zivotniho cyklu. Jednd se o schéma Dopp—Mantonové
a vzacnéjsi Braithwaite, obé¢ dvé nazvané podle svych objevitelli v minulém stoleti
(Dopp, 1939; Manton, 1950; Braithwaite, 1964).

Sporogeneze typu Dopp—Mantonové zahrnuje Ctyfi rizné typy sporogenze, které
se lisi vyslednym produktem (Dopp, 1939; Manton, 1950) a jsou smérodatné pro vétSinu
leptosporangiatnich kapradin. Nésledujici fadky jsou shrnutim sporogeneze z n€kolika
ruznych zdroji (Klekowski, 1973; Gastony & Windham, 1989; Raghavan, 1989; Hickok
et al., 1995).
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Pohlavni rozmnozovani

M 16 R 64
1) O—* O—' O—' O—'O—'®
2n 2n 2n 2n 1]
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Obr. 4: Schéma rozlicnych typil sporogeneze u vytrusnych rostlin. Pohlavni rozmnozovani (1),
jehoz vysledkem je 64 redukovanych vytrust, Dopp-Mantonové (2—5) a Braithwaite schéma (6).
Horni ¢isla udavaji pocet buné€k, dolni pak ploidni Groven (n — haploidni, ,,n* — nerovnomérné
rozdélené chromozomy, 2n — diploid, 3n — triploid, 6n — hexaploid, 12n — dodekaploid). Zkratky
nad nebo pod Sipkami naznacuji probihajici procesy (M — mit6za, pteskrtnuté M — nepravidelna
mitdza, preskrtnuté BB — absence jaderného a bunééného déleni, R! — meidza, NP — nepravidelné
parovani chromozomil). Kolecko naznacuje vytrusy (A — abortované vytrusy N — neredukované

vytrusy, V — redukovany vytrusy, 2V — vytrus s dvojnasobnym poc¢tem chromozomi).
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Sporogeneze 1. typu: (obr. 4, 2)

Zacfiname u sporogenni bunky, kterd projde tfemi néaslednymi mitotickymi délenimi
a vznikd 8 bunck. Téchto 8 bunck se poctvrté mitoticky rozdéli a vznikd 16 mateiskych
bunék spor. V pribéhu nasledujici meiézy nedochdzi ke spravnému parovani
chromozomtl a vznikaji bunky, které nemaji spravny pocet chromozomt a dochazi
k jejich abortaci. Ve vysledku mame 64 vytrust na jedno sporangium, které jsou vsechny

abortované.

Sporogeneze II. typu: (obr. 4, 3)

Sporogenni buiika projde tfemi mitotickymi délenimi a vznikne 8 bun&k. Ctvrté mitotické
dé€leni za¢ne probihat normalné, chromozomy se sefadi v ekvatoridlni roving, ale nedojde
k jadernému, ani bunéénému déleni. Stdle mame 8 bunck, ale ty maji zdvojndsobeny
pocet chromozomil. Pfi meiotickém dé&leni spolu paruji sesterské chromozomy.
Ve vysledku mame 32 zivotaschopnych vytrust usporadanych v klasickych tetradach

o stejné ploidii jako sporofyt (tzv. diplospory nebo neredukované vytrusy).

Sporogeneze II1. typu: (obr. 4, 4)

U tietiho typu dochdzi k nedokonalému znovu ustanoveni jadra v jedné nebo vice z 8
matefskych bunck. Meiotické dé€leni je nepravidelné a ve vysledku vede k 32

abortovanym vytrusim na jednu vytrusnici.

Sporogeneze 1V: typu: (obr. 4, 5)

U ctvrté mozZnosti sporogeneze je zacatek odlisSny od predchozich typli. Dvéma
naslednymi kompletnimi mitotickymi dé€lenimi, kterd jsou nasledovany dvéma
mitotickymi  délenimi  kon¢icimi v anafazi, dochazi ke wvzniku 4 velkych,
autotetraploidnich a homozygotnich bunék. Ty se déli meiézou a vznika 16 vytrust

uspotfadanych v tetrddach o dvojnasobném poctu chromozom oproti sporofytu.

Sporogeneze typu Braithwaite (obr. 4, 6) byla poprvé pozorovana u druhu
Asplenium aethiopicum a jednd se o vzacnéjsi typ. Zacatek s mitotickymi délenimi je
stejny jako u schématu Dopp—Mantonové a ve vytrusnicich je 16 matefskych bunck
vytrusi. Pfi meiotickém déleni vSak dochdzi krozpadu bivalentu chromozomut

na osamocené univalenty. Znovu se ustanovuje jadro a vznikd 32 zivotaschopnych
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neredukovanych vytrust (diplospor) usporadanych nikoliv v tetradach, ale v diadach
(Braithwaite, 1964).

Teoretickd schémata ndm tedy ukazuji, Zze pro wurCeni apomiktické
leptosporangiatni kapradiny nam staci spocitat pocet vytrusil na jednu vytrusnici a podle
toho rozhodnout, zdali se rozmnozuje pohlavné (64 vytrusii) nebo pomoci apomixie (32
vytrust usporadanych v 8 diddach nebo 16 tetradach) (Raghavan, 1989). Tato metodika,
strategie u kapradin (Park & Kato, 2003; Huang ef al., 2011). Situace ovSem neni tak
jednoduchd. Za prvé se mohou na konci déleni vytvaret krome diad a tetrad i triady
vytrust (Braithwaite, 1964) a za druhé se vSechny Ctyfi typy sporogeneze Dopp—
Mantonové mohou soucasné odehravat v jedné vytrusnici (Dyer et al., 2012; Ekrt &
Koutecky, 2015). Ukazuje se, ze apomiktické kapradiny mohou produkovat cytotypove
ruzné vytrusy. U triploidniho Dryopteris pacifica se vytvari diploidni a triploidni

gametofyty, které¢ davaji vzniknout sporofytu o stejné ploidii (Lin et al., 1992).
2.2. Charakteristika komplexu Cystopteris fragilis

Cystopteris Bernh. (puchyinik) je celosvétové (s vyjimkou Antarktidy) rozsifeny rod
izosporickych kapradin patticich do celedi Cystopteridaceae Schmakov (puchyinikovité),
jez stoji na bazi skupiny Eupolypodiopsida II. (Rothfels et al., 2012; PPG 1, 2016). Tento
rod je podle fylogenetické studie rozdélen do 4 podpotenych vétvi — C. montana, ktery
stoji oddélené od zbytku celého rodu, C. bulbifera (vyskytujici se ptevazné v Severni
C. fragilis (ptipadné také oznaCovan jako C. fragilis agg.). Cely rod zahrnuje cca 27
druhii, nékteré z nich jsou v§ak doposud nejasného taxonomického postaveni (Rothfels et
al.,2013,2014).

Na tzemi Evropy se tradicné¢ udava vyskyt 4 druht (mikrospecii) z tohoto
komplexu — C. fragilis (p. ktehky), ktery je pravdépodobné jednou z nejrozsitenéjSich
kapradin na svét€¢ (Rothfels et al., 2013), C. alpina (p.vépencovy), C.diaphana
(p. prosvitavy) a taxonomicky nejednoznacny druh C. dickieana (p. hladky) (Dostal,
1984; Jermy, 1993), ktery je podle recentnich studii pravdépodobné soucasti druhu
C. fragilis (Dyer et al., 2000; Parks et al., 2000, HanuSova ef al., in prep.).

V Ceské republice se z celého agregatu vyskytuje pouze jediny druh — C. fragilis
(Chrtek, 1988). V Kli¢i ke kvétené Ceské republiky (Kubéat, 2002) je udavan jestd

C. dickieana, ale s poznamkou, Ze tento druh vyZaduje taxonomickou revizi. Mimo tento
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slozity komplex se na nasem uzemi nachazi jest¢ C. sudetica (p. sudetsky), ktery
se v souCasné dobé udava pouze z jednoho mista v CHKO Jeseniky, kde byl nalezen
v roce 2010. Do té doby byl povaZzovan za nezvéstny druh a dnes je veden jako kriticky

ohrozeny (Danihelka et al., 2012; Grulich, 2012; Hadinec & Lustyk, 2012).
2.3. Studovany druh Cystopteris fragilis L. (Bernh.)

Puchyinik kiehky je vytrvald bylina dosahujici vysky 10-20 cm. Oddenek je kratky,
vystoupavy nebo plazivy, z néhoZ vyristaji riZice listd, které jsou na béazi zdutelé. Rapik
je stejné dlouhy nebo kratsi nez listova Cepel a ve spodni ¢asti se na ném objevuji pleviny.
Cepel je 1-2-3x zpefena. Listky jsou vstiicné postavené, 1-2x zpefené, na okrajich
pilovité az zubaté a zilky sméfuji k okraji (Haufler er al, 1993; Jermy, 1993).
Vytrusnicové kupky jsou okrouhlé, uspofadané ve dvou fadach a umisténé mezi sttedni
zilkou a okrajem listku. Vytrusy jsou hnédé, na povrchu ostnité a dosahuji velikosti 35—
—55-65 um. Z vytrusnice vypadavaji od Cervna do srpna (Chrtek, 1988; Tryon &
Lugardon, 1991). Kratkoveky lupenity gametofyt ma srd¢ity tvar a na jeho okraji jsou
jednobunééné trichomy (Pajaron et al., 1996). Plné je vyvinuty po 3 mésicich
od vykli¢eni. Antheridia a archegonia jsou umistény na spodni strané v blizkosti stfedni
zilky (Kaur, 1963).

se okrajové i v ostatnich oblastech. Jedna se o diagnosticky druh svazu Cystopteridion
Richard 1972, coz je spolecenstvo vlhkych, stinnych a bazickych skalnich §térbin
(priméarni vyskyt druhu C. fragilis). Lze jej sekundarné nalézt na kamennych zdech
a mostech. Prevazné se tedy vyskytuje na zasaditych horninach (Dostal, 1984; Chrtek,

1988), avsak mizeme ho nalézt i na substratech neutralnich ¢i kyselych (Hanusova et al.,
in prep.).
2.4. Polyploidizace, hybridizace a reproduk¢ni strategie

u Cystopteris fragilis

Na uzemi stiedni Evropy mé C. fragilis ctyti ploidni Grovné (tab. 1) — tetraploidni
(pfevazuje), pentaploidni, hexaploidni a velmi vzacni jsou jedinci oktoploidni (HanuSova
et al., in prep.). Polyploidni série byla poprvé postulovana v roce 1961 na zdklad¢ méteni
velikosti vytrusti (Hagenah, 1961) a potvrzena o dva roky pozdéji (Blasdell, 1963). Jiz od
70. let 20. stoleti se ukazuje, ze velikost vytrusi nevede k jednozna¢né determinaci

jednotlivych cytotypt (Vida, 1974), a to zejména diky produkci neredukovanych vytrust
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(Kawakami et al., 2010) a velké morfologické variabilité (Gamperle & Schneller, 2002).
Zékladni chromozomové Cislo je 84, diploidni jedinci C. fragilis s. str. vSak nejsou
z Evropy znami a cely druh diverzifikuje na tetraploidni urovni pravdépodobné diky

genovému umlceni (,,gene silencing*) (Haufler & Windham, 1991).

Tab. 1: Jednotlivé ploidie u druhu C. fragilis, po¢et chromozomt a velikost genomu
(pg — pikogram, 1 pg = 10™'? g, SD — smérodatna odchylka, NA — u oktoploidniho cytotypu neni

znama absolutni velikost genomu).

Ploidie Pocet Odkaz Velikost genomu Odkaz
chromozomii (prumér + SD)

4x 2n =168 Vida, 1974 14,26 pg + 0,070

5x 2n=210 Kawakami et al., 2010 | 17,59 pg + 0,059 HanusSova et al.,

6x 2n =252 Vida, 1974 20,80 pg + 0,424 in prep.

8x 2n =336 Vida, 1974 NA

Préavée polyploidie a vznik novych ploidii je problém v celém komplexu a prvni
studie na toto téma byly provadény na tizemi Severni Ameriky mezi jednotlivymi druhy
komplexu C. fragilis, které se v Evrop¢ nevyskytuji. Tento pohled ndm umoZziuje
podobné uvazovat i o procesech probihajicich mezi cytotypy na evropském kontinent¢.
Tetraploidni cytotyp pravdépodobné vznikl hybridizaci mezi diploidnim druhem
C. reevesiana a neznamym, pravdépodobné vymielym diploidem, ktery se oznacuje jako
C. ,,hemifragilis* (Haufler & Windham, 1991).
amerického modelu, pak by hybridizoval tetraploid s diploidem za vzniku triploidniho
druhu, ktery by autopolyploidizaci dal vzniknout hexaploidu, stejné tak, jako v piipade
amerického C. laurentiana. Druhou moznosti jeho vzniku je existence neredukovaného
vytrusu a neredukované gamety u tetraploidu, kterd by dala vzniknout hexaploidnimu
cytotypu (Urfus, unpubl.). OvSem existence neredukovanych gamet u kapradin je stale
dostatecné neprobadana oblast (Gastony, 1986). Ani analyza haplotypové variability
chloroplastové DNA (cpDNA) nepotvrdila, ani nevyvratila jednu z téchto teorii
a 42 univalentli ukazuje na fakt, ze jednim z ptedki byl tetraploid (Vida, 1974). Otazkou
také zlOstava, zdali se jednd o davnou hybridizacni wudalost nebo o d&j

probihajici v soucasné dob¢.
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Pentaploid vznikl hybridizaci mezi tetraploidem a hexaploidem (Knobloch et al.,
1984). Tuto teorii potvrzuje pozorovani univalentnich chromozomua (Kawakami et al.,
2010), velmi casté cytotypové smiSené populace a analyza variability cpDNA
neprokdzala u pentaploidii zddné unikatni haplotypy (Hanusova et al., in prep.). Dosud
vSak neni zndmé¢, zdali pentaploidni cytotyp vznikl ddvnou hybridiza¢ni udalosti nebo
vznika opakované. Jak vznika oktoploidni cytotyp je dosud nezndmé (Vida & Mohay,
1980).

Prvni zminky o apomixii u C. fragilis ptichazeji ve 30. letech 20. stoleti, kdy byl
pozorovan vyvoj nového sporofytu z pletiva gametofytu (Lawton, 1936). Ze 70. let
pochazi experiment s kultivaci tetraploidniho cytotypu, u kterého se fizenou kultivaci
snazili omezit oplozeni. Cast nové vzniklych sporofytti neméla dlouhé trvani, nékteré
vSak dorostly a zacaly produkovat vytrusy (Vida, 1974). V obou piipadech se vSak
jednalo o fakultativni apomixii.

U severoamerického triploidniho C. protrusa byla pozorovéana sporogeneze typu
Braithwaite. Kromé¢ produkce velkych, neredukovanych vytrusi, byly pfitomny i dalsi
morfologicky odli$né typy vytrust (Haufler ef al., 1985).

Pentaploidni cytotyp C. fragilis byl dlouhou dobu ptehlizeny a nebyla mu nikdy
vénovana dostate¢nd pozornost (Vida, 1974). Teprve v posledni dobé u n& byly
pozorovany vytrusy, které jsou vétsi nez u hexaploidniho cytotypu s charakteristickymi
znaky pro diplospory (Kawakami et al., 2010) a pravdépodobné potvrzen Ctvrty typ
sporogeneze Dopp—Mantonové (Kawakami et al., 2016). U tetraploidniho cytotypu
v Indii byly pozorovany dvé velikostni frakce vytrusi, které jsou vysvétlovany jako
reakce na rozdilné podminky prostiedi (Bhellum & Razdan, 2012). V jednom ze
shrnujicich ¢lankti o apomixii u kapradin (Liu et al., 2012) je celed’ Cystopteridaceae

uvadéna jako pohlavné se rozmnozujici, bez apomixie.
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3. Metodika

3.1. Sbér materialu

Na zéklad¢ 0daji z predchozi cytogeografické studie agregatu Cystopteris fragilis
(Hanusova et al., in prep) byly vybrany pfevazné smiSené modelové populace doplnéné
o jednu kontrolni nesmiSenou (viz tab. 2) k detailnimu studiu ploidni wrovné
a reprodukénich zptsobtl. Jednalo se o &tyfi populace z Ceské republiky a dvé
ze Slovenska, ve kterych probihaly sbéry ve vegetacnich sezonach mezi lety 2015-2017.
Vsechny populace byly zaméteny GPS (Garmin, Dakota 20) pro ptipadnou pozdéjsi
identifikaci. Detailni informace o poctu sporofytl vyuzitych v dil¢ich studiich je uveden

v ptiloze 2 a herbafové doklady budou ulozeny v herbaii Karlovy Univerzity (PRC).

Tab. 2: Pfehled studovanych modelovych populacich.

[~
5) : ~
— 2o~ 54 = =
g = £ 5 | E E S 1
N ° e g = 2 o =
© g = o = 2
= # = &
[+
=
ROZ | Roztoky u K#ivoklatu 275 50°320"N 19. 6.2015 | 4x, 5x, 6x | 182
13°86'67"E 11.5.2016
BEL | Béla pod Pradédem 511 50°8'16"N 21.6.2016 | 4x, 5x 49
17°12'37.7"E
NOV | Nové Mésto nad Metuji | 299 50°21'10.0"N 1.6.2017 4x, 6x 49
16°09'44.7"E
OHB | Oheb 550 49°50'1.13"N 1.6.2017 4x, 5x, 6x | 45
15°39'14.71"E
RAD | Velky Radzim &50 48°46'30.0"N 24.5.2017 | 4x, 5%, 6x | 14
20°20'36.8"E
ZAD | Zad’iel 510 48°38'20.25"N | 26.5.2017 | 4x,5x,6x | 15
20°48'53.08"E
OPA | Oparno 244 50°32'35.5"N 13.8.2017 | 4x 11
14°00'31.8"E

Pilotni testovani metodiky bylo provedeno na lokalité¢ Roztoky u Kiivoklatu. Zde

bylo ndhodnym vybérem sebrano 118 rostlin ke zjisténi ploidni irovné pomoci pritokové
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cytometrie. DalSich 27 rostlin bylo oznaceno plastovym Stitkem (pro jejich budouci
identifikaci a odbér do kontrolovanych podminek), fertilni listy byly odebrany pro
analyzu ploidie a na kultivacni experimenty. Jednotlivé listy byly uchovavany v chladu
v plastovém sacku, nejpozdéji do tii dnii zpracovany a ndsledné vysuseny jako herbarové
polozky pro dalsi studium. Pro lepsi manipulaci a zamezeni kontaminace vytrusy jinymi
kapradinami bylo u nésledujicich populaci ptistoupeno k odbéru celych rostlin, véetné
kotent, piesazeni a ke kontrolované kultivaci ve skleniku katedry botaniky.

Ke studiu velikosti vytrusit byly pouzity také herbarové polozky z pfedchozi

studie (HanuSova et al., in prep.) a jejich seznam je v ptiloze 1.
3.2. Kultivace sporofyti P generace

Rostliny odebrané z pfirody byly jednotlivé zasazeny do umélohmotnych kvétinact
o pruméru 13 cm, oznacCeny a umistény do skleniku katedry botaniky (obr. 5). Substrat
byl namichan podle dostupné literatury (Hoshizaki & Moran, 2001) a obsahoval 7 dila
zahradniho substratu, 2 dily agroperlitu a 1 dil kfemicitého pisku. Kazda rostlina byla
zakryta technickou tkaninou UHELON 130T (Silk & Progress, s. r. 0., Brnénec, Ceska
republika) o priméru ok 42 pm (Ekrt & Koutecky, 2015), aby nedoslo ke kontaminaci

vytrusy od jinych ploidii nebo kapradin. Ploidie rostlin byla zanalyzovana uZitim

pratokového cytometru (viz kapitola 3.4.1).

Obr. 5: Kultivace sporofyti P generace pod zakrytem monofilu v experimentalnim skleniku
katedry botaniky.

