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1 Uvod

V kazd¢ tazi zivotniho cyklu kapradin je rdst a vyvoj ovlivnén fadou abiotickych
a biotickych faktorl. Jednim 2z nejstudovanéjSich biotickych faktord je
pritomnost chemické latky zvané antheridiogen (Miller 1968, Raghavan 1989,
Ranker & Haufler 2008). Antheridiogeny jsou feromony, které vylucuji do okoli
gametofyty s lateralnim meristémem a zpusobuji pfed¢asnou tvorbu antheridii
(saméich gametangii) u mladSich gametofytd. Jedinci jsou tak schopni zajistit
dostate€né mnoZstvi samcich gametofyti ve své blizkosti, podpofit outcrossing
anebo usnadnit oplozeni v Clenitém terénu (N&f et al. 1975, Schneller 1979,
Schneller et al. 1990, Schneller & Hess 1995). U nékterych druhd dokaze
antheridiogen také vyvolat kliCeni spor ve tm¢ a da se povazovat za dobry
indikator reakce na tuto latku (Schneller 1988, Raghavan 1989, Haufler
& Welling 1994). Rozeznavany jsou tii hlavni typy antheridiogent, jako
modelovi zastupci se uvadi Pteridium aquilinum a Onoclea sensibilis (AGPo
typ), Anemia phyllitidis (AGSc typ) a Ceratopteris (AGCe typ). Typy jsou
vymezeny tak, ze kazdy druh reaguje pouze na jeden z typti, soucasné plati, ze
antheridiogen muze ovliviiovat i druhy z jinych ¢eledi (Dopp 1950, Naf 1959,
Raghavan 1989, Hornych et al. 2021). Schneller & Hess (1995) na zakladé své
studie naznacCuji dalsi typ antheridiogenu u Asplenium ruta-muraria. Bylo
zjisténo, ze druh nereaguje na kyselinu giberelovou, ktera je schopna nahradit
pusobeni AGSc typu, ale indukuje tvorbu antheridii u mladsich gametofyta t€hoz

druhu (Schneller & Hess 1995).

V této bakalarské praci je ovéfovana piitomnost antheridiogenového systému
u Asplenium ruta-muraria, Ktery byl popsan jedinou studii (Schneller & Hess
1995) jako novy typ u Aspleniaceae. Pokud by byl novy typ antheridiogenu

potvrzen, da se predpokladat, Ze ovliviiyje 1 jiné druhy.

2 Cile prace
Cile bakalaiské prace jsou shrnuty v nasledujicich bodech:

1 Ovéfeni pfitomnosti antheridiogenti u sleziniku routi¢ky (Asplenium
ruta-muraria).
2 Zjisténi podobnosti routickového typu antheridiogenu s hlavnimi typy

antheridiogent u kapradin.



3 Testovani vlivu sleziniku routi¢ky (Asplenium ruta-muraria) na jiné

druhy, zejména z Celedi Aspleniaceae.

3 Literarni reSersSe

3.1 Zivotni cyklus kapradin

V Zivotnim cyKlu rostlin dochazi ke stfidani haploidni a diploidni faze, kdy se
lisi pocet chromozomii Vjadie bunky. U kapradin a plavuni je unikatni,
ze haploidni faze (gametofyt) je zcela nezavisla na diploidni sporofytické fazi
(Obr 1; Haufler et al. 2016). Prvni bunika haploidni faze se nazyva spora, z té kli¢i
vlastni gametofyt. Na gametofytech se tvoii dva typy rozmnozovacich utvart —
sam¢i gametangia (antheridia) se spermatozoidy a sami¢i gametangia
(archegonia) produkujici vajicka (Raghavan 1989). Pohlavni bunky splyvaji za
vzniku diploidni zygoty a zaCina faze sporofyticka. Na sporofytu se tvori
sporangia, ve kterych meioézou (redukénim délenim) vznikaji spory. Spory po
opusténi vytrusnice kli¢i a cyklus se uzavira (Haufler et al. 2016). Heterosporické
kapradiny produkuji dva typy spor, které davaji vzniknout pouze jednopohlavnim
gametofytim. VétSina druhu je ale homosporickych a produkuje jen jeden typ
spory, znichz mohou vykli¢it gametofyty jednopohlavné i oboupohlavné
(Atallah & Banks 2015, Haufler 2016).

Homosporické kapradiny se mohou pohlavné rozmnozovat tfemi zplsoby
(Klekowski 1973, Haufler et al. 2016, Obr 1). Gametofyticky
(intragametofyticky) selfing je samooplozeni gametofyta — zygota je tvofena
geneticky identickymi gametami, které produkuje hermafroditicky gametofyt.
Sporofyticky (intergametofyticky) selfing je samooplozeni sporofytu — zygota
vznikd splynutim gamet z riznych gametofytl, které pochdzi ze spor jediného
sporofytu. Sporofyticky outcrossing (intergametofyticky crossing) je pafeni mezi
sporofyty — gametofyty vznikaji ze spor ruznych rodi¢ovskych sporofyti, gamety
téchto odlisnych gametofytu splyvaji za vzniku zygoty (Haufler et al. 2016).
Homosporické kapradiny rozmnoZujici se prostfednictvim gametofytického
selfingu vytvareji 100% homozygotni sporofyty, ¢imz se jejich geneticka
variabilita sniZzuje. Proto se vyvinuly mechanismy podporujici outcrossing na
urovni ontogeneze ¢i feromond (Klekowski 1969, Takeno & Furuya 1987,
Atallah & Banks 2015, Sessa et al. 2016). Vétsina homosporickych kapradin je

schopna rozmnozovat se vSemi tfemi zptisoby zminénymi vyse (Klekowski 1969,
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Korpelainen 1994, Korpelainen 1996, Haufler 2002, Mehltreter et al. 2010, Sessa
et al. 2016).
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Obr. 1: Schématicky piehled zivotniho cyklu kapradin. Spory jsou u pohlavné
se rozmnozujicich druhii vytvafeny meioticky ve sporangiu. Po fazi klieni
a mitotickém déleni vznika ze spory nezavisly gametofyt, ktery nese archegonia
s vajicky a antheridia se spermatozoidy. Po splynuti gamet se zygota mitoticky
déli a dava vzniknout sporofytu. U apomikticky se rozmnozujicich druhti vznikaji

gametofyty z neredukovanych spor. Na gametofytu vznika sporofyt bez oplozeni
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a o stejné ploidii jako gametofyt. Zkratky: an, antheridium; ar, archegonium; mg,
dospély gametofyt; ms, dospély sporofyt; sm, sporangium; so, sorus; Sp, Spora;

ys, mlady sporofyt; zy, zygota. Pievzato z Haufler et al. (2016).

3.1.1 Apomixie

Krom¢ normalniho sexualniho cyklu se kapradiny mohou rozmnozovat
I nepohlavné. Vyznamnym zpiisobem nepohlavniho rozmnozovani je apomixie,
pii které dochazi k tvorbé gametofytt i sporofytt o stejné ploidni Grovni (Ranker
& Haufler 2008, Grusz 2016). Timto zptisobem se rozmnoZuje nejméné 3 %
kapradin (Liu et al. 2012). Vzacnéjsi zptisob apomixie je aposporie, pii které
nedochazi k tvorbé spor a zdkladem pro vyvoj gametofytu je tkan sporofytu
(Hickok et al. 1995, Ranker & Haufler 2008, Haufler et al. 2016). Castgjsi je
kombinace dvou procest, diplosporie a apogamie. Diplosporii vznikaji
neredukované (diploidni) spory, znichZ poté kli¢i neredukovany gametofyt.

Na takovém gametofytu vznika sporofyt apogamicky, prostym délenim bunék

bez oplozeni (Ranker & Haufler 2008, Grusz 2016, Haufler et al. 2016).

3.2 Ontogeneze gametofytu

Gametofyty jsou schopny vytvaret samc¢i antheridia a sami¢i archegonia
produkujici pohlavni gamety. Jedinci s obéma typy gametangii jSou oznacovani
jako hermafrodité. Tvorba rozmnozovacich utvari na gametofytech se méni se
v ramci ontogeneze jedince (Klekowski 1969). Jednim z kli¢ovych milnikta
ontogeneze je vznik tzv. lateralniho meristému, pletiva déliciho se do strany.
Lateralni meristém dava gametofytu srd¢ity tvar a je nutny pro tvorbu archegonii.
Potadi vzniku gametangii se ale li$i mezi druhy. Klekowski (1969) navrhl 4 typy
postupného utvareni gametangii v pribéhu ontogeneze gametofytu. Typem A je
oznacena sekvence vyvoje, kdy gametofyt nejprve tvori antheridia, nasledné
archegonia a z gametofytu se stava hermafrodit. Tento typ je popsan
u vétsiny homosporickych leptosporangiatnich kapradin (Stokey 1951, Atkinson
& Stokey 1964), napi. vétsiny Osmundaceae (Stokey & Atkinson 1956,
Campbell 1892) nebo u zastupct z Celedi Marattiaceae (Stokey 1942). Typ B se
ptilis nelisi od typu A (po sam¢i fazi je jesté kratka, Cisté samici faze), je popsan
u Scolopendrium vulgare (Andersson-Kotté 1929). V typu C nejprve gametofyt
produkuje archegonia, nasledné¢ se zn& stava hermafrodit. Typ C byl