Trofosporofyly byly odebirany ve dvou fazich. V prvni fazi, kdy byly vytrusnice
nezralé a zelené, byla ¢ast listku s vytrusnicemi fixovana v 70% ethanolu a uchovavana

v mikrozkumavce, aby byl posléze stanoven pocet vytrusli na vytrusnici (kapitola 3.5.3).
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V druhé fazi, kdyz zacaly dozravat vytrusnice, byl cely trofosporofyl uschovan do obalky
vyrobené ze savého papiru a nechal se pfirozené¢ vysychat. Takto pfipraveny material
slouzil ke kultivaénim experimentim a méfeni jednotlivych morfologickych

charakteristik na vytrusech.
3.3. Kultivace gametofytii in vitro

Pro péstovani gametofytické generace byly zvoleny dva odlisné piistupy — vysev
na substrat (obr. 6) aumélé médium. Aby se zamezilo kontaminaci jinymi
mikroorganismy, vysev byl provadén v laminarnim boxu (J1001 Telstar), ktery byl spolu
s pracovnimi nastroji sterilizovan prosttednictvim UV zateni po dobu 1 hodiny.

Jako prvni kultiva¢ni metoda bylo zvoleno péstovani na substratu o slozeni 1 dilu
raSeliny a 3 dilt kfemicitého pisku. Ten byl nasledné zalit vodou o teploté 100 °C a dale
vyvafovan po dobu 10 minut v mikrovlnné troub¢, aby doslo ke zni¢eni piipadnych cizich
vytrusil a nezadoucich mikroorganismil. Vytrusy nebyly pied vysetim zddnym zptisobem
chemicky oSetfovany. Substrat byl naplnén do Petriho misek o priméru 6 cm, navlhéen
prevaienou vodou s piipravkem proti houbovym chorobam (Previcur®) a pomoci
preparacni jehly byly izolovdny vytrusy na podlozku =z filtraéniho papiru
a nasledné rovnomérné rozprostiené po celé kultivaéni ploSe. Kazdd ploidie byla
vysévana vramci samostatného behu z divodu zamezeni pienosu vytrusi mezi
jednotlivymi Petriho miskami. Laminarni box se opétovné vysvitil UV zafeni a nastroje
byly omyté 70% ethanolem a destilovanou vodou. Petriho misky byly na zavér izolovany

parafilmem k zamezeni uniku vlhkosti.

Obr. 6: Kultivace gametofytl v Petriho miskach.
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Vybrané tetraploidni rostliny byly vysety s oddélenim dvou frakci vytrusti pomoci
filtru o priméru ok 50 um (Sysmex) na ,,malé* vytrusy (pod 50 um) a ,,velké* vytrusy
(nad 50 pm) s cilem odhalit neredukované vytrusy u tetraploidniho cytotypu. Jinak
se postup nelisil od vyse uvedeného.

Z divodu nevhodné manipulace a dopéstovani nasledujici Fi sporofytické
generace bylo pfistoupeno k vyuziti umélého média pro vytrusné rostliny (Baslerova &
Dvotékova, 1962), které bylo piipraveno ve spolupréci s Janem Ponertem z Laboratote
studia regulacnich faktori morfogeneze rostlin (Katedra experimentalni biologie rostlin,
PiF UK).

Pro ptipravu 0,5 1 média byly pouzity nasledujici komponenty:

Latka Zasobni roztok (10 ml) Pouzité mnoZstvi
(do 0,5 1 destilované vody)
NH4NO; 0,08 g 1,25 ml
KH>PO4 0,136 g 0,325 ml
MgSO4-7H,0 0,12 g 0,2 ml
CaCly'2H»0 0,11g 0,5 ml
FeCl;-6H20 0,016 g 0,08 ml
Agar 75¢g

Ze zasobnich roztokti bylo odpipetovano pozadované mnozstvi do 0,51
destilované vody, upraveno pH na 5,7-5,8 pomoci roztoku kyseliny chlorovodikové
(HC1) a hydroxidu sodného (NaOH) a nasledné byl ptfidan gelovaci prostfedek (agar).
Celéa smés byla uvedena do bodu varu (100 °C), ptelita do zasobnich lahvi a nechala se %
hodiny v autokldvu na programu 120 °C. Casteéné zchladlé médium bylo nalito do
Petriho misek o priméru 12 cm. Po vychladnuti byly umistény do igelitového sacku
a uchovany v lednici do doby, nez na n¢ byly vysety vytrusy.

Vytrusy byly izolovany preparacni jehlou na filtracni papir a pfesypany do
injekéni stiikacky o objemu 10 ml. Ptes hrdlo byl umistén filtr o velikosti ok 10 um (aby
nedoslo ke ztrat€ vytrusti) a nasledné injekéni jehla o priméru 1,2 mm.

Dezinfekce vytrust probihala nésledujicim zptsobem:

1) Nasati roztoku 70% ethanolu (1%, 5 minut)

2) Omyti autoklavovanou destilovanou vodou (3x)

3) Dezinfekce chlornanem vapenatym (Ca(ClO)2) (3%, 1 minuta)

4) Omyti autoklavovanou destilovanou vodou (3x)
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5) Nasati autoklavované destilované vody pro vysev na piipravené médium

Z injekéni stiikacky byl odstranén filtr a nasazena jehla o priméru 1,6 mm.
Z jedné injekeni stiikacky byla vytlacena davka 2 ml roztoku do jedné Petriho misky.

Kultivaéni nadoby byly umistény do ristové komory (ThermoForma)
s nasledujicimi parametry: 12 hodin svétlo (20 °C) a 12 hodin tma (12 °C). Gametofyty
vyseté prvnim zplsobem byly pouzity pro cytometrické analyzy, mikroskopické
pozorovani a hybridizacni experimenty, gametofyty zumélého média byly pouzity

na hybridiza¢ni experimenty.
3.4. Prutokova cytometrie

Pratokova cytometrie je hlavni metodicky pfistup predkladané diplomové prace. Tato
metoda byla ve studiu vytrusnych rostlin vyuzivana jen ztidka (Bures et al., 2003; Ekrt et
al.,2009; HanuSova et al., 2014), zvlasté pak pii studiu jednotlivych generaci rodozmény
(Ekrt & Koutecky, 2015). Matetské sporofyty, vytrusy, gametofyty a nasledné sporofyty
F1 potomstva byly podrobeny studiu relativni velikosti genomu (DNA ploidni tirovng).
Porovnanim ploidni irovné mezi gametofyty a sporofyty lze zjistit jejich reprodukéni

strategii (viz kapitola 3.4.4).
3.4.1. Analyza sporofytii P generace

Pti analyze byl pouzit standardni dvoukrokovy postup (Dolezel et al., 2007). Pfiblizné
2 cm? listu (trofosporofylu) bylo Ziletkou rozsekano spole¢né s 1 cm? interniho standardu
Vicia faba cv. ’Inovec®,2C = 26,9 pg (Dolezel et al., 1992) ve vychlazeném pufru Otto I.
(650 ml, slozeno z 0,1 M kyseliny citronové a 0,5% Tween 20) na Petriho misce. Vznikla
suspenze byla prefiltrovana pies nylonovy filtr o priméru ok 42 pum (Silk & Progress,
s. 1. 0., Brnénec, Ceska republika). Takto pfipravené vzorky se nechaly pil hodiny
inkubovat a pied jejich analyzou byl pfidan 1 ml barviciho roztoku, ktery se skladal
z fluorescen¢niho barviva DAPI (4’,6—diaminido—2—fenylindol), pufru Otto II. (0,4 M
Na2HPOs - 12H20) a antioxidantu -merkaptoethanolu (C2HsOS). Po obarveni byl vzorek
analyzovan na prutokovém cytometru CyFlow ML (UV LED 365 mm jako excitacni
zdroj) v Laboratofti pratokové cytometrie, Katedry botaniky PfF UK.

3.4.2. Analyza gametofyti a sporofyti F generace

Pro analyzu gametofytl a nasledné sporofytii F1 generace byl pouzit stejny postup jako

pfi analyze rodicovské generace (viz kapitola 3.4.1). V ptipadé malé velikosti gametofytl
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bylo pfistoupeno k simultanni analyze tii gametofytl. Pokud byl ptitomen nové vznikajici

sporofyt, byl zanalyzovan spolecné s gametofytem v jedné analyze.
3.4.3. Analyza vytrusi

Pro velmi rychlou analyzu reprodukcénich zplisobti Ize pouzit vytrusy. Vyhoda této
metody spoc¢iva ve velkém mnozstvi analyzovanych Castic z jednoho jedince, nevyhodou
je nemoznost srovnani s nasledujici generaci. Problém, jak dostat neposkozena jadra
z vytrusu fesi recentné publikovand metodika analyzy vytrusii na prutokovém cytometru
(Kuo et al., 2016), jez byla pro naSe potieby ¢aste¢né modifikovéana (viz dale).

Z riiznych ¢asti trofosporofylu byly pomoci preparacni jehly izolovany vytrusy
na podlozku z filtra¢niho papiru a pfesunuty do 2 ml zkumavek spole¢né s 1 ml pufrem
Otto I (slozeni viz kapitola 3.4.1). Tento roztok byl ptefiltrovan pies filtr o priméru
ok 100 pm (Sysmex), aby doslo k oddé€leni sporofytického pletiva. K prefiltrované smési
byly pfidany silika-karbidové kulicky (0,75 — 0,90 g) a vSe se nechalo rozdrtit v mlynku
na drceni rostlinného materidlu (Retsch MM200) po dobu 8 minut rychlosti 30 otacek/s.
Po ukonceni drceni byla smés prefiltrovana ptes technickou tkaninu s primérem
ok 42 um (Silk & Progress, s. . 0., Brnénec, Ceska republika) a bylo ptidano 200-300 ml
interniho standardu Vicia faba cv. ’Inovec’. Kvili moznému piekryvu s vys$Simi
ploidiemi, bylo u ¢asti pentaploidnich sporofytl pfistoupenou k vyuziti jiného standardu
— Pisum sativum ’Ctirad®, 2C = 9,09 pg (DolezZel et al., 2007). Dalsi postup se uz nelisil

od uvedeného vyse v kapitole 3.4.1.
3.4.4. Analyza dat

Vysledné histogramy byly vyhodnoceny v programu Partec FloMax 2.4b (Partec GmbH,
Miinster). Z poméru vzorku ke standardu byla odvozena DNA ploidni trovei a zaroven
byl zaznamenan varia¢ni koeficient (CV), ktery odkazuje na piesnost analyzy.
Do celkového zhodnoceni byly pouzity analyzy, které neptesahovaly 5 % hodnoty CV.
Z porovnani DNA ploidie mezi jednotlivymi generacemi byl odvozen

pravdépodobny reprodukéni zptsob (viz obr. 7).
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Test reprodukénich strategii s vyuZitim pritokové cytometrie

Sporofyt = \/ytrus = Gametofyt ——» Sporofyt

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

Obr. 7: Zékladni schéma testu reprodukénich strategii s vyuzitim pratokové cytometrie. Velmi
snadno 1ze porovnanim DNA ploidie gametofytické a sporofytické generace rozlisit pohlavni
rozmnoZzovani (1), obligatni apomixii (2) a fakultativni apomixii (3), n — haploidni, 2n — diploidni,

3n — triploidni. Cervené obdélniky vyznaduji porovnavané generace.
3.5. Mikroskopické zhodnoceni vytrusi

Pro komplexni zhodnoceni reprodukcnich strategii je dilezité pouzit nékteré tradicné
vyuzivané metody a ziskat morfologické znaky. Mezi né€ patii mikroskopické zhodnoceni
viability (Hornych & Ekrt, 2017), velikosti (Dyer et al., 2012) a poc¢tu vytrust na jednu
vytrusnici (Hickok ef al., 1995) nasledované srovnanim dle DNA ploidie matetské

rostliny.
3.5.1. Zhodnoceni viability vytrusi

Ke zhodnoceni viability (zivotaschopnosti) vytrust se dnes pouziva index SAI (spore
abortion index) (Hornych & Ekrt, 2017). SAI vyjadifuje procento abortovanych
(nezivotaschopnych) vytrusi (obr. 8) z celkového poctu studovanych vytrusii u jedné
rostliny.

pocet abortovanych vytrusi
SAI (%) = 1000 x 100

Z jednotlivych listkti bylo odebrano potfebné mnozstvi vytrusti pomoci preparacni

jehly a umistény do kapky vody na podloznim sklicku. Aby bylo dosaZeno objektivniho
vysledku, byly vytrusy odebirdny ze Ctyt riznych Casti listu. Nasledné byly spocitané
abortované a zivotaschopné vytrusy na vzorku 1000 kust pod svételnym mikroskopem
(Olympus BX-61, zvétSeni: 200x—400x). Vytrusy byly povazované za abortované, pokud
nabyvaly nékteré z charakteristik uvedenych v tab. 3 (Wagner et al., 1986).
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Obr. 8: Abortované vytrusy pentaploidni rostliny 1K19. Mezi pozorované znaky

~

-
-

. 40 um

nezivotaschopnych vytrusi patfi pigmentace, ztrata ornamentace a zborceni bunécné stény.

Na hodnoceni Zivotaschopnosti vytrusi byly pouZity dva datasety. Prvni
obsahoval rostliny z modelovych populaci, druhy byl obohacen o pentaploidni rostliny

z cytogeografické studie (HanuSova ef al., in prep.). Tato data byla vyhodnocena pomoci

zakladnich statistickych postupt v programu R, v. 3.2.3 (R Core Team, 2017).

Tab. 3: Prehled struktur, znakti a jejich charakteristik, které¢ slouzi k detekci abortovanych

vytrust (Wagner et al., 1986).

Struktura | Znaky Charakteristika
Velikost Malé
Vytrusnice | Prstenec (annulus) Spatné vyvinuté
Obusti (stomium)
Velmi variabilni ve velikosti, nej¢astéji malé
Velikost Velké (pravdépodobné Zivotaschopné diplospory,
nutno overit kultivaci)
Ukladani tmavych globuli (pigmentace)
Vytrusy Bunécéna sténa Ztloustla
(perispora) Zborceni stén
Ztrata ornamentace
Protoplast Nepiitomnost (bunéénd smrt)
Maly/velky
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3.5.2. Velikost vytrusi

Velikost vytrusi je dalSim voditkem pro odhaleni neredukovanych vytrusa
(tzv. diplospor), které vznikaji poruchami jaderného a bunééného déleni (Quintanilla &
Escudero, 20006).

Pro méfeni velikost vytrusti byly pouZity jak rostliny z modelovych populacich,
tak 1 rostliny z predchozi studie (HanuSova et al., in prep.). Od kazdého jedince bylo
vyfoceno 20 vytrust pod svételnym mikroskopem (Olympus BX-61, zvétSeni: 200x—
400x) a nasledné¢ zmétena délka exospory bez ostni (obr. 9) v programu Imagel
(Schneider et al., 2012). Z naméfenych hodnot byl vypocitan primér na celou rostlinu.
Takto ziskanéd data byla vyhodnocena zakladnimi statistickymi postupy v programu R,

v. 3.2.3, (R Core Team, 2017) a PAST, v. 2.17c (Hammer et al., 2001).

-

40 ym

Obr. 9: Metodika méfeni velikosti vytrust. Cervenou useckou je v ilustracnim obrazku naznacen

meéteny usek. DNA tetraploidni rostlina 1C3 z Roztok u Kfivoklatu.
3.5.3. Pocet vytrusii na jednu vytrusnici

Tato metoda vychazi z teoretickych predpokladli, Ze pohlavné se rozmnoZzujici
leptosporangiatni kapradiny maji 64 vytrust, zatimco apomikté pouze 32 nebo 16 (D6pp,
1939; Manton, 1950; Braithwaite, 1964). V zacatcich vyzkumu apomixie u kapradin tak
tato metoda slouzila jako voditko, které¢ spole¢né s pocitanim chromozomu a piimym
pozorovanim gametofytii detekovala apomiktické druhy. I dnes je pocet vytrusii nedilnou
soucasti studia reprodukce u vytrusnych rostlin (Park & Kato, 2003; Ekrt & Koutecky,
2015).

Jesté nezralé a neoteviené vytrusnice vybranych rostlin byly spole¢né s ¢asti listu

nalozeny do 70% ethanolu a uchovavané do doby, nez byly pocitané. Nasledn¢ byla cela
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vytrusnice premisténa do kapky vody na podloznim skli¢ku, oteviena preparaéni jehlou
a pod optickym mikroskopem (Olympus BX-61, zvétSeni: 200x—400x%) byl zaznamenan
celkovy pocet vytrust. Data byla vyhodnocena v programu R, v. 3.2.3 (R Core Team,

2017).
3.6. Experimentalni hybridizace

Experimentalni kfiZeni neni béZnou metodou vyzkumu evoluce kapradin (Hickok et al.,
1995), na rozdil od opylovacich pokusi u krytosemennych rostlin (Dafni, 1992). Dle
dostupné literatury (Hoshizaki & Moran, 2001; Hall et al., 2006; Sleep, 2014) je n¢kolik
moznych zplsobl hybridizace, které byly pouzité 1 ve vyzkumu smiSenych ploidnich
populaci a vzniku novych ploidnich urovnich. Teoretick¢é schéma kiizeni mezi
jednotlivymi ploidiemi je uvedeno v tab. 4.

Pro experimentalni hybridizaci bylo zvoleno nékolik odlisnych metod z divodu
obtizného provedeni kiiZzeni mezi gametofyty. Struéna charakteristika vSech hybridizaci

je uvedena v tab. 5 a dalsi detaily jsou rozepsany v nasledujicim textu.

Obr. 10: Experimentalni hybridizace gametofyti v kultiva¢nich nadobach.
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Tab. 4: Teoretické moznosti pohlavniho a apomiktického rozmnoZovani u Cystopteris

fragilis s. str.

a jejich mozné vyuziti jako podklad pro experimentalni hybridizaci.

* — pfi obligatni apomixie nejsou ve veétSiné pripadl pfitomny pohlavni buiiky (archegonia

a antheridia).

Gametofytické samooplozeni (intragametophytic selfing)

Ploidie sporofyt Ploidie gametofyt Ploidie gamety Ploidie sporofyt
1 4x 2x 2x 4x
2 4x 4x 4x 8x
3 6x 3x 3x 6x
4 8x 4x 4x 8x

Homoploidni hybridizace (kfizeni stejnych ploidii)

Sporofytické samooplozeni (intergametophytic selfing)
Sporofyticky outcrossing (intergametophytic crossing)

Ploidie sporofyt Ploidie gametofyt Ploidie gamety Ploidie sporofyt

1 4x 2x 2x 4
4x 2x 2x X
4x 4x 4x

2 4x 4x 4x 8
6x 3x 3x

3 6x 3x 3x ox
8x 4x 4x

4 8
8x 4x 4x x

Heteroploidni hybridizace (kfizeni odlisnych ploidii)

Sporofyticky outcrossing (intergametophytic crossing)

Ploidie sporofyt Ploidie gametofyt Ploidie gamety Ploidie sporofyt

4x 2x 2x

1 5x
6x 3x 3x

) 4x 2X 2X 6
4x 4x 4x X
4x 2x 2x

3 6x 6x 6x 8x

4 5x 5x 5x 2x
6x 3x 3x

Obligatni apomixie

1 5x 5x X* 5x

2 4x 4x X* 4x

Pti pilotnim testovani hybridizace gametofytii byly pouzity rostliny z lokality

Roztoky u Ktivoklatu, pozdéji k nim byla pfidana populace Béla pod Pradédem. Byla

zvolena metoda ptilozeni dvou gametofyta riznych ploidii k sobé na Petriho misce (obr.

11, a), zaliti kapkami vody a jejich pozdé&jsiho ptesazeni do vétSich kultivacnich nadob

pro lepsi rozvoj sporofytu (obr. 10).
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Druhy hybridiza¢ni pokus vyuzil lokalizaci gametangii na gametofytu. Antheridia
jsou umisténa v dolni ¢asti u rhizoidd a archegonia v hornim zafezu, pak prostym
oddélenim jednotlivych Casti se zamezi gametofytickému samooplozeni a tyto jednotlivé
¢asti se sam¢im nebo sami¢im gametangiem se pfilozi k jiné ¢asti tak, aby probé&hla
pozadovana hybridizace (obr. 11; b, c).

Jako tieti moznost bylo zvoleno spole¢né vysévani vytrusi dvou rtiznych ploidii
do jedné Petriho misky.

Posledni kiiZeni bylo provedeno na umélém médiu. Pipetou se sterilni Spi¢kou
byla na jednotlivé zralé gametofyty kapnuta kapka autokldvované destilované vody.
Po uvolnéni spermatozoidii byly pfemistény na zraly gametofyt jiné ploidie a opacné.