zaznamenam u vétSiny z Celedi Blechnaceae (Klekowski 1969), Lygodium
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japonicum (Twiss 1910) nebo Onoclea sensibilis (Klekowski & Lloyd 1968).
Posledni popsany typ D =zafind tvorbou antheridii, nasleduje faze
hermafroditickd, poté se vytvairi archegonia, tento vyvoj je opét zakoncen

hermafroditickou fazi. Vyvoj popsal Ward (1954) u Phlebodium aureum.

3.3 Faktory ovliviiujici riist gametofyti

V kazdé fazi zivotniho cyklu kapradin je rdst a vyvoj ovliviiovan tadou
abiotickych a biotickych faktort. Gametofyt nejprve musi vyklicit ze spory,
jejichz zivotaschopnost je v fadu mésictu nebo let (Raghavan 1989). Dulezita je
také velikost spor, teplota, pH nebo chemické slozeni substratu (Fernandez
& Revilla 2003). Podle studii je pro kli¢eni spor optimalni teplota v rozmezi
20-25 °C a mirn€ kyselé nebo neutralni pH. Dilezitym faktorem ke kli¢eni spor
je i ptitomnost svétla a hustota vysetych spor (Miller 1968, Raghavan 1989).
Vyssi hustota jedinct v populaci obvykle znamena zhorSenou kli¢ivost a mensi
velikost gametofyti (Huang et al. 2004, DeSoto et al. 2008). Jednim z dulezitych
biotickych faktori je pfitomnost feromonil zvanych antheridiogeny a latek

alelopatickych (Miller 1968, Raghavan 1989).

3.3.1 Antheridiogeny

Antheridiogeny jsou feromony podobné giberelinim, které jsou vylu¢ovany do
okoli gametofyty s lateralnim meristémem a indukuji pfedCasnou tvorbu
antheridii u mladSich nepohlavnich jedinct (Schneller et al. 1990, DeSoto et al.
2008, Haufler et al. 2016). Antheridiogeny maji také schopnost vyvolat kli¢eni
spor ve tmé (Schneller 1988, Haufler & Welling 1994). Ne vSechny druhy
kapradin ale tyto feromony vyuzivaji, podle nedavné studie pouziva

antheridiogeny celkem 64,5 % zkoumanych druhd (Hornych et al. 2021).

3.3.1.1 Historie objevu

Latku, pivodné nazvanou jako A-substanz, poprvé objevil Dopp v roce 1950
a na jeho praci navazaly dalsi studie (Nif 1956, 1959; Voeller 1964, Schneller et
al. 1990, Yamane 1998). Nasledné byla substance pfejmenovana na antheridogen
(Pringle 1961) a pozdé&ji na antheridiogen (N&f 1966). Dépp (1950) v kultuie
gametofytl bchem jeho experimentu zjistil, Ze vyuZiti rGstového média
z kultivace Pteridium aquilinum vyvolalo pfed¢asnou tvorbu antheridii
u mladsich gametofytl t¢hoz druhu a také druhu Dryopteris filix-mas. Tato latka,

pojmenovana A-substanz, byla aktivni pfi nizkych koncentracich a rozpustna ve
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vodé. Na tuto praci navazal dal$imi studiemi (Dopp 1959, 1962), kdy zjistil, Ze
star$i gametofyty Pteridium aquilinum s vyvinutym lateralnim meristémem jsou
dobrym zdrojem antheridiogenu, ale samy na néj nereaguji ani po pieneseni na
substrat s vyssi koncentraci. Pfitomnost lateralniho meristému blokuje piisobeni
antheridiogenu a zabrafiuje tvorbé antheridii. Z toho lze vyvodit, ze produkce
a odpovéd gametofyti na antheridiogen souvisi s vyskytem lateralniho
meristému (Dopp 1959, 1962). Vyskyt antheridiogenii byl potvrzen i u dalSich
zastupcu kapradin, napt. Anemia phyllitidis (Naf 1959, Corey 1986), Lygodium
japonicum (Naf 1959), Ceratopteris thalictroides (Schedlbauer & Klekowski
1972), Ceratopteris richardii (Scott & Hickok 1987) nebo Onoclea sensibilis
(N&f 1956).