Jako kontrola slouzily rostliny 1E5 (Roztoky u Kiivoklatu), 238 (Bé¢la pod
Pradédem), u kterych k sob¢€ byly pfilozeny dvé stejné ploidie a ostatni Petriho misky
s gametofyty se kterymi nebyly provadény zadné manipulace.

V nasledujici tab. 5 jsou uvedeny vSechny kombinace provedenych kiizeni.
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Tab. 5: Design experimentalni hybridizace mezi jednotlivymi ploidiemi. Cisla a pismena

ve sloupci gametofyt a potomstvo znaéi jednotlivé rostliny, pocet opakovani — pocet Petriho

misek s danym typem kfizeni, zkratky populaci: ROZ — Roztoky u Kiivoklatu, BEL — Béla pod
Pradédem, NOV — Nové M¢sto nad Metuji, OHB — Oheb.

udrzovani vlhkého substratu

Hybridizace 1: gametofyty odlisnych nebo stejnych ploidii se umistily do t€sné blizkosti pti

gametofyt | ploidie gametofyt | ploidie pocet potomstvo populace
opakovani

1A1 2x 1M24 3x 4 1A1-1M24 ROZ

1A1 2x 1IM25 3x 2 1A1-1M25 ROZ

1A1 2x IM26 3x 1 1A1-1M26 ROZ
1K17 2x 1M25 3x 3 IK17-1M25 | ROZ

1112 2x 1J15 5x 2 1112-1J15 ROZ

247 2x 1J6 3x 1 247-1J6 BEL/ROZ
222 2x 1J6 3x 1 222-1J6 BEL/ROZ
1ES 2x 1ES 2x kontrola (1) 1ES-1E5 ROZ

238 2x 238 2x kontrola (1) 238-238 BEL

0 jiné ploidii

Hybridizace 2: oddé¢leni archegonii a antheridii a ptilozeni k sobé dvou riznych gametofytl

gametofyt | ploidie gametofyt | ploidie pocet potomstvo populace

(samci) (samici) opakovani

1J6 3x 214 2x 1 1J6-214 ROZ/BEL

214 2x 1J6 3x 1 214-1J6 BEL/ROZ

112 5x 1J6 3x 1 1J2-1J6 ROZ

1J6 3x 12 5x 1 1J6-1J2 ROZ

214 2x 1J10 5x 1 214-1J10 BEL/ROZ

1J6 3x 232 2x 1 1J6-232 ROZ/BEL

Hybridizace 3: spole¢ny vysev dvou ploidii

gametofyt | ploidie gametofyt | ploidie pocet potomstvo populace
opakovani

47 2x 419 3x 1 47-419 NOV

48 2x 421 3x 1 48-421 NOV

48 2x 511 3x 1 48-511 NOV/OHB




Hybridizace 4: pienos spermatozoidii na umeélém médiu

gametofyt | ploidie gametofyt | ploidie pocet potomstvo populace
opakovani
427 2x 534 3x 6 427-534 NOV/OHB

Obr. 11: Zpusob provedeni prvnich dvou typl experimentalnich hybridizaci, a) Hybridizace 1,

b) Hybridizace 2 a c) princip rozfiznuti gametofytu na samici ¢ast (ARCH — archegonia) a sam¢i

¢ast (ANT — antheridia). Pro ilustraci mizeme modry gametofyt oznacit jako 2x (diploidni)

a ¢erveny jako 3x (triploidni). Méfitko v obrazku c¢) odpovida 1 mm. Upraveno podle Hoshizaki

& Moran, 2001.
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4. Vysledky

4.1. Pritokova cytometrie

4.1.1. Sporofyty P generace

Celkem bylo sebrano 365 rostlin (ddle oznacovany jako sporofyty P generace) ze
7 populaci v Ceské a Slovenské republice, které byly podrobeny cytometrické analyze
pro zjisténi ploidni Grovné. Kromé& populace Oparno byly vSechny populace smisSené, tfi
znich (Roztoky u Kiivoklatu, Oheb, Radzim) mély zastoupeny vSechny tfi bézné
se vyskytujici ploidie (tj. tetraploidni, pentaploidni a hexaploidni cytotyp, obr. 15).
U populace B¢la pod Pradédem chybél hexaploidni cytotyp, ackoliv se tam vyskytuji
pentaploidy. Oktoploidni cytotyp nebyl nalezen na zadné lokalit€, ani v populaci Nové
Meésto nad Metuji, odkud jsou uvadéni jedinci z cytogeografické studie Hanusové et al.,
in prep. Procentudlni zastoupeni jednotlivych cytotypti sporofyti P generace

v modelovych populacich je zobrazeno na obr. 12.

Zastoupeni cytotypu sporofytd P generace
v modelovych populacich
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Obr. 12: Zastoupeni cytotypt sporofytli P generace v modelovych populacich. Na ose x jsou
uvedené modelové populace (v zavorce uveden celkovy pocet zanalyzovanych jedinct):
ROZ - Roztoky u Ktivoklatu (182), BEL — Béla pod Pradédem (49), NOV — Nové Mésto nad
Metuji (49), OHB — Oheb (45), RAD — Radzim (14), ZAD — Zadiel (15), OPA — Oparno (11).

Na ose y je zastoupeni jednotlivych cytotypt v procentech.
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Relativni velikost genomu odpovida intervalim pro jednotlivé ploidie, u kterych
byly spocitany chromozomy (HanuSova et al., in prep.). Primérna relativni velikost
genomu jednotlivych ploidii, pocet analyzovanych rostlin, standardni odchylka a varia¢ni
koeficient (v pritokové cytometrie oznacovan jako CV hodnota) jsou uvedeny v tab. 6.
Varia¢ni koeficienty vzorkii neptesahovaly hodnotu 5,6 % (primér 2,33 %) a standardu
4,02 % (pramér 2,06 %). Dale byla relativni velikosti genomu vydélena ploidii a byla
ziskana tzv. Cx-hodnota (Ci-value), ktera udava monoploidni velikost genomu (DoleZel
et al., 2007). Relativni velikost genomu pentaploidu s hodnotou mezi tetraploidem

a hexaploidem naznacuje, zZe se pravdépodobné miize jednat o jejich hybrid (obr. 13).
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Obr. 13: C-hodnota u jednotlivych cytotypti sporofytd P generace. Na ose x jsou jednotlivé
ploidie sporofytl P generace. Na ose y je Cy-hodnota (monoploidni velikost genomu, viz text).
Cerna usetka — median, hranice boxplotu — prvni (Q1) a tieti (Q3) kvartil, dolni usecka —

minimum, horni tsecka — maximum, prazdna kolecka — odlehl¢ hodnoty.

Pokud se podivame detailnéji na hodnoty u jednotlivych modelovych populacich
(obr. 14), pak si mizeme povSimnout vyssi Cx-hodnoty u tetraploidd (primér 3,06;
ANOVA, p=5,81x10%), pentaploidf (primér 3,02; ANOVA, p=5,48x107) a hexaploidii
(pramér 2,96; ANOVA, p=2,06x10") z Roztok u Kiivoklatu na rozdil od ostatnich

populaci.
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Tab. 6: Relativni velikost genomu u sporofytl P generace. Cx-hodnota udava monoploidni

velikost genomu.

Ploidie | Pocet Relativni Smérodatna | C-hodnota | CV hodnota
analyzovanych | velikost genomu | odchylka (primér) (priumeér)
rostlin (prumér)

4x 185 12,09 0,275 3,02 2,62

5x 78 14,91 0,278 2,98 2,12

6x 102 17,47 0,255 2,91 2,08
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Obr. 14: Cy-hodnota pro jednotlivé ploidie v modelovych populacich. Na ose x jsou uvedené

ploidie sporofyti P generace, na ose y je Ci-hodnota (monoploidni velikost genomu).
ROZ — Roztoky u Ktivoklatu, OHB — Oheb, RAD — Radzim, BEL — B¢la pod Pradédem,
NOV — Nové Mésto nad Metuji, ZAD — Zad’iel, OPA — Oparno. Cerna tise¢ka — median, hranice

boxplotu — prvni (Q1) a tfeti (Q3) kvartil, dolni usecka — minimum, horni Gsecka — maximum,

prazdna kolecka — odlehlé hodnoty.
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Obr. 15: Simultanni analyza sporofyti tfi cytotypl. Na ose x je relativni intenzita fluorescence,
na osey je poCet jader. 4x — tetraploid (CV = 1,99 %), 5x — pentaploid (CV = 1,65 %),
6x — hexaploid (CV =1,68 %), Vicia — standard Vicia faba cv. ’Inovec’, 2C = 26,9 pg

(CV = 1,52 %). Hodnota varia¢niho koeficientu (CV) odkazuje na ptesnost cytometrické analyzy.
4.1.2. Vytrusy

Celkem byly zanalyzovany vytrusy ze 26 sporofyti P generace (14 tetraploidd,
10 pentaploidd a 2 hexaploidy). U tetraploida ve velké mite prevladaly diploidni vytrusy,
ale u7 analyz z 14 byl jasné patrny tetraploidni pik (obr. 17), ktery odpovida
neredukovanym tetraploidnim vytrusim, coz také potvrzuji analyzované tetraploidni
gametofyty (viz kapitola 4.1.3). Moznost piritomnosti G2 faze (ktera by odpovidala
tetraploidnim vytrusiim) a kontaminace sporofytickym pletivem byla vyloucena, protoze
u zbylych analyz (napt. hexaploidli) nebyl pfitomen pik o dvojnasobné velikosti.
Hexaploidy vytvateji pouze triploidni vytrusy. U pentaploidi byly potvrzeny
neredukované pentaploidni vytrusy (obr. 16). Dale se ukazaly nizsi ploidni
urovné — triploidni a u jedné analyzy byly v blizkosti standardu pravdépodobné
dekaploidni vytrusy (obr. 18).

Tato skutecnost byla dale ovéfena naslednou analyzou s jinym standardem (Pisum
sativum cv. ’Ctirad®, 2C = 9,09 pg, Dolezel et al., 2007), ktery se nekryje s vys$imi
ploidiemi (oktoploidy a vyssi). Z této separatni analyzy byly potvrzeny pentaploidni

vytrusy, ovSem ke spolehlivému ovéteni piitomnosti dekaploidnich (pfipadné
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oktoploidnich) vytrusti nedoslo, zejména kvili nizké kvalité¢ analyz (pramérna CV
hodnota separatni analyzy s jinym standardem — 3,78 %).

Kvalita analyz, zejména pentaploidl, byla vyrazné horSi, a to zfejm¢ diky
vytrusim s nevyrovnanym poctem chromozomu, které jsou nezivotaschopné a ve
vysledném histogramu se projevily jako Sum. Primérnd CV hodnota vzorkt byla 3,31 %
a standardu 1,16 %.

Zastoupeni vytrusu rznych ploidii
u sporofytll P generace
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Obr. 16: Zastoupeni vytrust riznych ploidii u jednotlivych sporofytti P generace. Na ose x je
uvedena ploidie sporofytu P generace, na ose y je procentualni zastoupeni vytrust riznych ploidii.
Vysledky jsou obdobné jako u analyzy gametofytt (kapitola 4.1.3). U tetraploidniho sporofytu je
vSak vétsi procento tetraploidnich vytrust, u pentaploidniho sporofytu nejsou zaznamenany
diploidni vytrusy, ale naopak vytrusy o dvojnasobku pentaploidu (DNA dekaploid), coz by mohlo
odkazovat na ¢tvrty typ sporogeneze Dopp-Mantonové (kapitola 2.1.3).
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Obr. 17: Histogram analyzy vytrusi tetraploidni rostliny 23 z Bélé pod Pradédem. Na ose x je
relativni intenzita fluorescence, na ose y je pocet analyzovanych jader. 2x — DNA diploid

(CV =3,07 %), 4x — DNA tetraploid (CV = 3,42 %), Vicia — standard Vicia faba cv. ’Inovec*
(CV =0,93 %).
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Obr. 18: Histogram analyzy vytrust pentaploidni rostliny 210 z Bél¢é pod Pradédem. Na ose x je
relativni intenzita fluorescence, na ose y je pocet analyzovanych jader. 5x — DNA pentaploid
(CV = 2,28 %), 79,5x — pik odpovidajici 9,5x vytrusim, ?10x — pik odpovidajici dekaploidnim

vytrustim, Vicia — standard Vicia faba cv. ’Inovec® (CV = 0,86 %).
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4.1.3. Gametofyty

Celkem bylo zanalyzovano 1703 gametofyti (1364 gametofyti od tetraploidniho
sporofytu, 96 gametofyth od pentaploidniho sporofytu a 243 gametofytl
od hexaploidniho sporofytu). K vysevu vytrust bylo pouzito 99 sporofytii P generace
(4x — 55 jedincti, 5x — 36 jedincli, 6x — 8 jedincil). U gametofyti nebyly pocitany
chromozomy, proto v nasledujicim textu patfi oznaceni ploidie (2x, 3x, 4x, 5x apod.)
vzdy terminu DNA ploidie (tedy bez kalibrace chromozomovymi pocty).

Varia¢ni koeficienty vzorkii nepiesahovaly hodnotu 4,11 % (primér 3,6 %)
a standardu 2,13 % (pramér 1,71 %). Vytrusy hexaploidniho cytotypu nebyly vysévany
ve stejné mife jako u tetraploidniho a pentaploidniho cytotypu, protoze pilotni vysledky
nenaznacovaly variabilitu v potomstvu. Hexaploidni cytotyp produkuje pouze triploidni
vytrusy, které davaji vzniknout triploidnimu gametofytu a hexaploidnimu sporofytu Fi
generace (viz kapitola 4.1.4). Vytrusy pentaploidniho cytotypu se vyznacovaly velmi
nizkou kli¢ivosti v gametofyty, coz kromé malého poctu zanalyzovanych gametofyta

naznacuji i vysledky procenta nezivotaschopnych vytrust v kapitole 4.2.1.

Tab. 7: Relativni velikost genomu u gametofytl ziskanych z experimentalni kultivace.

Cx—hodnota udava monoploidni velikost genomu.

< & | podet Relativni
25| 2 g | ‘ch velikost Smérodatna | Cy-hodnota | CV hodnota
=S S| = analyzovanyc oy o
= a| 3 E o genomu odchylka (prumér) (priumér)
= &| = §|sametofytu (primér)
4x 2x 1337 5,83 0,1304 2,91 3,67
4x 27 11,66 0,2040 2,91 1,82
5x 2x 21 5,84 0,1804 2,92 3,36
3x 53 8,66 0,1479 2,88 2,89
5x 20 14,25 0,3957 2,85 2,26
6x 3x 243 8,54 0,1625 2,84 3,89

Uplng poprvé byla také zméfena relativni velikost genomu (DNA ploidie)
u gametofyta Cystopteris fragilis, vypoctena Cx-hodnota (monoploidni velikost genomu)
a tyto vysledky jsou uvedeny v tab. 7. Na obr. 21. si miizeme povSimnout vyss§i primérné
Cx-hodnoty v porovnani diploidni gametofyt od tetraploidu (pramér 2,91) a pentaploidu
(pramér 2,92), stejné tak triploidu od hexaploidu (primér 2,84) a pentaploidu (pramér
2,88). Zatimco u diploidnich gametofyt nebyl nalezen statisticky priikazny rozdil
(ANOVA, p=0,6043), utriploidnich gametofyti wuz statisticky prukazny je
(ANOVA, p=1,063x10"). Pokud se Cx hodnota gametofytli rozdéli podle jednotlivych
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populaci, pak je stale statisticky vyznamny rozdil mezi populaci Roztoky u Ktivoklatu
a ostatnimi modelovymi populacemi (ANOVA, p=2,845x101) jako je tomu u sporofytii
P generace (viz kapitola 4.1.1). U obou grafii (obr. 21 a obr. 22) se ukazuje trend, Ze
tetraploidni gametofyt od tetraploidniho sporofytu P generace (vznik pies neredukovany
vytrus) ma stejny priimér monoploidni velikosti genomu (2,91) jako diploidni gametofyt
(2,91; ANOVA, p=0,9834).

Tetraploidni cytotyp vytvari dva typy vytrust, které klici v zivotaschopné
gametofyty. Zcela majoritni zastoupeni maji diploidni gametofyty (98,02 %). Velmi

vzéacné jsou zachycené 1 tetraploidni gametofyty (1,97 %, obr. 20).

Zastoupeni cytotypl gametofytd
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Obr. 19: Zastoupeni cytotypti gametofytli u jednotlivych ploidii sporofytii P generace. Na ose x
jsou uvedeny jednotlivé ploidie matetského sporofytu P generace, na ose y je procentualni
zastoupeni gametofytl riznych ploidii. Tetraploidni sporofyt vytvari diploidni a tetraploidni
gametofyty, pentaploidni sporofyt ma variabilni sporogenezi a hexaploidni sporofyt vytvaii pouze
triploidni gametofyty.

Ze selektivniho vysevu vytrusi od tetraploidniho sporofytu P generace vyklicily
v obou frakcich (tj. mensi jak 50 pm a vétsi jak 50 um) pouze diploidni gametofyty
(celkem: 66 gametofytl). AvSak u dvou analyz mohly byt pfitomny dva tetraploidni
gametofyty, které byly zanalyzovany v simultdnni analyze spolu se sporofytem Fi
generace (viz kapitola 4.1.4) a na grafu se projevuji jako jeden tetraploidni pik. Tyto dva
gametofyty a dva z nich vzniklé sporofyty pochazely z Petriho misky, kde byly vysety
vytrusy veétsi jak 50 pm.
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Velmi variabilni potomstvo ma pentaploidni cytotyp (obr. 19), u které¢ho byly
podchyceny tyto ploidie: diploidy (21,87 %), triploidy (55,20 %), tetraploidy (2,08 %)
a pentaploidy (20,83 %). Pokud porovname potomstvo mezi lokalitami, tak nalezneme
rozdily. V populaci Béla pod Pradédem vytvareji pentaploidy pouze pentaploidni
gametofyty. V Roztokach u Kiivoklatu jsou pentaploidy téméf sterilni, az na par
zivotaschopnych diploidnich (16,36 %) a triploidnich gametofyti (83,63 %) a jedné
pentaploidni rostliny s nizkym abor¢nim indexem (kapitola 4.2.1), ktera produkuje
triploidni gametofyty. Rostliny z Ohebu vytvareji malo zivotaschopného potomstva, ale
zato cytotypoveé velmi variabilni, napf. u rostliny 522 byly potvrzeny tfi rizné ploidie
v potomstvu (2x, 3x a 5x). Procentudlni zastoupeni ploidii v potomstvu pentaploida

z Ohebu je nasledujici: 2x (47,05 %), 3x (41,17 %), 4x (5,88 %) a 5x (5,88 %).

160
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Obr. 20: Histogram analyzy gametofytu tetraploidni rostliny 23 z Bé€l¢ pod Pradédem. Na ose x
je relativni intenzita fluorescence, na ose y je pocet analyzovanych jader. 4x — DNA tetraploid

(CV =1,49 %), Vicia — standard Vicia faba cv. ’Inovec® (CV = 1,07 %).
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Obr. 21: Cs-hodnota u jednotlivych DNA ploidii gametofytii. Na ose x jsou uvedené DNA ploidie
gametofytl (v zavorce ploidie mateiského sporofytu P generace), na ose y je uvedend Cy-hodnota.
Mutzeme si povSimnout vys§i prumémé Ci-hodnoty v porovnani diploidni gametofyt
od tetraploidu (primér 2,91) a pentaploidu (pramér 2,92), stejné tak triploidu od hexaploidu
(primér 2,84) a pentaploidu (primeér 2,88). Zatimco u diploidnich gametofytii nebyl nalezen
prikazny rozdil (ANOVA, p=0,6043), u triploidnich gametofytl uz prikazny je (ANOVA,
p=1,063x10").
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4.1.4. Sporofyty F; generace

V piipadé pritomnosti nové vznikajiciho sporofytu (oznacen jako sporofyt Fi generace)
byl spole¢né zanalyzovén s gametofytem v simultanni analyze pro potvrzeni reprodukéni
strategie. Sporofyty vzniklé pfi experimentalni hybridizaci jsou hodnoceny v samostatné
kapitole 4.3.

Zanalyzovano bylo 292 sporofytii F1 generace (tab. 8). Primérnd CV hodnota
vzorki byla 2,08 % a standardu 1,32 %. Triploidni gametofyty daly diky

gametofytickému samooplozeni vzniknout hexaploidnimu sporofytu, diploidni
gametofyty pak tetraploidnimu sporofytu. A¢ byly vSechny gametofyty péstovany
v co nejidedlnéjSich podminkach (zejména dostatecna vlhkost, viz kapitola 3.3),
u 12,32 % ptipadu se objevila fakultativni apomixie, tedy ptipad toho, kdy normalné
pohlavné se rozmnozujici gametofyt d4 vzniknout novému sporofytu bez ptedchoziho
splynuti spermatozoidu s vaje¢nou bunkou (tj. haploidni partenogeneze v terminologii
uzivané u krytosemennych rostlin, Cruden and Lloyd, 1995). Takto vznikly sporofyt ma
stejnou ploidii jako gametofyt, v piipadé diploidniho gametofytu je to diploidni sporofyt.
Sporofyty vzniklé fakultativni apomixii byly ve vétSiné piipadi malé a brzy zacaly
zloutnout a odumirat. U triploidnich gametofyti nebyla fakultativni apomixie

zaznamenana.

Tab. 8: Sporofyty F; generace vzniklé z jednotlivych gametofyti. ,,?* — k t€émto reprodukénim
zpisobim nejsou k dispozici data. Pohlavni rozmnoZovani zde ve vSech pfipadech znamena

gametofytické samooplozeni (intragametophytic selfing), tj. oplozeni vramci jednoho

gametofytu.
Sporofyt P Gametofyt Sporofyt Fy Pocet analyz | Reprodukéni zpiisob
2x 2x 36 Fakultativni apomixie
Ax 2x 4x 205 Pohlavnvi o
rozmnozovani
4x 4x 17 Obligatni apomixie
2x ? (4x) 0 ?
3x 6x 7 Pohlavni
5x rozmnozovani
4x ? 0 ?
5x ? (5x) 0 Obligatni apomixie
6x 3x 6x 27 Pohlavnvi o
rozmnozovani

Pfi simultdnni analyze gametofytu a sporofytu Fi generace od tetraploidniho
sporofytu byl v 17 pfipadech zaznamenan pouze jeden tetraploidni pik. Stejné tak pfi

selektivnim vysevu vytrust (metodika viz kapitola 3.3) byl pfi simultanni analyze
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gametofytu a sporofytu Fi generace pfitomen u dvou analyz jeden tetraploidni pik
(z celkového poctu 32 analyz sporofytli F1 generace). Mohlo by se jednat o tetraploidni
gametofyty, které daji obligatni apomixii vzniknout tetraploidnimu sporofytu.

Od pentaploidniho gametofytu se nepodaftilo ziskat sporofyt Fi generace, a¢ byl
u nékterych gametofyta pii pilotni studii pozorovan pentaploidni sporofyt (Ekrt, pers.

comm.).
4.2. Mikroskopické zhodnoceni vytrusi
4.2.1. Viabilita vytrusi

Viabilita (zivotaschopnost) vytrusit byla hodnocena u 111 rostlin (36 tetraploida, 60
pentaploidii a 15 hexaploidir). Nizké procento abortovanych (nezivotaschopnych) vytrusii
vykazovaly tetraploidy (primér 7,26 %, obr. 27) a hexaploidy (pramér 6,29 %, obr. 28).
Naopak pentaploidy vykazovaly vysoké procento nezivotaschopnych vytrust (v priméru
96,20 %, obr. 23). Tento dataset z modelovych populaci byl dale obohacen o vSechny
pentaploidy (celkem 12 jedincii) z predchozi cytogeografické studie (HanuSova et al.,
in prep., viz obr. 24 a piiloha 1). Primér abortovanych vytrust klesl z 96,20 %
na 94,34 % v porovnani se zakladnim datovym souborem (obr. 23).

Déle byly hodnoceny populace oddélené¢ (obr. 29). Témét kompletné
nezivotaschopné vytrusy mély populace z Radzimu (primeér 99,9 %) a z Ohebu (primér
99,1 %). Nadruhou stranu, ¢astecnou fertilitu jedinci z Ohebu potvrzuji vyklicené
gametofyty (viz kapitola 4.1.3). Nejvyssi viabilitu vytrustt maji rostliny z Bélé pod
Pradédem (primér 94,66 %), které ve velké mife produkuji neredukované vytrusy
(diplospory, viz kapitola 4.2.2). Tyto apomiktické rostliny z Bélé pod Pradédem maji
vyvinutéjsi vytrusnice (obr. 26) na rozdil od téméf sterilnich rostlin z Roztok u Ktivoklatu
(obr. 25). V populaci Roztoky u Kfivoklatu byl zaznamenan pentaploidni jedinec s velmi
vysokou fertilitou (51,6 % neZzivotaschopnych vytrusii). V procentu abortovanych
vytrust nebyl mezi lokalitami nalezen rozdil (ANOVA, 4x — p=0,8363; 5x — p=0,429;
6x — p=0,645). O schopnosti vytrust kli¢it v gametofyty svéd¢i 1 vysledky v kapitole
4.1.3.
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Obr. 23: Procento abortovanych vytrust jednotlivych cytotypl na zdkladnim datovém souboru
(111 jedinct, kazdy jedinec 1000 vytrusi). Na ose x jsou ploidie sporofyti P generace, na ose y
je procento abortovanych (neZivotaschopnych) vytrust. Cerna tsetka — median, hranice boxplotu
— prvni (Q1) a tieti (Q3) kvartil, dolni tsecka — minimum, horni Gise¢ka — maximum, prazdna

kolecka — odlehlé hodnoty.
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Obr. 24: Procento abortovanych vytrusi jednotlivych cytotypti na rozsifeném datovém souboru
(123 jedinct, kazdy jedinec 1000 vytrusii). Na ose x jsou ploidie sporofytii P generace, na ose y
je procento abortovanych (nezivotaschopnych) vytrust. Cerna tsetka — median, hranice boxplotu
— prvni (Q1) a tieti (Q3) kvartil, dolni tseCka — minimum, horni Gse¢ka — maximum, prazdna

kolecka — odlehlé hodnoty.
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Obr. 25: Pohled na spodni stranu trofosporofylu pentaploidni rostliny z Roztok u Kfivoklatu.
Kupky vytrusnic a samotné vytrusnice jsou malé, Spatné vyvinuté, tato rostlina ma abor¢ni index

blizici se 100 %.

. 3 mm

Obr. 26: Kupky vytrusnic a vytrusnice u apomiktické pentaploidni rostliny z B¢lé pod Pradédem.

V porovnani s obr. 25 je patrné, Ze apomikticky puchyinik ma vyvinutéjsi vytrusnice, které

vytvareji neredukované vytrusy.
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Obr. 27: Kupky vytrusnic a vytrusnice u tetraploidni rostliny.

Obr. 28: Spodni strana listu s vytrusnicemi u hexaploidu. Ty jsou vEtsi nez u tetraploidu, protoze
i z méfeni velikosti vytrust (kapitola 4.2.2) maji hexaploidy o néco vétsi velikost vytrust nez

tetraploidy.
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Obr. 29: Procento abortovanych vytrust sporofyti P generace v modelovych populaci. Na ose x
jsou jednotlivé populace: ROZ — Roztoky u Kiivokldtu, OHB — Oheb, RAD — Radzim,
BEL — Béla pod Pradédem, NOV — Nové Mésto nad Metuji, ZAD — Zadiel, OPA — Oparno,
naose y je procento abortovanych vytrusit V grafu jsou uvedeny ploidie (4x — tetraploid,
5x — pentaploid, 6x — hexaploid) sporofyti P generace. Cerna usetka — median, hranice
boxplotu — prvni (Q1) a tieti (Q3) kvartil, dolni tisecka — minimum, horni tsecka — maximum,

prazdna kolecka — odlehlé hodnoty.
4.2.2. Velikost vytrusi

Velikost vytrusti byla méfend na vzorku 116 rostlin. U kazdé rostliny byl zméteno 20
vytrust a z tohoto poctu byl vypocitan pramér, ktery byl zahrnut do celkové analyzy.
Kromé rostlin z modelovych populaci byly pouzity rostliny z cytogeografické studie
(HanuSova et al., in prep.) jejichz seznam je v piiloze 1. Primérné velikost vytrust je
u tetraploidi 41,88 pum, pentaploidi 47,27 um a hexaploidl 45,16 pm (obr. 32). Vétsi
velikost vytrust pentaploidd je zptisobend produkei diplospor, které maji vétsi velikost
nez vytrusy hexaploidii. Maximalni naméfend primérnd hodnota u pentaploidi je
67,85 um. A& nam statistické porovnani primérd iika, Ze se lisi (ANOVA, p=8,76x107),

vysledné boxploty (obr. 30) a histogramy (obr. 31) ukazuji na variabilni velikost u vSech
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tii cytotypt se znacnymi prekryvy velikosti. Pii korelace velikosti vytrust a relativni
velikosti genomu (Pearsontv korelacni koeficient) vychdzi korelacni koeficient 0,03051,

coz naznacuje, ze se jedna o dvé nezavislé veliCiny.
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Obr. 30: Primérna velikost vytrust jednotlivych cytotypt sporofyti P generace. Na ose x jsou
uvedené ploidie sporofytu P generace, na ose y je velikost vytrusti v um. Cerna tse¢ka — median,
hranice boxplotu — prvni (Q1) atfeti (Q3) kvartil, dolni usecka — minimum, horni
usecka — maximum, prazdna kolecka — odlehlé hodnoty.

Pokud se podivame na jednotlivd méteni vytrusti, pak nalezneme mnohem Sirs$i
rozpéti, zejména u pentaploid, kde nejvétSsi naméfend hodnota byla 99,02 pum.
U tetraploidiit se ndm meéfenim velikosti nepovedlo prokazat, ze jsou piitomny
neredukované tetraploidni vytrusy, a¢ by nam k tomu mohla naznacovat jednotliva
meéfeni (maximum u tetraploidl bylo 63,72 um) a pfimé pozorovani pod mikroskopem,
kdy nékteré vytrusy vykazovaly znaky typické pro neredukované vytrusy (obr. 33), zde
zejména kulovity nebo elipsovity tvar (Wagner et al., 1986). Hlavnim znakem je vSak

jejich vétsi velikost, kterou pozorujeme u pentaploidi (viz obr. 34).
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Obr. 31: Distribuce velikosti vytrust. Na ose x je velikost vytrust (v pm), na ose y je pocet
(frekvence) vytrust. Na histogram je namapovana pravdépodobnostni distribuce. Modrou barvou
jsou zde znazornény tetraploidy, cervenou pentaploidy a zelenou hexaploidy (ploidie se tykaji
sporofyti P generace). Na grafu pozorujeme vzajemny piekryv velikosti u tetraploidii
a hexaploidl a velmi variabilni velikost u pentaploidi, stejné jako neredukované vytrusy v pravé

¢asti grafu (od 52,8 do 67,5 um).

A
40 pm “aoem ‘ W

Obr. 32: Velikost vytrust u jednotlivych cytotypt. A — tetraploid (42,25 um), B — pentaploid
(66,99 um), C — hexaploid (49,04 pum).
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Obr. 33: Fotografie vytrust tetraploidni rostliny 1S2-7 (Roztoky u Kiivoklatu) z optického
mikroskopu. 1 — pravdépodobné diploidni vytrusy (a — 41,20 pm, b — 41,24 pm), 2 — tvarove
pravdépodobné diplospory (¢ — 40,67 pm, d — 33,04 pm), ac jsou velikostné mensi nez vytrusy

oznacené ,,a“ a ,,b"“, tvarem se podobaji neredukovanym vytrusim u pentaploidi (viz obr. 34).

40 gm

Obr. 34: Pravdépodobna diplospora pentaploidni rostliny o velikosti 60,63 pum.
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4.2.3. Pocet vytrusii na jednu vytrusnici

Celkem byl spocitan obsah 129 vytrusnic (obr. 37) od 20 rostlin (tetraploida — 6 jedinc,
pentaploidii — 12 jedinctl, hexaploidi — 2 jedinci). Primérny pocet vytrusi na jednu
vytrusnici byl 55 u tetraploidl, 19 u pentaploidi a 40 u hexaploidi. Celkovy pocet
u tetraploidii a hexaploidi se blizil teoretickym pfedpokladim o 64 vytrusech na jednu
vytrusnici, u pentaploidii byl pocet vyrazné nizsi nez 32 (teoreticky pocet pro apomiktické
taxony, viz kapitola 2.1.3 a obr. 35). Dale byla u pentaploidii pozorovana variabilni
velikost vytrusti a samoziejmé 1 velké procento abortovanych vytrust, jak jiz bylo
ukézano v kapitole 4.2.1. Piiklady pocti u jednotlivych vytrusnic jsou uvedené

v ptiloze 4. Nékteré vytrusnice byly u pentaploidi prazdné (obr. 36).

60
1

40

Poé&et vytrusu na jednu wytrusnici
20
|
0

10

4x 5x 6x
Ploidie
Obr. 35: Pocet vytrusti na jednu vytrusnici u jednotlivych cytotypl. Na ose x jsou uvedené ploidie
sporofytll P generace, na ose y je podet vytrust na jednu vytrusnici. Cerna tise¢ka — medién,
hranice boxplotu — prvni (Q1) a tfeti (Q3) kvartil, dolni iseCka — minimum, horni tsecka —

maximum, prazdna kolecka — odlehlé hodnoty.
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Obr. 37: Vytrusnice tetraploidni rostliny z Bélé pod Pradédem.
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4.3. Experimentalni hybridizace

Z experimentalni hybridizace bylo celkem zméfeno 196 sporofytii F1 generace. Souhrnné
vysledky jsou uvedeny v grafu na obr. 38. Primérnd hodnota varia¢niho koeficientu
vzorkid byla 2,53 % a standardu 1,53 %. V celych 42,18 % ptipadi nevznikl sporofyt
vubec a zZivotni cyklus byl zastaven ve fazi gametofytu (143 gametofytlr), ackoliv ostatni
gametofyty na Petriho misce mély sporofyty vytvofené. Takto to bylo zejména
u hybridizace provedené oddélovanim archegonii a antheridii na gametofytu
a gametofyti péstovanych na umélém médiu (metodika viz kapitola 3.6).
Takto hybridizované gametofyty nevytvotily sporofyty F1 generace a postupné odumfely.

V 5,6 % ptipadi opét doslo k fakultativni apomixii (haploidni partenogenezi
v terminologii krytosemennych rostlin, Cruden and Lloyd, 1995), kdy novy sporofyt
vznikl z pletiva gametofytu, a¢ u néj mohlo dojit k normalni pohlavni reprodukci. Pouze
u 2 sporofyti ze 196 (0,59 %) probéhl sporofyticky outcrossing mezi diploidnim
a triploidnim gametofytem za vzniku pentaploidniho sporofytu. Ve zbytku ptipada
(51,62 %) ptevazovalo gametofytické samooplozeni (oplozeni vramci jednoho
gametofytu), stejné tak jako u Petriho misek, které nebyly podrobeny experimentalni

hybridizaci (kapitola 4.1.4).

42,18 %

51,62 %

5,60 %/ 0.50 %

= gametofytické samooplozeni = sporofyticky outcrossing
fakultativni apomixie pouze gametofyt

Obr. 38: VyseCovy diagram znazornujici vysledky experimentalni hybridizace gametofytd.
Z grafu je jasné patrné, ze prevlada gametofytické samooplozeni, tj. oplozeni v ramci jednoho
gametofytu. Naopak sporofyticky outcrossing, kiizeni mezi dvéma gametofyty (v tomto ptipade

ruznych ploidii), je vzacné a povedlo se pouze ve 2 ptipadech ze 196.
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5. Diskuze

Predkladana diplomova prace navazuje svymi vysledky na ptedchozi cytogeografickou
(Hanusova et al., in prep.) a morfometrickou studii (HanuSova et al., unpubl.) komplexu
Cystopteris fragilis, se snahou o doplnéni novymi poznatky k utvoteni ucelen¢ho dila
shrnujiciho probihajici mikroevolucni procesy u puchyiniku kiehkého na uzemi stredni
Evropy. Kombinace pritokové cytometrie vSech generaci Zivotniho cyklu kapradin
(sporofyt P generace, vytrusy, gametofyt a sporofyt Fi generace) a tradi¢nich
pteridologickych biosystematickych metod (napi. zhodnoceni zivotaschopnosti vytrust)
umoznila ziskat komplexni pohled na reprodukéni strategii a mikroevoluéni procesy
probihajici zejména v ploidné smiSenych populacich.

K celkovému zhodnoceni byly vyuzity Gplné nové metody, které¢ se doposud
v biosystematice kapradin nevyuzivaly nebo vyuzivaly jen v omezené¢ mife. Jedna
se zejména o pritokovou cytometrie vytrusi, jejiz metodika byla pro detekci
reprodukénich strategii publikovana teprve pfed dvéma lety (Kuo er al, 2016)
a experimentalni hybridizaci mezi gametofyty, ktera byla ve studiu mikroevoluénich
procesi vyuzivana jen ziidka (Hickok et al, 1995; Hall et al, 2006). Zejména
heteroploidni hybridizace (tj. kfizeni mezi riznymi ploidiemi) nebyla aZ na vyjimky
doposud provadéna (Sleep, 2014). Pravdépodobnym faktorem je zapojeni prutokové
cytometrie az v poslednich 15 letech, kterd umoziiuje velmi snadno a rychle detekovat
ploidii rostliny ur¢ené pro hybridizacni experimenty (Dolezel et al., 2007). Do t¢ doby
se experimentalni kiiZeni provadélo zejména mezi blizce piibuznymi druhy (Haufler &
Ranker, 1985).

V pribéhu vypracovavani této prace byl publikovan clanek zabyvajici
se reprodukéni strategii u Cystopteris fragilis na Mongolském Altaji (Kawakami et al.,
2016). Piedkladana diplomova prace méa od vyse uvedené studie mnohem vétsi pocet
modelovych populacich (jedna vs. sedm), analyzovanych vzorkl (13 gametofytt vs. 96
gametofytll od pentaploidu, zanalyzované dalSi ploidie) a S$ir§i spektrum uzivanych
biosystematickych metod, které mohou poskytnout komplexni pohled na celou

problematiku smiSenych populacich.
5.1. Reprodukéni strategie puchyiniku kiehkého

Reprodukéni  strategie byla u puchyiniku kiehkého studovana uZzitim pratokové
cytometrie a porovnanim DNA ploidie mezi jednotlivymi fazemi Zivotniho cyklu,

zejména mezi sporofytem P generace a gametofytem (Ekrt & Koutecky, 2015) nebo
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sporofytem P generace a vytrusy (Kuo et al., 2016), ¢asto se vSak jednalo o kombinaci
vyse uvedenych, spolecné s nov€ vznikajicim F1 sporofytem. Tato metodika umoznila
zanalyzovat velké mnoZstvi gametofytl a detekovat 1 vzacné ploidie, coZ by pfi pouZiti
tradi¢nich technik, jako je pfimé pozorovani gametangii spolu s vyvojem nového
sporofytu (Guo & Liu, 2013) a pocitani chromozomt (Hernandez et al., 2015), bylo
casové narocné a nemohlo by byt uskuteénéno v takové mife. OvSem i pritokova
cytometrie ma své nevyhody, a to zejména u analyzy vytrusi, kdy je nemozné soucasné

nahlédnout do nasledujici generace, protoZe analyzou dojde k jejich usmrceni.
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Obr. 39: Porovnani vysledkii pritokové cytometrie mezi gametofyty a vytrusy u jednotlivych
cytotypu sporofyti P generace (na ose x). Na ose y je procentualni zastoupeni DNA ploidii
potomstva (gametofyty nebo vytrusy) jednotlivych sporofyti. Vyrazné rozdily jsou vidét
v zastoupeni potomstva tetraploidniho a pentaploidniho sporofytu P generace. U tetraploidniho
sporofytu je vétsi zastoupeni tetraploidnich vytrusi nez tetraploidnich gametofyta,
u pentaploidniho sporofytu jsou pfitomny i jiné ploidie (variabilni sporogeneze je viditelna
v obou pfipadech, vice viz v textu nize).

Tetraploidni sporofyt P generace vytvati dva typy vytrust, resp. gametofyti —
nejbeéznéjsi diploidni a velmi vzéacné 1 tetraploidni. Pokud porovname vysledky mezi
analyzou vytrusii a analyzou gametofytim (viz obr. 39), pak nalezneme vyrazny rozdil
v zastoupeni neredukovanych vytrust. Zatimco pfi analyze vytrust bylo 25,92 % vytrust
neredukovanych, tak pfi analyze gametofytl to bylo pouze 1,97 % neredukovanych

gametofytll. Je mozné, Ze tetraploidni vytrusy jsou velmi malo Zivotaschopné, a proto
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jsou tetraploidni gametofyty vzacné. Prvnimu udaji by odpovidala skute¢nost,
ze tetraploidy mohou tvofit 20-40 % neredukovanych vytrusti (Schneller & Krattinger,
2010). Navic tato procenta u analyzy vytrust ukazuji pouze u kolika analyz byl pfitomen
tetraploidni pik odpovidajici neredukovanym vytrusiim, nikoliv realné zastoupeni
tetraploidnich a diploidnich vytrust, nebot’ v ptipad¢ priitokové cytometrie vytrust byly
zanalyzovany stovky vytrusii najednou (Kuo et al., 2016).

Nasledna simultanni analyza gametofytu a sporofytu Fi generace ukézala v 19
ptipadech jeden tetraploidni pik, coZ by mohlo znamenat rozmnoZovani pomoci obligatni
apomixie nebo stresové podminky v laboratorni kultufe, a tim padem fakultativni
apomixii (haploidni partenogenezi). Tak si opravdovym reprodukénim zplisobem
u tetraploidnich gametofytti nemtizeme byt jisti.

A¢ je obligatni apomixie u kapradin vdzana pfevazné na liché ploidni urovné,
muze se vyskytovat i u tetraploidd. Piikladem miZze byt tetraploidni hybrid rodu
Phegopteris (bukovinec), ktery se rozmnozuje obligatni apomixii (Driscoll et al., 2003).
A navic tetraploidni C. fragilis je pravdépodobnym hybridem mezi diploidnim
C. reevesiana a neznamym diploidem, oznacovanym jako C. ,, hemifragilis “ (Haufler &
Windham, 1991). Ve prospéch fakultativni apomixie zpiisobené laboratornimi
podminkami by hrala skutecnost, Ze existuji oktoploidni sporofyty, které by v ptirodé
vznikaly pohlavné, splynutim neredukovaného spermatozoidu s neredukovanou vaje¢nou
bunkou (Vida & Mohay, 1980). Oktoploidy se vSak vyskytuji velmi vzacné (pouze 2
jedinci z Ceské republiky z celkového poétu cca 6000 vzorkd z téméi celého svéta,
HanuSova et al., in prep.). Jejich vznik neni dosud zndm a pfi intenzivnim sbéru jsme je
na dané lokalit¢ (Nové Mesto nad Metuji) znovu nenasli (viz kapitola 4.1.1).
Pravdépodobné by mohly vznikat splynutim neredukovanych gamet od tetraploidfi (Ekrt
pers. comm.) nebo somatickou autopolyploidizaci u tetraploidl (Vida & Mohay, 1980).
Predkladana studie nenasla zadny nové vznikly oktoploidni sporofyt Fi generace pii
experimentalni hybridizaci mezi tetraploidnimi gametofyty.

Na druhou stranu, vznik neredukovanych gamet (neredukovanych spermatozoidi
a vajenych buné€k) a viibec cely proces polyploidizace u kapradin je stale na pocatcich
svého vyzkumu (Gastony, 1986), a€ byla na zéklad¢ chovani chromozomu pii meioze
potvrzena pravé v piipadé tetraploidniho bukovince, kdy se na vzniku apomiktického
hybridu mél podilet neredukovany triploidni spermatozoid (Driscoll et al., 2003).
Z vétsiny neredukovanych vytrust a gametofytti vznikne novy sporofyt apogamii (tedy

druhym procesem apomiktického rozmnozovani kapradin, pfimym vyvojem sporofytu
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z pletiva gametofytu, viz kapitola 2.1.3). U Cystopteris fragilis by mohlo jit o tetraploidy
F1 generace, které vznikly z redukovanych vytrusii (napt. diploidnich) pochazejicich od
pentaploidniho sporofytu P generace a mohl by u nich pievazovat trend ve vétsi produkci
neredukovanych vytrust nez u tetraploidii F1 generace pochézejicich od tetraploidii P
generace. Proti této teorii vSak mluvi pfedkladana data, kde tetraploidy s produkci
neredukovanych vytrust pochdzi ptrevazné z lokality BEla pod Pradédem, kde jsou pouze
apomiktické pentaploidy. Tyto tetraploidy se tam tedy musely dostat v minulosti z jiné
lokality, kde jsou pentaploidy s variabilni sporogenezi produkujicich i redukované
vytrusy. To neni tak nepravdépodobné, protoze kapradiny se diky svymi lehkych
vytrusim snadno §ifi krajinou (Mehltreter ef al., 2010).

Pentaploidni sporofyt P generace ma variabilni sporogenezi — produkuje vice
vytrusil riznych ploidii, ale tato situace neni homogenni u vSech populaci. Podobné je to
u triploidniho druhu Dryopteris pacifica, ktery produkuje diploidni a triploidni vytrusy,
oba vSak davaji vzniknout novému sporofytu obligatni apogamii (Lin et al., 1992).
U Cystopteris fragilis se vSak nékteré gametofyty nizsich ploidii (triploidy, u diploida
chybi analyzy sporofytd F1 generace) chovaji pohlavnég, takZze by mohlo jit o kombinaci
pohlavniho a apomiktického rozmnozovéni, coz bylo dlouhou dobu povazovano za
nemozné u kapradin (Gastony & Windham, 1989). AZ teprve v posledni dobé¢ se ukazuje,
ze apomiktické kapradiny jsou schopné produkovat jak redukované, tak neredukované
vytrusy, a kombinuji moZznost pohlavniho a nepohlavniho rozmnoZovani na jedné rostliné
(Pinter, 1995; Nakato et al., 2012; Ekrt & Koutecky, 2015).

V ptipadé analyzy vytrusi se na vysledném histogramu objevily piky, které
pravdépodobné odpovidaji DNA dekaploidnim vytrusiim, avsak u vyklicenych vytrusa
nebyl dekaploidni gametofyt detekovan (obr. 39). Takto vysoka ploidie byla odhalena
v pripad¢ studie na Mongolském Altaji (Kawakami ez al., 2016). DNA dekaploidni vytrus
muze z pentaploidu vznikat diky ¢tvrtému typu sporogeneze Dopp-Mantonové, kdy dveé
mitotickd déleni kon¢i v anafdzi a maji dvojnasobny pocet chromozomi oproti sporofytu
P generace (D6pp, 1939; Manton, 1950; Raghavan, 1989). Proti zivotaschopnosti téchto
vytrust sveédci fakt, ze z 96 gametofyti nebyl zadny dekaploidni a cytogeograficka studie
ve vzorku 6000 jedinct nenaSla jediny dekaploidni sporofyt (HanuSova et al., in prep.).
V ptipad¢ studie Kawakami et al., 2016 mohlo k lepsimu kli¢eni dekaploidnich vytrust
napomahat umélé médium obsahujici vysoky obsah Zivin (zejména sacharozu), které
dokonce muze donutit normaln¢ se pohlavné rozmnozujici gametofyty pirepnout

na apomikticky zptisob rozmnozovani (Fernandez et al., 1999; Ranker & Houston, 2002).
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Ve studii Kawakami et al., 2016 nejsou z celkového pocétu 13 gametofyti
pfitomny zadné pentaploidy. Predkladand diplomova prace ma zanalyzovano 21
pentaploidnich gametofyti a 10 analyz s pentaploidnimi vytrusy, které naznacuji
neredukované vytrusy u pentaploidil a jeho nésledné rozmnozovani obligatni apomixii.
Do dnesni doby je celed” Cystopteridaceae uvadéna bez apomiktickych rod a druhi
(Raghavan, 1989; Liu et al., 2012), a¢ se o apomixii zminuje studie z roku 1985 (Haufler
et al., 1985) u triploidniho C. protrusa, kde byla pozorovana apomikticka sporogeneze
dle schématu Braithwaite. Prvni studie, kterd naznacuje apomixii u puchyiniku kiehkého
(Lawton, 1936) vsak pracuje s tetraploidy, fakultativni apomixii a morfologickymi znaky,
které¢ jsou pozorovatelné pii vzniku nového sporofytu z pletiva gametofytu. Hlavni
pficinou neodhaleni apomixie do soucasné doby je zfejm¢ velmi malé zaméteni
na pentaploidni cytotyp C. fragilis s. str. Az teprve v roce 2010 byly u néj pozorovany
vytrusy, které byly vétsi nez u hexaploidi (Kawakami et al, 2010) a pozdéji byly
prohlaSeny za apomiktické dekaploidy (Kawakami et al., 2016).

5.2. Sporogeneze

5.2.1. Zivotaschopnost vytrusi

Metodika zjistovani zivotaschopnosti vytrusi ma své urcité¢ limity. Pokud je vytrus
oznacen pozorovatelem jako Zivotaschopny, nemusi nutné¢ znamenat, Ze doopravdy
vykli¢i v gametofyt a naopak. To, Ze vytrus vypada nezivotaschopny, nemusi jesté
znamenat, Zze by nemohl vyklicit. A 1 pravé ztohoto divodu se pocita s celkovym
vzorkem 1000 vytrusti na jednu rostlinu, aby byly co nejptesnéjsi vysledky (Hornych &
Ekrt, 2017). Jinou moZznosti by bylo pocitat podil vyklicenych gametofytl z celkového
poctu vysetych vytrust (Camloh, 1993; Pangua et al., 2003), av$ak to je mnohem méné
presné. S malymi propagulemi jako jsou vytrusy se velmi Spatné manipuluje mimo
mikroskop.

Vysledky procenta abortovanych vytrusit u tetraploidd (pramér 7,26 %)
a hexaploidi (6,29 %) odpovidaji obecnym trendim udavanym v literatufe, kdy mohou
byt abortované vytrusy zastoupeny az z 20 % z celkového poctu vytrusti u normalné
pohlavné se mnozicich rostlin (Wagner et al., 1986). U Sesti druhti rodu Dryopteris ze
severniho Spanélska byl aboréni index nizsi jak 10 % (Quintanilla & Escudero, 2006),
coz jsou podobné vysledky jako utetraploidii a hexaploidi puchyiniku kiehkého.
Abortované vytrusy mohou také byt disledkem environmentalniho stresu (napf.

nadmérného slune¢niho zafeni) pii sporogenezi (Arosa et al., 2009).
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Avsak u hybridit mohou byt vytrusy 100 % abortované v disledku poruchy mitozy
ameidzy. Stejné¢ tak apomikty maji véEétSi zastoupeni nezivotaschopnych vytrusi
(odpovida sporogenezi 1. a II. typu Dépp—Mantonové, viz kapitola 2.1.3). Pentaploidy
maji abor¢ni index v pruméru 96,20 %, coz naznacuje Castecnou fertilitu. Podobné je
tomu 1 v piipadé apomiktického hybridu Dryopteris x critica, ktery ma abor¢ni index
od 84-94 % (Ekrt & Koutecky, 2015). Podobné rozpéti maji pentaploidni apomiktické
rostliny z populace Béla pod Pradédem (SAI od 76,1 % do 100 %). Populace z Roztok
u Ktivoklatu je méné fertilni (SAI od 97,2 % do 100 %) s jednou rostlinou, kterd ma
fertilitu vyssi (51,6 % nezivotaschopnych vytrusti). Jest¢ nizsi pocet abortovanych
vytrusi byl zaznamenan u apomiktické rostliny Cornopteris christenseniana, kde
se jednalo o pouhych 20 % nezivotaschopnych vytrust (Park & Kato, 2003). Na druhou
stranu, 1ipfes takto vysoky index neZivotaschopnosti, je puchyinik kiehky schopny

vyprodukovat par zivotaschopnych vytrust, které daji vzniknout potomstvu.
5.2.2. Lze pomoci velikosti vytrusi odhalit diplospory?

Velikost vytrust je jednim z nejcastéji pouzivanych znakt k ur€ovani ploidni Grovné
u kapradin (Mickel & Tejero-Diez, 2004) a zaklada se na predpokladu, ze polyploidy maji
vetsi objem bunék nez jejich diploidni ptibuzny (Otto & Whitton, 2000). Prvni, kdo
odvodil polyploidni fadu u puchyiniku na zaklad¢ velikosti vytrusi byl autor jeho
monografie (Blasdell, 1963), ale uz nékolik let pfedtim byl na zaklad¢ velikosti vytrusii
od sebe oddélen tetraploidni C. alpina a hexaploidni C. fragilis (Manton, 1950). Jedna
z prvnich studii, kterd se vénuje pentaploidnimu cytotypu ukazuje, ze pentaploid
produkuje mnohem véEtSi vytrusy nez hexaploid, coz nasvédCuje na vznik
neredukovanych vytrust a obligatni apomixii (Kawakami et al., 2010).

Toto tvrzeni potvrzuji nase vysledky, kdy ma pentaploid Sirokou skélu velikosti
zivotaschopnych vytrusi a na Uplném konci i enormné velké diplospory (nejveétsi
namétfend velikost jednotlivého vytrusu 99,02 um ve srovnani s praimérnou hodnotou
vytrust u pentaploidi — 47,27 um). Teoreticky by tyto extrémni hodnoty mohly patfit
vytrusim s vyss$i ploidii (napt. 10n — dekaploid, Kawakami et al., 2016), viz kapitola
4.1.2. Tetraploidy se Casteéné piekryvaji velikostné s hexaploidy a nevydélila se zadna
frakce vytrusi, ktera by odpovidala tetraploidnim vytrusiim (obr. 31). Pod mikroskopem
vSak byly pozorovany pravdépodobné tvarové diplospory (viz obr. 33 v kapitole 4.2.2),

avsak ty jsou velikostné¢ mensi jak typické diploidni vytrusy.
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Pokud se podivame na teorii velikosti vytrust souvisejici s ploidii rostliny, tak by
triploidni vytrusy mély byt 1,5% vétsi nez diploidni, tetraploidni vytrusy zase 2x vétsi jak
diploidni. Pokud vytrus zjednodusime tak, Ze se jednd o kouli o urcitém poloméru
a objemu, pak znaméfenych dat od diploidnich a triploidnich vytrust zjistime, Ze
triploidni vytrusy jsou ve skutec¢nosti 1,26x vétsi nez diploidni (teoreticky 1,5x%).
Pentaploidni diplospory jsou 1,36x vétsi nez diploidni vytrusy (teoreticky 2,5x%).
Tetraploidni vytrusy se mohou velikostné kryt s nejvétsimi diploidnimi vytrusy, piipadné
s triploidnimi vytrusy hexaploidii. Z velikosti vytrust lze jen v nékterych ptipadech fici,
o jakou ploidii se jednd, napt. v ptipad¢ dvou velikostné rozdilnych vytrusii u jednoho
druhu (Ekrt & Koutecky, 2015). V ptipadé puchyiniku kiehkého, kde mize byt celkem
4-5 razné ploidnich vytrusa, je to slozit¢ a velikost vytrusti nevede k jednoznacné
determinaci cytotypu a ploidii vytrusu (Vida, 1974), a to zejména diky variabilni
sporogenezi. Na tento stejny trend poukazuje studie na komplexu Asplenium monanthes,
ktera nenasla korelaci mezi obsahem DNA a velikosti vytrust (Dyer ef al., 2013).

V tab. 9 jsou uvedeny publikované udaje z literatury vztahujici se k velikosti
vytrusit s porovnanim vlastniho métfeni. A¢ Kawakami et al., 2010 publikuje vétsi
velikost vytrust u pentaploidl, nedoklada to métenim velikosti vytrust. Pravdépodobné
prvnimi publikovanymi tdaji budou pentaploidy z nasi studie (HanuSova et al., in prep.,

Ptacek et al., unpubl.).

Tab. 9: Tabulka porovnavajici rozpéti velikosti vytrust jednotlivych ploidii z vlastniho méfeni
audaji v literatufe. 1 — vlastni méfeni; 2 — Mickel & Tejero-Diez, 2004; 3 — Dostal, 1984;
4 — Jermy & Harper, 1971; 5 — teoreticka primérna velikost vytrusi. NA — velikost vytrust neni

uvedena. Velikost vytrust pentaploidd nebyla v literatufe doposud zaznamenana.

Velikost vytrusi v pum
Zdroj 4x 5x 6x 8x
1 34,741,9-449 | 36,4-453-67,8 | 40,04-44,7-49,9 | N4
2 3745 NA 46-53 NA
3 (27-)33-42-48 NA (28-)36-48(-54) | (33-)39-54(-60)
4 32-42 NA 38-48 43-53
5 41,88 104,7 62,82 83,76

5.2.3. Pocet vytrusii na jednu vytrusnici

Teoretické predpoklady fikaji, Ze normalné pohlavné se rozmnoZzujici leptosporangiatni
kapradiny maji 64 vytrus v 16 tetradidch na jednu vytrusnici a apomikty 32 vytrusi
v osmi tetradach (Dopp, 1939; Manton, 1950) nebo 16 diadach (Braithwaite, 1964), podle

toho, o jaky druh sporogeneze se jedna (viz kapitola 2.1.3). OvSem existuji kapradiny
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s 32 vytrusy ve vytrusnici rozmnozujici se pohlavné¢, napt. rody Cheilanthes (Huang et

al.,2009) a Lindsaea (Lin et al., 1990).
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Obr. 40: Tvorba tfi typt vytrust v jedné vytrusnici. Z matetské buiiky vytrusu se diky nestabilni

formaci vytrustt vytvareji tfi vysledné produkty. Diady vytrust vznikaji chybé&jicim druhym
mitotickym délenim. U tridd se mitoticky d€li pouze jedna mateiska buiika. Tetrady vznikaji
dvéma mitotickymi délenimi. Pokud u diad a tridd nedojde k meiotickému déleni, vznikaji
neredukované vytrusy (diplospory). Pokud prob&hne redukéni déleni a vytrusy maji spravny pocet
chromozomil, vznikaji normalni redukované vytrusy. Pii nevyvazeném poctu chromozomii
dochazi ke vzniku nezivotaschopnych (abortovanych) vytrusi. 2n — diploid, n — haploid. Tomuto
schématu by odpovidala sporogeneze u pentaploidniho cytotypu puchyiniku kiehkého. Upraveno
dle Nakato et al., 2012.

Pocet vytrusii na jednu vytrusnici se poctu 64 vytrust blizil u tetraploidniho
cytotypu C. fragilis. Primér byl 50 vytrust na vytrusnici, coz by také mohlo naznac¢ovat
pritomnost neredukovanych vytrust. U hexaploidii byla primérna hodnota 40 vytrusi
na vytrusnici. Tento nizky pocet by mohl byt zplisoben o néco vétsi velikosti vytrust
u hexaploidil (viz kapitola 4.2.2), kdy se nemusely do jedné vytrusnice vejit v poctu 64.
Na druhou stranu, podle v§eobecného trendu by se méla se zvySujici ploidni Grovni zvétsit
1 vytrusnice (Otto & Whitton, 2000), avsak to pravdépodobné plati jenom pro pruduchy
kapradin (Barrington et al., 1986). Podobné pattern bylo zaznamenano v ptipadé
diploidni pohlavné se rozmnoZujici kapradiny Phegopteris decursive-pinnata (Nakato et
al., 2012), ukteré se misto tetrdd (normalni dvé mitotickd déleni), vytvatfeji diady
(chybéjici druhé mitotické deleni) nebo triddy (druhé mitotické déleni pouze u jedné
mateiské bunky, viz obr. 40). Svou roli v tom mtiZze hrat i metodika ptipravy preparatu,

na nichz se mohou vytrusy prekryvat, ptipadné pokud byly vytrusnice naloZeny teprve
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v pocateénim vyvoji nebo uz v pozdni fazi, kdy se mohly zacit uvoliiovat vytrusy
(Raghavan, 1989).

Pentaploidni sporofyt mél v priméru pouze 19 vytrusi na jednu vytrusnici
a pravdépodobné kombinuje minimalné dva typy sporogeneze Dopp—Mantonové (Dopp,
1939; Manton, 1950) ve svém zivotnim cyklu. Pravdépodobné prevazujicim bude
sporogeneze III. typu, ktera vede k32 nezivotaschopnym vytrusim. Minoritné
zastoupena bude sporogeneze II. typu koncici 32 neredukovanymi vytrusy na vytrusnici.
Nelze ovsem ani vyloucit tvorbu vytrusi pomoci . typu (64 abortovanych vytrusi)
a IV. typu (vznik 16 vytrust o dvojnasobné velikosti genomu). Na tuto smisenou meidzu
(kombinujici pohlavni a apomiktické rozmnoZovani) poukazuji nckteré studie,
napt. komplexu Asplenium monanthes (Dyer et al., 2012) nebo Dryopteris % critica (Ekrt
& Koutecky, 2015). Pravé diky této smiSené meidze neodpovidaji pocty vytrust
teoretickym piedpokladtim o 64/32 vytrusech na jednu vytrusnici. Cast mateiskych bungk
vytrust projde poslednim mitotickym délenim (je redukovana) a ¢ast timto mitotickym
délenim neprojde (je neredukovana) a mohou se vytvaret abortované vytrusy (Nakato et
al., 2012). Takto nizky primérny pocet vytrusi byl podobné pozorovan u apomiktické
kapradiny Cheilanthes hirsuta, ktery vytvarel pouze 16 vytrusti na jednu vytrusnici

(Huang et al., 2009).
5.3. Dynamika smiSenych populacich

Ve sttedni Evropé jsou smiSené populace puchyiniku kiehkého velmi Castou zalezitosti
(40 % populacich je smiSenych, HanuSova et al., in prep.). Dvé nejvétsi smiSené populace
pouzité v této studii jsou Roztoky u Ktivoklatu a Béla pod Pradédem. Obé¢ jsou znacné
pocetné a odhadem se mtize jednat o 200 (B¢€la pod Pradédem) az 500 jedincti (Roztoky
u Ktivoklatu; ndhodny vybér rostlin byl zméfen pritokovou cytometrii).

Préave populace Roztoky u Kiivoklatu je svym prostorovym rozloZenim cytotypti
unikatni. Nejprve zacinaji pouze tetraploidni jedinci ve stinu vzrostlych stromt. Pozd¢ji
se pfidavaji hexaploidy, a nakonec i pentaploidy, které dominuji na c¢éasti svahu
exponované slune¢nimu zatfeni. Tyto pentaploidy vytvéieji rozsdhlé polykormony,
kterymi se vegetativné rozmnozuji. OvSem tato vlastnost neni vyhrazena pouze
pentaploidiim, ale byla cytometricky ovéfena i1 u zbyvajicich ploidii (obr. 41). Pokud
se podivame na vysledky (kapitola 4.1.1) Cx hodnot u jednotlivych populaci, pak Roztoky
u Ktivoklatu mayji statisticky prikazné vyssi median nez zbyvajici populace. Cx hodnota

hexaploidli z Roztok u Kifivoklatu odpovidd Cx hodnotdm tetraploidii z ostatnich
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populaci, stejn¢ jako Cx-hodnoty gametofytli. To by mohlo ¢aste¢né naznacovat
unikatnost této modelové lokality oproti zbyvajicim a mohlo by to snizovat
pravdépodobnost, resp. vyznam, potencialni homoploidni, tak heteroploidni hybridizace
mezi populacemi.

V populaci Béla pod Pradédem byly nalezeny
unikatné pouze dvé ploidie  — tetraploidy
a pentaploidy. Hexaploidy bud’ nejsou pfitomny nebo
nebyly podchyceny v ndhodném vybéru rostlin.
Navic se jednd o apomiktické pentaploidy, majici
vysokou fertilitu a pravdépodobné se né€jakou dobu
$ifi diky apomiktickému rozmnoZzovani. Pentaploidy |
z Roztok u Kfivoklatu jsou téméf sterilni aZ na par

zivotaschopnych pohlavné vzniklych vytrusi, avSak

rozmnoZzujici se prevazné vegetativni cestou tvorbou o .
br. 41: Hexaploidni rostlina

polykormont. Jejich ptivod by mohl byt hybridni, rozmnozujici se vegetativné pomoci

z heteroploidni ~ hybridizace  mezi tetraploidy oddenku. Vegetativni rozmnozovani

a hexaploidy. Na piechodu mezi populaci Roztoky ,,chyiniku neni vyhrazenou pouze
u Kfivoklatu a Bé€la pod Pradédem by mohla byt pentaploidnim sterilnim rostlindm,
populace rostlin zOhebu, kde jsou rostliny ale bylo potvrzeno i u zbyvajicich
se smiSenym typem reprodukce, tzn. produkci velmi ploidii.

variabilniho potomstva. Tyto vysledky by mohly naznacovat evoluéni cestu
od neustalené¢ho hybridu (Roztoky u Ktivoklatu, nizka fertilita) pfes mezistupen (Oheb,
smiSena reprodukce) az po konecnou fazi ustadleného pentaploidniho hybridu (Béla pod
Pradédem, apomixie). Tento apomikticky hybrid mohl vzniknout v ddvné dob¢ a dodnes
se $ifi spolu s obéma cytotypy diky apomixii a spole¢né¢ vytvareji ploidné smisené

populace.
5.3.1. Hybridizace u puchyiniku kiehkého

Podle vysledkii experimentalni hybridizace by méla byt heteroploidni hybridizace
v pfirod¢ vzacna. Pouze 2 ze 196 sporofytl vznikly kiizenim diploidniho a triploidniho
gametofytu za vzniku pentaploidniho sporofytu Fi generace. Tuto vzacnost by mohly
potvrzovat smiSené populace tetraploidi a hexaploidli, ve kterych se nenachazi

pentaploidy (napf. modelova populace Nové Mésto nad Metuji).
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Z vyse uvedeného vyplyva, ze ani hybridizace mezi gametofyty pochézejicich
z geneticky odlisnych sporofyti P generace (napft. tetraploidi produkujicich diploidni
vytrusy a tetraploidii vytvarejicich také neredukované, tetraploidni vytrusy) nevedla ke
sporofytickému outcrossingu. Z tohoto experimentdlniho kiizeni nebyl pozorovan jiny
sporofyt neZ tetraploidni. Pravé moznost hybridizace mezi diploidnim a tetraploidnim
gametofytem by mohla vést k hexaploidnimu cytotypu (Haufler & Windham, 1991),
piipadné hybridizace dvou tetraploidnich gametofyt k oktoploidnimu cytotypu (Vida,
1974). Podle zjisténych vysledk tak velmi vzéacné tetraploidni gametofyty daji
pravdépodobné vzniknout tetraploidnimu sporofytu obligatni apomixii. Hexaploidni
cytotyp musel vzniknout v davné dobé&, pravdépodobné pies triploidniho piedka a od té
doby se §ifi spolecné s tetraploidem (Hanusova et al., in prep.).

Ve vétSin€é piipadi vede studium gametofytim v umélych podminkach ke
stejnym vysledkim jako v pfipad¢ studia v pfirodé¢ (Ranker & Houston, 2002), avSak
v ptirod¢€ jsou abiotické a biotické podminky, které mohou usnadiiovat hybridizaci (tab.

10).

Tab. 10: Rozdily mezi laboratorni kulturou a populaci gametofyti v piirodé. Diky vSem
pfitomnym mechanismiim v pfirodni populaci mutze snadnéji dochazet k heteroploidni
hybridizaci nez v laboratornich podminkach. Zejména k tomu mulze napomahat narusSeni
populace gametofytd a klimatické parametry, které usnadni hybridizaci mezi dvéma gametofyty.

Upraveno dle Haufler & Ranker, 1985.

Laboratorni kultura

Piirodni populace

Klima konstantni variabilni
Naruseni populace chybi pritomny
Biotické vztahy chybi pritomny
Hustota populace kontrolovana nekontrolovana

Na druhou stranu, pokud jsou gametofyty vysety na husto, velmi blizko sebe,
pfevazuji sam¢i gametofyty nad samic¢imi. Pokud jsou gametofyty izolovany, pak
vytvareji pouze archegonia (jsou samici). Antheridia se pak vytvareji v populacich, které
mély gametofyty s archegonii (Schneller et al., 1990). Toto ovlivnéni chovani gametofyti
je pravdépodobné zplsobeno hormony antheridiogeny, které by mély napomadhat
sporofytickému outcrossingu (Jiménez et al., 2008). Ovlivnéni hybridizace mezi druhy
kvtli antheridiogentim je dlouhou dobu zndma véc mezi severoamerickymi puchyiniky
C. bulbifera a C. protrusa, viz kapitola 2.4 (Haufler & Ranker, 1985). Vétsina studii
podporuje u polyploidnich oboupohlavnych kapradin gametofytické samooplozeni,

zatimco diploidy se rozmnozuji sporofytickym outcrossingem (Wubs et al., 2010).
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To vSak nepodporuje studie zabyvajici se alotetraploidnim Dryopteris corleyi, ktera
poukazuje na to, Ze zéalezi na piekryvu jednopohlavnych a oboupohlavnych gametofyt
v populaci a jednopohlavnost gametofytl tak predurcuje ke sporofytickému outcrossingu
(Jiménez et al., 2008). Experimentéalni hybridizace u Sesti druht rodu Polystichum navic
odhalila snadné&j$i fungovani tetraploidu pti kiizeni, pokud funguje jako samici gametofyt
a samci spermatozoidy jsou diploidniho druhu (Sleep, 2014). Kapradiny maji labilni
determinaci pohlavi, tzn. ze =zalezi na vnéjSich podminkéach, zdali se vyvinou
oboupohlavné, sam¢i nebo samici gametofyty (Korpelainen, 1998), coz miize
v laboratornich podminkach pifedurcovat spiSe ke gametofytickému samooplozeni
(Ranker & Houston, 2002). U Dryopteris filix-max se pomoci gametofytického
samooplozeni rozmnoZzuje v laboratorni kultufe 95-100 % gametofyti (Korpelainen,
1996).

Pro celkové komplexni zhodnoceni Cystopteris fragilis agg. v navazujicich studii
by v prvni fad¢€ bylo vhodné uzavtit cely jeho zZivotni cyklus, zejména co se tyCe Casti
s vyskytem tetraploidnich a pentaploidnich gametofyti a dopéstovani sporofytu Fi
generace do dospélosti se zhodnocenim sporogeneze. Jednou z metodickych vyzev bude
i provedeni experimentalni hybridizace mezi ploidn¢ rliznorodymi gametofyty za pomoci
antheridiogenti. V neposledni fad¢ by bylo dualezit¢ porovnani modelové smiSenych

populaci mezi Evropou a Severni Amerikou, kde se vyskytuji i diploidni zastupci.
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6. Zavér

Cilem diplomové prace bylo zodpovédét na zékladni tii okruhy otdzek uvedenych
v ivodu, a to pomoci kombinace n€kolika metodickych pfistupil, které mély objasnit
probihajici mikroevoluéni procesy u puchyiniku kiehkého (Cystopteris fragilis)
v modelové smiSenych populacich.

1) Jaké je zastoupeni ploidii mezi mateiskou rostlinou a gametofytem
vzniklym z jejich vytrusia?

Pravé ploidné smisené populace generuji variabilitu ve sporogenezi. Zejména
se jedna o tetraploidni a pentaploidni cytotyp, naopak hexaploidni cytotyp vytvari
uniformni potomstvo a variabilita u n¢j nebyla pozorovéana. Tetraploid vytvari ve vétSing
ptipadi diploidni gametofyty, ale velmi vzacné se mohou objevit i1 tetraploidni
gametofyty (v 1,97 % ptipadil) vzniklé z neredukovanych vytrusi. Tyto gametofyty
se pak pravdépodobné dile rozmnozuji pomoci obligatni apomixie. Neredukované
vytrusy u tetraploidi nelze identifikovat pomoci méteni jejich velikosti a mohou
se velikostné piekryvat s hexaploidy. Pentaploid vytvari diky variabilni sporogenezi
cytotypove riznorodé potomstvo (Cemuz odpovidaji i vysledky méteni velikosti vytrusa,
které jsou velikostné riiznorodé) a velmi zalezi na dané populaci. Pokud se jedna
o neustdleného hybridu mezi tetraploidem a hexaploidem, pak je témeét sterilni
(vpraméru 96,61 az 99,9 % nezivotaschopnych vytrusii v zavislosti na studované
populaci) a vzacné muze davat vzniknout diploidnim a triploidnim vytrusiim, které
se rozmnozuji pohlavné, piipadné vytrusim jinych ploidii (napf. tetraploidnim).
Po kratké stabilizaci se ptidava produkce pentaploidnich neredukovanych vytrust
(diplospor), které se rozmnozuji pomoci obligadtni apomixie. U pravdépodobné
ustaleného hybridu se reprodukce odehrava vyhradn€é narovni apomixie pies
neredukované vytrusy a s tim souvisi 1 zvySena fertilita apomiktickych jedincti (od 76,1
do 99,62 % nezivotaschopnych vytrusi).

2) Jaka je reprodukéni strategie jednotlivych cytotypii, zejména hybridniho
pentaploidu?

Diky pritokové cytometrii v§ech Zivotnich fazi kapradin (tj. sporofyty P generace,
vytrusy, gametofyty a sporofyty Fi1 generace) byla u C. fragilis potvrzena kombinace
pohlavniho a obligatné apomiktického rozmnozovani v zdvislosti na tom, o jaky
gametofyt se jednd, a potvrzena tak dals$i apomikticka ¢eled’ kapradin — Cystopteridaceae

(puchyinikovité).
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3) Jaka je frekvence heteroploidni hybridizace v modelové smiSenych
populacich?

K interakci mezi jednotlivymi cytotypy (heteroploidni hybridizaci) dochdzi
vzacné u diploidnich a triploidnich gametofytli, v laboratornich podminkach se jednalo
pouze 0 0,59 % ptipada. V ramci predkladané prace se nepodafilo objasnit pomoci
laboratornich ~ kultivaci  a experimentalni  hybridizace  vznik  hexaploidniho
a oktoploidniho cytotypu a piipadna role neredukovanych gamet (spermatozoidii
a vajeCnych bunék) v evoluci kapradin, nicméné vyskyt neredukovanych vytrust byl

u tetraploidti a pentaploidl prokdzan.
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8. Prilohy
Priloha 1: Seznam lokalit a rostlin z ptfedchozi studie (Hanusova et al., in prep.), které
byly pouzity k méteni velikosti vytrusti. VSechny polozky budou ulozeny v herbaifovych

sbirkach Univerzity Karlovy (PRC).
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Ceska republika Smrzovka 46°3739.5"N | 595 4x (1) 43,93
13°3845.5"E 5x (1) 64,70
6x (2) 47,96
Ceska republika Jeseniky 50°05‘12.1"N | 1450 4x (2) 44,04
Tabulové kameny 17°1351.3"E
Ceska republika Joseftiv dul 50°46‘52.5"N | 584 6x (2) 44,23
15°1409.4"E
Ceska republika Jeseniky 50°1221.3"N | 549 6x (2) 46,96
Hamrova 17°14°05.7"E
Ceska republika Jeseniky 50°0534.3"N | 366 6x (2) 45,15
Mladkov 16°3737.1"E
Ceska republika Becov nad Teplou | 50°03‘01.3"N | 560 4x (2) 42,08
12°4930.7"E
Ceska republika Chodova Plana 49°5335.9"N | 525 4x (2) 42
12°4334.6"E
Ceska republika Mnichov 50°0212.1"N | 695 6x (1) 44,67
12°4623.2"E
Ceska republika Mukarov 50°3844.4"N | 355 4x (1) 38,59
14°18‘03"E
Ceska republika Ceska Kamenice 50°4755"N 375 4x (2) 41,8
14°24'59.8"E
Ceska republika Liska 50°4905"N 421 6x (2) 46,4
(Ceska Kamenice) | 14°26‘57.6"E
Ceska republika | Oheb 49°49'58.6"N | 530 5x (1) 43,40
15°3912.3"E
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Ceska republika Jeseniky 50°0228.5"N | 1352 5x (2) 49,05
17°11'59.3"E
Francie Gédre 42°5228.4"N | 1020 6x (2) 47,58
00°01‘11.5"E
Francie Ferette 47°2942"N 462 6x (2) 41,8
07°1922.9"E
Francie Puy Griou 45°0306.9"N | 1100 4x (2) 42,1
02°4223.3"E 5x (4) 40,11
Italie Aosta 45°4317.3"N | 717 6x (2) 44,62
07°1904.9"E
Makedonie Galicica 40°58‘03.4"N | 1352 6x (1) 47,40
20°4853.1"E
Makedonie Ribnica 41°4312.4"N | 1220 4x (2) 44,41
20°3730"E
Némecko Bad Schandau 50°5525.1"N | 160 4x (2) 44,35
14°09'14.2"E
Norsko Malmoya 59°5152.7"N | 40 4x (1) 38,46
10°4508.3"E
Norsko Bomlo 46°13‘05.6"N | 2 4x (1) 43,24
24°4727.1"E
Norsko Skuleskogen 63°0628.7"N | 200 4x (1) 41,09
18°3002.6"E
Norsko Dovrefjell 62°1744.8"N | 905 4x (2) 41,26
09°3543.7"E
Norsko Folgefonna 60°02°40.8"N | 330 4x (2) 42,35
06°27'46"E
Norsko Rondane 61°4818.8"N | 428 4x (3) 41,83
09°3453.8"E 6x (3) 46,65
Polsko Pobiedna 50°5611.3"N | 451 6x (1) 49,85
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15°17°41.6"E
Rakousko Bleiberg Notsch 46°3739.5"N | 940 6x (1) 49,93
13°3845.5"E
Rakousko Petzen 46°30°38"N 1858 6x (2) 44,52
14°4727.1"E
Rakousko Hochobir 46°30°09"N 1657 6x (1) 43,92
14°46‘07"E
Rakousko Bellever 46°13‘05.6"N | NA 5x (2) 50,15
24°4727.1"E
Rumunsko Scarita Belioara 46°2932"N 1113 6x (1) 45,12
23°2306"E
Rumunsko Sighisoara 46°13‘05.6"N | 910 6x (1) 40,21
24°4727.1"E
Slovinsko Vrsic 46°25'51.7"N | 1665 6x (3) 42,14
13°44'53.7"E
Slovinsko Predel 46°2514.6"N | 1151 6x (3) 44,24
13°3512.3"E
Srbsko Suva Planina 43°09‘18.6"N | 464 4x (2) 42,62
22°07'06.6"E
Spanélsko San Millan de la | 42°17°05.8"N | 1503 4x (1) 37,16
Cogolla 02°54'57.9"E
Spanélsko Hoya de la Mora 37°0427.8"N | 2684 4x (2) 41,39
03°2304.3"E
Spanélsko Ezcaray 42°16°54.8"N | 1453 4x (4) 41,2
02°5738.7"E
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Priloha 2: Pocet sporofytli P generace pouzitych v dil¢ich studii.
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Celkem:

78



Priloha 3: SAI (spore abortion index) — % nezivotaschopnych vytrusti u jednotlivych
jedinct. Oznaceni lokalit: ROZ — Roztoky u Ktivoklatu, RAD — Radzim, OPA — Oparno,
OHB — Oheb, NOV — Nové Mésto nad Metuji, BEL — Béla pod Pradédem.

cislo rostlina ploidie lokalita vyvinuté | abortované | SAI (%)
1 1E1 4x ROZ 966 34 34
2 1C3 4x ROZ 941 59 5,9
3 1H1 4x ROZ 918 82 8,2
4 112 4x ROZ 787 213 21,3
5 113 4x ROZ 985 15 1,5
6 114 4x ROZ 986 16 1,6
7 1J2 4x ROZ 936 64 6,4
8 1J7 4x ROZ 860 140 14
9 1L3 4x ROZ 924 76 7,6
10 1S1-1 4x ROZ 921 39 3,9
11 1S1-7 4x ROZ 955 45 4,5
12 1J3 5x ROZ 7 993 99,3
13 1J6 5x ROZ 484 516 51,6
14 1J10 5x ROZ 17 983 98,3
15 1J11 5x ROZ 22 978 97,8
16 1J13 5x ROZ 17 983 98,3
17 1J14 5x ROZ 26 974 97.4
18| 1JI5 R1 5x ROZ 0 1000 100
19| 1J15_R2 5x ROZ 28 972 97,2
20 1J16 5x ROZ 0 1000 100
21 1J19 5x ROZ 0 1000 100
22 1K10 5x ROZ 26 976 97,6
23 | 1K19 R1 5x ROZ 21 979 97,9
24 | 1K19 _R2 5x ROZ 16 984 98,4
25 1K9 5x ROZ 0 1000 100
26 1M27 5x ROZ 13 987 98,7
27 1S2-4 5x ROZ 0 1000 100
28 1S2-5 5x ROZ 14 986 98,6
29 1S2-6 5x ROZ 1 999 99,9
30 1S2-7 5x ROZ 0 1000 100
31 1S2-8 5x ROZ 15 985 98,5
32 1S2-9 5x ROZ 6 994 99,4
33 1K18 6x ROZ 971 29 2,9
34 1M23 6x ROZ 880 120 12
35 1M24 6x ROZ 962 31 3,1
36 1M25 6x ROZ 967 33 33
37 1IM26 6x ROZ 963 37 3,7
38 312 5x RAD 0 1000 100
39 36 5x RAD 3 997 99,7
40 33 5x RAD 0 1000 100




¢islo rostlina ploidie lokalita vyvinuté | abortované SAI (%)

41 73 4x OPA 946 54 5,4
42 74 4x OPA 951 49 4,9
43 76 4x OPA 902 98 9,8
44 78 4x OPA 917 83 8,3
45 512 5x OHB 3 997 99,7
46 522 5x OHB 11 989 98,9
47 523 5x OHB 7 993 99,3
48 529 5x OHB 10 990 99
49 530 5x OHB 22 978 97,8
50 532 5x OHB 15 985 98,5
51 533 5x OHB 0 1000 100
52 537 5x OHB 4 996 99,6
53 527 6x OHB 944 56 5,6
54 534 6x OHB 907 93 9,3
55 53 6x OHB 884 116 11,6
56 59 6x OHB 947 53 53
57 57 6x OHB 946 54 5,4
58 511 6x OHB 976 24 2,4
59 527 6x OHB 897 103 10,3
60 47 4x NOV 961 39 3,9
61 48 4x NOV 936 64 6,4
62 422 4x NOV 932 68 6,8
63 427 4x NOV 956 44 4,4
64 438 4x NOV 959 41 4,1
65 419 6x NOV 953 47 4,7
66 421 6x NOV 973 27 2,7
67 421 6x NOV 879 121 12,1
68 23 4x BEL 952 48 4,8
69 25 4x BEL 852 148 14,8
70 26 4x BEL 743 257 25,7
71 28 4x BEL 922 78 7,8
72 29 4x BEL 779 221 22,1
73 214 4x BEL 971 29 2,9
74 217 4x BEL 967 33 3,3
75 220 4x BEL 946 54 5,4
76 221 4x BEL 988 12 1,2
77 232 4x BEL 819 181 18,1
78 234 4x BEL 962 38 3,8
79 238 4x BEL 967 33 3,3
80 239 4x BEL 970 30 3
81 240 4x BEL 932 68 6,8
82 247 4x BEL 950 50 5
83 246 4x BEL 989 11 1,1
84 210 5x BEL 139 861 86,1
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¢islo rostlina ploidie lokalita vyvinuté | abortované SAI (%)
85 211 5x BEL 214 786 78,6
86 212 5x BEL 159 841 84,1
87 218 5x BEL 118 882 88,2
88 223 5x BEL 84 916 91,6
89 224 5x BEL 114 886 88,6
90 225 5x BEL 9 991 99,1
91 226 5x BEL 2 998 99,8
92 227 5x BEL 9 991 99,1
93 228 5x BEL 2 998 99,8
94 229 5x BEL 109 891 89,1
95 231 5x BEL 36 964 96,4
96 236 5x BEL 149 851 85,1
97 241 5x BEL 7 993 99,3
98 242 5x BEL 0 1000 100
99 243 5x BEL 2 998 99,8
100 244 5x BEL 3 997 99,7
101 245 5x BEL 239 761 76,1
102 248 5x BEL 8 992 99,2
103 249 5x BEL 0 1000 100
104 Béla 2 5x BEL 18 982 98,2
105 Béla 3 5x BEL 16 984 98,4
106 Béla 4 5x BEL 4 996 99,6
107 Béla 5 5x BEL 8 992 99,2
108 Béla 6 5x BEL 18 982 98,2
109 Bela7 5x BEL 0 1000 100
110 Béla 8 5x BEL 6 994 99,4
111 Béla 9 5x BEL 20 980 98
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Priloha 4: Pocet vytrusti na jednu vytrusnici u jednotlivych rostlin. Oznaceni lokalit:

ROZ — Roztoky u Kiivoklatu, OHB — Oheb, NOV — Nové Mésto nad Metuji, BEL — B¢la

pod Pradédem.
vytrusnice €. rostlina ploidie lokalita celkem
1 1113 4x ROZ 62
2 1113 4x ROZ 55
3 1113 4x ROZ 56
4 1113 4x ROZ 59
5 1113 4x ROZ 42
6 1113 4x ROZ 59
7 112 4x ROZ 51
8 112 4x ROZ 64
9 112 4x ROZ 60
10 234 4x BEL 61
11 234 4x BEL 36
12 234 4x BEL 55
13 234 4x BEL 64
14 234 4x BEL 62
15 234 4x BEL 59
16 234 4x BEL 56
17 234 4x BEL 57
18 234 4x BEL 58
19 234 4x BEL 60
20 416 4x NOV 46
21 416 4x NOV 38
22 416 4x NOV 44
23 416 4x NOV 52
24 416 4x NOV 53
25 445 4x NOV 64
26 445 4x NOV 32
27 445 4x NOV 49
28 445 4x NOV 53
29 445 4x NOV 58
30 445 4x NOV 61
31 446 4x NOV 50
32 446 4x NOV 64
33 446 4x NOV 64
34 446 4x NOV 56
35 446 4x NOV 57
36 446 4x NOV 63
37 223 5x BEL 25
38 223 5x BEL 9
39 223 5x BEL 32
40 223 5x BEL 12
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vytrusnice ¢. rostlina ploidie lokalita celkem

41 223 5x BEL 13
42 223 5x BEL 28
43 223 5x BEL 14
44 248 5x BEL 0

45 248 5x BEL 12
46 248 5x BEL 8

47 248 5x BEL 0

48 248 5x BEL 22
49 248 5x BEL 11
50 248 5x BEL 24
51 1K8 5x ROZ 7

52 1K8 5x ROZ 0

53 1K8 5x ROZ 12
54 230 5x BEL 24
55 230 5x BEL 19
56 230 5x BEL 14
57 230 5x BEL 21
58 230 5x BEL 32
59 230 5x BEL 26
60 230 5x BEL 28
61 229 5x BEL 10
62 229 5x BEL 21
63 229 5x BEL 26
64 229 5x BEL 22
65 229 5x BEL 11
66 229 5x BEL 27
67 229 5x BEL 18
68 530 5x OHB 12
69 530 5x OHB 15
70 530 5x OHB 17
71 530 5x OHB 10
72 530 5x OHB 14
73 530 5x OHB 21
74 530 5x OHB 10
75 533 5x OHB 25
76 533 5x OHB 14
77 533 5x OHB 19
78 533 5x OHB 23
79 533 5x OHB 20
80 533 5x OHB 32
81 533 5x OHB 23
82 512 5x OHB 14
83 512 5x OHB 17
84 512 5x OHB 13

&3




vytrusnice ¢. rostlina ploidie lokalita celkem

85 512 5x OHB 16
86 512 5x OHB 22
87 512 5x OHB 26
88 512 5x OHB 18
89 522 5x OHB 25
90 522 5x OHB 14
91 522 5x OHB 28
92 522 5x OHB 30
93 522 5x OHB 22
94 522 5x OHB 29
95 522 5x OHB 25
96 529 5x OHB 20
97 529 5x OHB 24
98 529 5x OHB 25
99 529 5x OHB 23
100 529 5x OHB 24
101 529 5x OHB 18
102 529 5x OHB 26
103 537 5x OHB 18
104 537 5x OHB 24
105 537 5x OHB 27
106 537 5x OHB 30
107 537 5x OHB 19
108 537 5x OHB 25
109 537 5x OHB 16
110 532 5x OHB 15
111 532 5x OHB 9

112 532 5x OHB 16
113 532 5x OHB 22
114 532 5x OHB 32
115 532 5x OHB 22
116 532 5x OHB 27
117 1J4 6x ROZ 36
118 1J4 6x ROZ 36
119 1J4 6x ROZ 54
120 1J4 6x ROZ 57
121 1J4 6x ROZ 32
122 1J4 6x ROZ 36
123 544 6x OHB 59
124 544 6x OHB 30
125 544 6x OHB 45
126 544 6x OHB 24
127 544 6x OHB 33
128 544 6x OHB 47
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Ptiloha 5: Popularizacni ¢lanek na téma reprodukénich systémi u kapradin v ¢asopise

Ziva.

Jan Ptacek, Tomas Urfus, Libor Ekrt: Tajnosnubnost aneb Pohled ,,pod zastéru*

na reprodukéni strategie cévnatych vytrusnych rostlin. 282-285. Ziva 6/2017.

§ Urfus, Libor Ekrt

Tajnosnubnost aneb Pohled ,,pod
zastéru“ na reprodukéni strategie
cévnatych vytrusnych rostlin

Se zakladnim principem Zivetniho cyklu, tedy rodozménou cévnatych vytrus-
nych rostlin - plavuni (Lycopodiopsida) a kapradorostii (Monilophyta), se pravdé-
podobné setkal ve Skole téméf kaZdy. Specifické stfidani pohlavni a nepohlavni
faze, které jsou na sobé prostorové a nutriéné naprosto nezavislé, pfedstavuje
zcela unikédtni mechanismus ve srovndni s ostatnimi cévnatymi rostlinami. Jako
vyvojové primitivnéjsi rostliny mnohdy boii zaZita dogmata typicka pro jiné
cévnaté — napf. Ze jednotliva vyvojova stadia mohou byt u kapradin nezévisla na
poctu chromozomii (ploidni sadce), nebo Ze stadia typicky diploidni mohou byt

polyploidni a naopak. Nasledujici ¢lanek nabizi podrobngjsi pohled na zpisoh
reprodukce u vytrusnych rostlin, jejichZ tajnosnubnost nemusi byt pojimana
pouze jako suchoparny vycet jednotlivych fizi rodozmény, ale jako velmi zajima-
vy déj odhalujici aspekty jak ze Zivota dinosauri nebo spise trilobiti rostlinné

fise, tak prizpisobivych modernisti.

Zivotni cyklus

cévnatych vytrusnych rostlin

V rodozméné kapradorosti a plavuni se
stiidaji dvé morfologicky a cytogeneticky
jednoznacné odligitelné faze — drobné po-
hlavni (gametofytickd), ktera je zpravidla
haploidni, a nepohlavni (sporofyticka),
zpravidla diploidnf; ob# generace Zij{ sa-
mostatné a volng. V priibghu evoluce cév-
natych rostlin existuje jednoznaény trend
v postupném pfevladnuti sporofytu nad
pohlavni gametofytickou fazi.

N3 pteridologicky pfibgh (pteridologie
je védni obor zabyvajici se kapradorosty)
zde zatiné ve vytrusnicich (obr. 2), které se
nachazeji nejcastdji na spodni strana listi

i

)
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mezi okrajem a stfedni Zilkou (u vétdiny
kapradin) nebo ve vytrusnicovém klasu
(strobilu, nap¥. u pfesli¢ek a plavuni). Po-
dle riizné historie vzniku je traditng déli-
me do dvou morfologicky odlisnych typi.
Starsi typ vytrusnice — eusporangidtni —
vzniké z vétsiho pocétu inicidlnich bunék, je
vicevrstevnd, obsahuje velké mnozstvi vy-
trusil a nevytviii specidlni struktury. Vysky-
tuje se u plavun{ a v3ech prastarych linii
kapradin, jako jsou pieslickovité (Equiseta-
ceae), hadilkovité (Ophioglossaceae), naho-
prutkovité (Psilotaceae) a tropické maracio-
vité (Marattiaceae), jejichZ nejzndméjiim
a velmi tasto péstovanym zéstupcem v bo-
tanickych zahradach je mohutna obromn
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nadmérna (Angiopteris evecta, jeji listy
mohou méfit az 8 m). Moderngjsi a odvo-
zen&jii lyp vytrusnice — leptosporangiat-
ni (obr. 3) — vzniké z jedné inicidlni buiiky
a je tudiZ jednovrstevna. Ve vytrusnicich se
nachézeji sporogenni butiky, které ¢tyfmi
po sobé nasledujicimi mitotickymi déleni-
mi davaji veniknout matefské burice spory
(sporocytu). Z jedné sparogenni buriky se
tak zakladd 16 matetskych bungk. Ty podlé-
haji meiotickému déleni a z bungk s plnou
sadou chromozomil se stane 64 haploid-
nich vytrusi (obr. 5a). Pokud by nés zaji-
malo, kolik takova kapradina vyprodukuje
za rok vytrusli, mtZeme se dobrat nasle-
dujicich &isel. Napt. bézny druh stfedo-
evropskych lesti kaprad osténkata (Dryo-
pteris carthusiana) ma primérné 7 list
a kazdy miZe nést piblizng 116 tisic vy-
trusnic. Po vynésobeni pottem vytrust do-
jdeme k éislu téméF 52 milion{ na rostlinu.
V extrémnich pfipadech mohou néktere
stromové tropické kapradiny s velkymi lis-
ty vyprodukovat za rok az neuvétitelnych
30 miliard vytrusi.

Vytrusy leptosporangiatnich druhi jsou
doslova katapultovany z vlastni kapsule
vytrusnice diky specifickym iitvariim, jako
je obusti (stomium) a zejména prstenec
(annulus). V prstenci béhem zran{ vytrust
dochazi k vysychdni a interakcemi s dal-
3imi fyzikdlnimi a chemickymi vlastnost-
mi vody (kohezni sily, polarita aj.) a pfi
spravné konstelaci vie uvedenych jevi je
obsah vytrusnice vystfelen pomoci prsten-
ce do prostoru (obr, 4). Vytrusy kapradin
mohou byt jednodufe ovalné s jednou ry-
hou uprostied (monockolpétni) nebo troj-
hoké s tiemi ryhami (trikolpétni), V pribs-
hu evoluce kapradorostti se monokolpatni
typy koncentruji pFedevsim ve skupinach
modernich, zatimco stard{ a prehistorické
typy kapradin maji vytrusy trikolpatni. Je
zajimavé, Ze pfesné opaény trend pozo-
rujeme u pylovych zrn krytosemennych
rostlin, kdy primitivni linie maji spie pyl
monokolpitni a typy odvozené trikolpatni.
Na rozdil od pylu rostlin vak vytrusy ne-
mohou zplisobovat alergie, jelikoZ nemaji
receptivn{ proteiny na svém povrchu. Z po-
hledu velikosti mohou kapradiny tvofit
velikostné stejnocenné typy vylrusii — izo-
sporické (obr. 7), o velikostech ca 25-50 pm,
které se vyskytuji u pfevazné vétsiny linii
kapradorosti. Vyjimku pFedstavuji hetero-
sporické typy s dvéma velikostnimi frakce-
mi vytrust (obrovské samic{ megaspory
o prioméru 1 000 wm a malé saméi mikro-
spory ca 20 um, obr. 8). Z pfiblizné 300
roda kapradorostii se heterosporické typy
nachazeji pouze u 7, jako je vranecek (Sela-

1 Sidlatka (Isoétes) — jeden ze 7 hetero-
sporickych rodi kapradin, tedy s velkymi
samic¢imi megasporami a malymi samdci-
mi mikrospommi, Guamani, Ekvador

2 Oteviené vytrusnice uspoiadané do
kupek a umisténé na spodni strané listu
puchyiniku kichkého (Cvstopteris fragilis)
3 Préazdnd leptosporangidtni vytrusnice
puchyiniku kiehkého (jednovrstevna,
pochézejici z jedné buiky) s jasné
patrnym prstencem (annulus)

4 Proces uvolnéni vytrust

z vylrusnice pomoci prstence v interakei
s [yzikdlnimi a chemickymi silami.

Orig. M. Slosson (1906)
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ginella), sidlatka (Isoétes, obr. 1), azolka
(Azolla), marsilka (Marsilea), mitovka (Pi-
Tularia, obr. 8), Regnellidium a nepukalka
(Salvinia). Pravé nepatrné rozméry vylrusi
umoznuji a¢inny dalkovy pienos a osid-
lovani novych stanovi§t. Nenf proto divu,
7e fada druhil vytrusnych rostlin miize
dosahovat kosmopolitniho roziifeni. Jed-
nim z piikladii kapradiny, kterd osidlila
viechny kontinenty kromé Antarktidy, je
hasivka orliéi (Pteridium aquilinum).

Dal3i kapitolou je kliteni vytrusu a na-
sledny vznik gametofytu (prokel, prvokli-
ek, prothalium, obr. 9), na ném? se vytva-
Feji gamety. Proces kliteni byva zpravidla
dlouhodobé zéleZitost na 10-20 dni v pfi-
padé ,normalnich” nezelenych vytrusi,
u vytrusi obsahujicich chlorofyl jsou to
fadové dny, kdy dochazi k jejich kliceni.
Vytrusy kapradin na druhou stranu ziista-
vaji velmi dlouho Zivotaschopné a jsou
znamy piipady, kdy doslo k vykligeni i po
200 letech. Museji byt schopny pieZit
dalkovy pfenos a ultrafialové zafeni ve
vyssich vrstvdch atmosféry. Jak jsme jiz
uvedli, Ize se vSak setkat i se zelenymi
vytrusy obsahujicimi chlorofyl, které se
vyznacuji velice kratkou Zivotaschopnos-
tf (2—6 t¥dn11) oproti nezelenym vytrustim,
a nalezneme je napt. u teledf bldnatcovi-
tych (Hymenophyllaceae) a onokleovitych
(Onocleaceae).

Vznikly gametotyt byvd zpravidla zele-
ny a nadzemni, u n&kterych skupin je viak
nezeleny podzemni (plavung, hadilkovité,
nahoprutkovité), nebo je souéasti vytrusu
(vranecky, 3idlatky, vodni kapradiny, viz
obr. 8). Samici gametangia se nazyvaji
zarodetniky (archegonia) a produkuji va-
jecné butiky, zatimco saméi pelatky (ante-
ridia) vytvateji bitikaté spermatozoidy. Za
vhodnych podminek ve vlhkém prostiedi
dochadzi k oplozeni, kdy se roztoceny sper-
matozoid provrta k vajetné bufice, vzni-
ké zygota a novy sporofyt. To je zédkladni
schéma, které na dalsich Fadcich rozsifi-
me o soucasné znalosti a zkomplikujeme
procesy, které z néj vybotuji.

Pohlavni rozmnoZovini
Oboupohlavny gametofyt umoziuje u vy-
trusnych rostlin t¥ typy pohlavniho roz-
mnozovani: samooplozeni v rdmci jednoho
gamelofytu (gametofytické samooplozeni,
intragametophytic selfing), samooplozeni
dvou gametofytl od stejného rodide (sporo-
fytické samooplozeni, intergametophytic
selfing) a splynuti dvou gamet od gene-
ticky odlignych rodiéi (sporofyticky out-
crossing, intergametophytic crossing). Oba
typy samooplozeni lze chdpat jako analogii
samospradeni (autogamie) u krytosemen-
nych rostlin. U heterosporickych skupin
rostlin samoziejmé nepfichazi prvni p¥i-
klad v uvahu. U vytrusnych rostlin casto do-
chazi ke kombinaci vy%e uvedenych typi
pohlavni reprodukce a oznacujeme ji ter-
minem kombinované rozmnoZovéani (mixed
mating). Gametofytické samooplozeni je
vyhodné pfi kolonizaci dosud neosidle-
nych stanovist (zvlasts pii dalkovém pie-
nosu — long distance dispersal), zatimco
sporofyticky outcrossing hraje hlavni roli
v udrZeni genetické variability populace.
Piedpokladd se, Ze 44 % kapradin je neo-
polyploidnich — k polyploidizaci neboli
znésobeni chromozomové sadky u nich
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doglo v nedédvné minulosti (viz také Ziva
2009, 5: 204-208). Pravé polyploidizace
ma velky vliv na reprodukéni strategii
cévnatych vytrusnych rostlin. Polyploid-
ni kapradorosty si mohou dovolit vyraz-
né vétsi podil samooplozent, jelikoZ se
zndsobenim po&tu chromozom brani in-
bredni depresi (stavu, kdy majf jedinci
nizsi fitness, tedy mensi schopnost prezi-
van{ a rozmnoZovani kvili samooplozeni),
a ta je chroZzuje mnohem méné ne? jejich
diploidni pfedky. Polyploidie znatné ovliv-
fiuje i¢innost anteridiogenti (viz nize),
velikost a morfologii pametangif a rychlost
spermatozoid.

JelikoZ se anteridia a archegonia nacha-
zeji v tésné blizkosti, pfedpoklada se, ze
oplozeni v ramci jednoho gametofytu je
béZnym jevem. K ispésné existenci druhiti
je viak zapotitebi patiitnd genetickd varia-
bilita, zajistovand asynchronnim dozréva-
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nim gametangii (ve vétsing piipadi se nej-
prve tvoii anteridia, aZ pozd@ji archego-
nia). Izosporické kapradiny se vyznaduji
unikatn{ labikni determinaci pohlavi, coz
znamenad, #e existuje fada faktord, které
mohou mit na vanikajici pohlavi vliv a kte-
ré ho uréuji. Bylo zjisté&no, %e jde o svétlo,
teplotu, pldni vlastnosti a dal3i ekologické
faktory. Dale asi nejvyznamngjdim fakto-
rem uréeni pohlavi u kapradin, jeZ zajistu-
ji u mnoha druhi funkéns jednopohlavné
gametofyty, jsou anteridiogeny — fytohor-
montm podobné latky pifbuzné znamaj-
§im giberelintim. Anteridiogeny jsou tvofe-
ny plné vyvinutym samicim gametofytem.
Jejich vylugovani zaji$tuje u sousednich
gametofyti tvorbu saméich anteridii. Po-
kud dojde k oplozeni vajeéné buiiky, ga-
metofyt pfestane produkovat anteridio-
geny a sousedni sam¢i gametofyty se aZ
pak mohou stat samiéimi nebo oboupo-
hlavnymi. Pfedpoklada se, Ze tato regulace
existuje u pfevazné vétsiny izosparickych
kapradin.

Anteridiogeny phsobi jak v rdmei jed-
notlivych druhi, tak mezidruhovg, ale
dokonce i mezi riiznymi &eledémi kapra-
din. MiiZe to byt jeden z mechanismii
uréujicich, do jaké miry se mohou jednot-
livé druhy v p¥{rod8 kiiZit, Z modelovych
pfikladi a dokladt ovlivnéni hybridiza-
ce anleridiogeny jmenujme kiZen{ mezi
severoamerickymi druhy rodu puchyinik
(Cystopteris). Zatimco puchytnik cibulka-
ty (C. bulbifera) neodpovida na hormonal-
ni podnét a tvofi archegonia, C. protrusa
reaguje tvorbou anteridii. To umozZiuje
kiiZzen{ obou druh za vzniku interme-
didrnich hybrida nasledné stabilizova-
nych polyploidizaci. Vysledkem je novy
ustéleny hybridogenni druh C. tennesseen-
sis s tetraploidnim poétem chromozomi
(alotetraploid).

Ackoli se v archegoniu nachézi vice
vajecnych bundk, po oplozeni vznika jedi-
né zygota, z niZ se stane jediny sporofyt.
Neni proto ndhoda, Ze se na obrazcich
kliciciho sporofytu setkdme vidy pouze
s jednou rostlinou.

Apomixie u kapradin

Pohlavni rozmnoZovéni je hlavni cestou,
kterou se kapradiny vydaly. Aviak zhru-
ba 3 % druh vyuzivaji apomixii — ne-
pohlavni rozmnoZovéani prostfednictvim
vytrusu, kdy nedochazi k oplozeni (napo-
sledy zminéno v Zivé Bohumilem Ném-
cem — 1908, 6: 178-179). Diivej3i odhady
okolo 10 % jsou zfejme nadnesené a prav-
da se bude nachézet mezi tdmito hodno-
tami. Stale vak jde o mnohem vétsi potet,
neZ jaky se udéva u krytosemennych rost-
lin (0,1 %). Bylo doké4zdno, Ze apomixie
vznikla u kapradin ngkolikrit nezavisle
na sob&. S vysokou frekvenci se vyskytuje
u druhové bohatych eledi, nap#. kaprado-
vitych (Dryopteridaceae) a kiidelnicovi-
tych (Pteridaceae). Naopak velmi vzacné
je u celedi osladicovitych (Polypodiaceae).
V nasi fléfe jsou apomiktické kapradiny
zastoupeny u kapradovitych, napf. kapradé
Borrerovy (D. borreri) nebo k. tuhé (D. re-
mota), a kapradinikovitych (Thelvpterida-
ceae) s druhem bukovinec osladicovity
(Phegopteris connectilis). Viechny tyto
zminéné druhy jsou triploidni. Detailni
pohled na ¢eledi s vyskytem apomiktického
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Pohlavni rozmnozZovani

) 2 4 8 16 64

M M M M 1
e D R S S R
2n n 2n 2n 2n n

Sporogeneze Dépp-Mantonové

2n 2n Zn 2n 2n 20

rozmnoZovani najdete v tabulce na we-
bové strance Zivy.

Apomixie (v literatufe také nékdy uva-
déné jako apogamie nebo agamosporie)
u kapradin zahrnuje dva procesy. Prvni je
tzv. diplosporie, kdy dochazi k produkei
neredukovanych vytrust (diplospor) kviili
chybam pfi sporogenezi (viz schéma Dépp-
-Mantonové dale). Nésledn# se vyviji novy
sporofyt ze somatickych bunék gametofytu,
bez predchoziho oplozeni (apomixie, resp.
apogamie), z diivodu chybgjicich arche-
gonii. Anteridia jsou ve vét8ing pfipada
ptitomnd a mohou slouZit k rozmnoZo-
vini mezi-apomiktickymi a pohlavné se
mnoZicimi druhy. Apomixie u kapradin je
prednostné vazana na druhy polyploidn{
s hybridogennim pitvodem (tj. na retikulat-
ni neboli sitovitou evoluci - vznik novych
taxonti mezidruhovym kif¥enim nékoli-
ka zékladnich druhd, pfidem? tyto nové
vzniklé druhy jsou si ekologicky, morfolo-
gicky a geneticky podobné). M4 tendenci
vyskytovat se u rostlin lichych ploidnich
trovni — pievazné u triploidi, ale vzacns-
ji také u tetraploid i nebo pentaploidi. Ne-
zfidka se nepohlavné mohou rozmnoZovat
idiploidni druhy jako napt. u rodu kiidel-
nice (Pteris) nebo kaprad (obr. 13). Prvni
typ je fakultativni (indukovana) apomixie
pohlavng se rozmnozujicich rostlin, jez se
ocitly ve stresujicich podminkéch, jakymi
mitiZe byt zejména nedostatek vody a Zivin
nebo silné expozice sluneénimu zateni,
K této situaci dochézi pfedeviim pfi ne-
sprévné manipulaci v laboratofi, v piirodé
byla zaznamendéna jen v ojedinélych pii-
padech, a ity by si zaslouzily pfehodnotit.
(Pozn.: V apomiktické terminologii doglo
mezi pteridology a botaniky k zdsadnimu
rozpory, jelikoZ pod pojmem fakultativni
apomixie se v krytosemenné &4sti botaniky
rozumi smiseny reprodukéni zpisob, tedy
apomixie a pohlavni rozmnoZovéni.)

Obligdtni apomixie pFedstavuje u kap-
radin b&Zngjsi typ. To je vyznamny rozdil
oproti krytosemennym rostlindm, kde se
mnohem &astéji setkime se smigenou re-
produkéni strategii. V Zivotnim cyklu tak-
to se rozmnoZujicich kapradin se vysky-
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Sporogeneze typu Braithwaite
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Ploidni droveri
(spodni fady &isel)

n — haploidni

LN* — nerovnomeérné
rozdélené chromozomy
2n - diploid

3n — triploid

6n — hexaploid

12n - dodekapioid

Procesy

(zkratky u Sipek)

M - mitéza

M — nepravidelna mitoza
BB - absence jaderného
a bunééného déleni

R! — meidza

NP — nepravidelng
parovani chromozomt

Vytrusy

(znazornéné krouzky)
A — abortované

N - neredukované

V - redukované

2V — s dvojnasobnym
poctem chremozomi

5

tzv. schéma Dipp-Mantonové, velmi vzic-
né naopak sporogeneze typu Braithwaite,
oba typy nazvané v poloving 20. stol. podle
svych objeviteli.

e Sporogeneze Dipp-Mantonové
Schéma Dopp-Mantonové (obr, 5b az 5¢)
zahrnuje &tyfi riizné typy sporogeneze,
které se lisf svym produktem. Stejné jako
u pohlavniho rozmnoZovini se zatina spo-
rogenni buiikou, ktera prochdzi tfemi na-
slednymi mitotickymi délenimi, jez davaji
vzniknout 8 buiikdm. Jedinou vyjimkou je
posledni typ (obr. 5e), kdy zavéreéné dvé
mitotickd déleni konéi jiZ v anafizi (8asti
mitotického déleni, kdy dochézi k rozcho-
du oddélenych chromatid k opatnym po-
ltim jadra). Dva Lypy apomiktické sporo-
geneze majf problém s mitdzou, jadernym
abunétnym dslenim (obr. 5¢, 5d), ktera jsou
v nékterych pfipadech kombinovana s ne-
spravnym parovanim chromozom. Diilezi-
té je zminit, Z6 pouze u dvou typh apomik-
tické sporogeneze vznikaji Zivotaschopné
vytrusy v klasickych tetradéch, a to o stej-
né ploidii jako sporofyt, nebo s dvojnéasob-
nym pottem chromozomi, neZ ma sporofyt
(obr. 5¢, 5e). V ostatnich piipadech vznika-
ji nezivotaschopné (abortované) vytrusy.

® Sporogeneze typu Braithwaite

Tento typ je oproti schématu Dopp-Man-
tonové vzacnéjsi, poprvé byl pozorovén
u sleziniku Asplenium aethiopicum. Za-
¢ind viak stejné. Ctyfi mitotické déleni
dajf vzniknout 16 matefskym butikdm. P¥i
nésledném meiotickém d&lenf se bivalen-
ty chromozom rozpadnou na osamoce-
né univalenty, Znovu se sestavuje jadro
a vzniké 32 zivotaschopnych nereduko-
vanych vytrust uspofadanych unikatné
v diadach (obr. 5f).

Z vy$e uvedeného by se mohlo zdat, Zze
pro stanoveni apomiktického rozmnoZo-
véni u leptosporangiatnich kapradin sta&i
spocitat vytrusy v jedné vytrusnici, nebot
teoreticka schémata ukazuji, e pohlavni
rozmnoZovéani vede k 64 redukovanym vy-
trustim v 16 tetradach, zatimco apomikti
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maji 32 neredukovanych vytrust v 8 tetra-
déch nebo v 16 diddach. Tyto zédkladni
potty jsou smérodatné pro vétiinu apo-
miktickych druht leptosporangidtnich
kapradin, aviak v pfipadé k¥iZeni sexudl-
nich a apomiktickych druht se objevuji
také jiné vysledky. I diky probthajicimu
vyzkumu se ukazuje, Ze potty nemuseji
odpovidat teoretickym schématiim. Na
konci délen{ se mohou vytvatet misto diad
triddy a tetrddy. Také se ukazuje, Ze u kap-
radiny mohou v jedné vytrusnici dokonce
probihat viechny ¢tyfi typy sporogeneze
najednou!

e Aposporie

V rimci tohoto okrajového, aviak pozoru-
hodného typu reprodukce kapradin vzni-
kd gametofyt pfimo ze sporofytického ple-
tiva. Podoba se standardné zaloZenému
v pohlavnim procesu, a co vic, mize mit
na sobé funkéni gametangia. JelikoZ takto
vznikly gametofyt nese stejny po&et chro-
mozomi jako rodigovsky sporofyt, jde o jed-
nu z moznych cest polyploidizace kapra-
din. Tento zvla3tn{ typ apomixie umo#iuje
nepohlavni rozmnoZovani kapradin v umé-
Iych podminkach (aposporii lze indukavat),
V ptirodé byla nalezena jen u nékolika
druhti, napk. u jeleniho jazyku celolistého
(Asplenium scolopendrium).

Vegetativni rozmnoZovani

Jde o zphisob reprodukce, ktery se miize
odehravat jak u gametofytu, tak sporofytu.
Zatimeo u bézngjstho lupenitého proklu
se nevyskytuje, u provazovitého (filamen-
tarniho) gametofytu lze najit zajimavé
dtvary — gemifernf soudeckovité buriky,
na jejichz konci se uvolfiuji rohlickovité
gemy — mnoZilky (mnohobunéené nepo-
hlavni propagule), které slouzi k vege-
tativnimu rozmnoZovéni. Vzhledem ke
schopnosti téchto gametofytii rozmnozo-
vat se svépomoci, mohou vytvéfet rozsah-
1é kolonie (aZ mnoho metri étvereénich),
které existuji nezdavisle na produkci sporo-
fytu i mnoho desitek a stovek let (mo#né
i vice). Tyto filamentérni gametofyty se
vyskytujf u celedi blanatcovitych, stejné
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5 Schéma rozliénych typh sporogeneze
u vytrusnych rostlin. Pohlavni rozmno-
zovini (a), jehoz vysledkem je 64 reduko-
vanych vytrusi, nepohlavni rozmnaZo-
vani podle Dépp-Mantonové (b-e)

a Braithwaita (f). Horni &isla udavaji
potet bunék, dolni pak ploidni drover.
Zkratky nad nebo pod gipkami naznad¢uji
probihajici procesy. Orig. . Ptacek

6 Slezinikovité (Aspleniaceae) patii
mezi Seledi s Gastym vyskviem apomixie

(nepohlavniho rozmnoZovéan{ kapradin
pomoci vylru e v textu).
Slezinik plenium trichoma-

hréanéna krajinnd oblast Pélava
vytrusy
izosporické kapradiny puchyiniku
prosvitavého (C. diaphana)

vtrusy heterosporické kapradiny
mitovky kulkonosné (Pilularia globuli-
fera) — samci mikrospory (a) a samici
megaspory (b) s endosporickym gameto-
fytem, tedy vyvijejicim se uvnit?
v¥trusu (c). Foto L. Ekrt

9 Zeleny nadzemni gametofyt (obr. 9)
a nove vznikajici sporofyt (10)
puchyiniku kiehkého. Snimky J. Ptacka,
pokud nenf uvedeno jinak

11 a12 Provazovity (filamentirni)
gametofyt vlaskatce tajemného (Tricho-
manes speciosurmn) v piirods (obr. 11)

a jeho detail pod mikroskopem (12).
Snimky: L. Ekrt

13 Delail ¢asti epele kapradé rezavé
(Dryopteris affinis) z ¢eledi kapradovi-
tych (Dryopteridaceae), u které se pred-
poklidd aZ 70 % druhil rozmnoZujicich
se pomoci apomixie. Foto L. Ekrt

tak napi. u méné zndmé tropické podtele-
di Grammitidioideae (soudasti osladicovi-
tych). V Ceské republice roste samostatny
gametofyt vlaskatce tajemného (Trichoma-
nes speciosum) v populacich piskoveco-
vych skalnfch mést napf. na Ceskolipsku,
Kokofinsku a v Ceském réji. Tyto unikétni
gametofytn{ populace byly u nés poprvé
objeveny zahrani¢nimi badateli aZ v r. 1993
(Vogel a kol. 1993; Ziva 2006, 1: 18-19). Je
zajimavé, Ze ve stfedni Evrop# tento druh
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nevytvaki sporofyt vitbec a existuje tedy
pouze v populacich gametofyth (obr. 11
a 12). Generace sporofytti vyZaduje jiné
ekologické podminky nez gametofyly —jde
zejména o vy3sl vzdudnou vlhkost a zasti-
néni. Mimo to jsou sporofyty citlivé na
mréz, proto druh v Ceské republice preZi-
v v populacich gametotyta, které snesou
sussf a chladndjsi stanoviste.

Vegetativni rozmnoZovan{ na tirovni spo-
rofyti predslavuje béZnou a nedilnou sou-
st Zivota vytrusnych rostlin a je analo-
gické podobnym reprodukénim strategifm
u krytosemennych. Vétvici se podzemni
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oddenky (rhizomy) dévaji vzniknout klo-
nim (polykormontim) jedné rostliny, stej-
né jako pupeny nebo cibulky na kofenech
a listech. N&které z rostlin to maji i ve svém
druhovém nézvu — namatkou lze zminit
endemicky slezinik A. bulbiferum z No-
vého Zélandu nebo makaronéskou kapra-
dinu woodwardii kofenatou ( Woodwardia
radicans), jeZ vytvaii masivni pupeny na
spodni strané listd (Ziva 2003, 3: 108-109).

Zavérem

V souttasné dobd se vyzkumu apomixie
vénujeme v ramei jednoho tymu na Prodo-
védecké fakultd Univerzity Karlovy v Praze
ana Jihoteské univerzits v Ceskych Buds-
jovicich. Tradi¢nd se tyto skupiny studo-
valy s vyuZitim detailnfho pozorovani pod
mikroskopem, kdy se zjitovala piitomnost
nebo nepfitomnost gametangii a vznik no-
vého sporofytu z pletiva gametofytu. Dal$im
pomocnikem bylo poéitani chromozomii,
jelikoZ apomikticky vznikly gametofyt jich
maé stejné mno#stvi jako rodicovsky sporo-
fyt. Postupné se ke studiu vytrusnych repro-
dukénich strategii zagind kromé molekular-
nich metod vyuzivat pritokovéd cytometrie
(viz Ziva 2005, 1: 46-48) kombinovand
s kultivaénimi experimenty a mikrosko-
pickym zhodnocenim Zivotaschopnosti
vytrusit. Dlouhou dobu bylo toto téma stra-
nou zdjmu botanikd, aZ v dneéni dobé za-
#iva doslova renesanci a lze oéekavat, ze
dojde v blizké budoucnosti k zaplnén{ mno-
ha mezer v pteridologickém vyzkumu.
O nékterych problematickych skupindch
se dotitete nékdy v peistich &islech Zivy.

Clének vznikl za podpory Grantové agen-
tury Univerzity Karlovy (projekt ¢, 912613).

Seznam pou#ité literatury

a tabulku s piehledem apomiktickych
celedi kapradin najdete na weboveé
strince Zivy.

ziva.avcr.cz



Ptiloha 6: Ptipravovany ¢lanek Hanusové et al. odevzdany do Journal of Biogeography,
jehoz je autor diplomové prace spoluautorem. Jako spoluautor jsem se podilel na dodéani

casti vysledkd, které jsou soucasti nize uvedeného ¢lanku.

Global cytogeography of fragile ferns (Cystopteris fragilis complex; Cystopteridaceae):
Widespread co-occurrence of multiple ploidy levels and minimal evidence of inter-ploidy

genetic exchange suggests an incipient non-adaptive polyploid radiation.

Kristyna Hanusova, Martin Certner, Toma§ Urfus, Petr Koutecky, Jiti Kosnar,

Carl J. Rothfels, Vlasta Jarolimova, Jan Ptac¢ek, Libor Ekrt

Abstract

Polyploidization plays an important role in the evolution of land plants. However, we
know relatively little about the ecological factors underlying the establishment and
persistence of polyploids, especially in ferns, a lineage in which polyploidy is particularly
common. Here we explore the distribution pattern of cytotype diversity in the Cystopteris
fragilis complex, an emerging polyploid model fern system, in order to elucidate the

processes involved in the early establishment of polyploid lineages.
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