3.3.1.2 Utinek antheridiogenu

Antheridiogen je vylu€ovan rychleji rostoucimi nebo star§Simi gametofyty
s vyvinutym lateralnim meristémem. Tyto gametofyty soucasné ztraci schopnost
na antheridiogen reagovat (Naf et al. 1975, Schneller et al. 1990, Ranker
& Haufler 2008, Haufler et al. 2016). Asexualni gametofyty v okoli reaguji na
feromon ptedCasnou tvorbou samcich gametangii a zpomalenym rastem
(Schneller et al. 1990, Hamilton & Lloyd 1991, Ranker & Haufler 2008, Testo
et al. 2015). Produkce jednopohlavnych gametofyti snizuje moznost
samooplozeni gametofytl, usnadfiuje outcrossing a udrzeni heterozygotnosti
u homosporickych druhti (Takeno & Furuya 1987, Schneller et al. 1990, Chiou
& Farrar 1997). Antheridiogenovy systém kontroluje tvorbu pohlavnich organt
a muze znamenat vyhodu V prostfedi, kde je dostupnost spermatozoidt nebo
prostiedi limitujicim faktorem. Dochazi k vyskytu vétsiho poétu samc¢ich gamet,
coz muze usnadnit oplozeni v ¢lenitém terénu nebo suchém prostiedi (Willson
1981, Schneller et al. 1990, Schneller & Hess 1995). Pokud je spermatozoidd
v okoli dostatecné mnozstvi, mohou vétsi samic¢i gametofyty produkujici
antheridiogen investovat energii do tvorby vajicek a sporofytu a byt konkurenéné
potencidlnich partnerti, ktefi oplodni vajicko a zvySi variabilitu potomstva.
Samice s vice zralymi vaji¢ky si mohou vybirat toho nejvhodnéjsiho (Willson
1981).



3.3.1.3 Kliceni ve tmé

Kromé ovlivnéni poméru pohlavi v populaci, ma antheridiogen schopnost
spoustét kliceni spor ve tmé a vyvolat tvorbu antheridii (Schneller 1988,
Raghavan 1989, Haufler & Welling 1994). Spory, které se nachazeji v pad¢ bez
pfistupu  svétla, jsou aktivovany ke  kliceni  antheridiogenem
produkovanym dospélymi gametofyty na povrchu pidy. Podzemni spory reaguji
na feromon tvorbou malych sam¢ich gametofytd se spermatozoidy, které na
povrchu pudy oplodni starsi gametofyty s vajicky. Aktivované podzemni spory
mohou podpoftit outcrossing a zvysit genetickou variabilitu populace (Schneller
1988, Haufler & Welling 1994, Chiou & Farrar 1997). Kli¢eni spor ve tmé
indukované antheridiogenem bylo pozorovano u nékolika druhti kapradin.
Schneller (1988, Schneller et al. 1990) popsal temné kliceni u Athyrium filix-
femina a Dryopteris filix-mas, Haufler & Welling (1994) u Bommeria hispida,
Chiou & Farrar (1997) u nékolika druhi z ¢eledi Polypodiaceae. Stejny vliv na
kliceni ve tm¢ jako antheridiogeny maji i nékteré gibereliny (Schraudolf 1962,
Yamane 1998).

3.3.1.4 Typy antheridiogeni

Velmi zahy bylo objeveno, ze antheridiogenii je mnoho a kazdy typ ovliviiuje
jinou skupinu druhti. Hornych et al. (2021) vymezili antheridiogenové typy jako
skupiny chemickych sloucenin ovlivitujici vyvoj druhii jen z jedné fylogenetické
skupiny. Ne vSechny slouceniny v ramci jednoho typu musi ovlivnit vSechny
druhy v ramci skupiny, ale pokud je jeden druh ovlivnén vice slouceninami,
spadaji tyto slouceniny do jednoho typu. V ramci tohoto pojeti jsou rozeznavany
tf1 hlavni typy antheridiogent na zéklad¢ skupin, které ovliviuji (Naf et al. 1975,
Raghavan 1989, Schneller et al. 1990, Hornych et al. 2021). Typ AGPo (diive
oznacovan jako A, nebo Apt) Se nachazi u mnoha druht fadu Polypodiales, typ
AGSc (diive B, nebo Aan) U zastupct fadu Schizaeales a typ AGCe (dtive C,

nebo Ace) u rodu Ceratopteris.

Typ AGPo byl poprvé popsan u zastupct patiicich do dvou riznych celedi,
u Pteridium aquilinum a Dryopteris filix-mas (Dopp 1950). Kromé téchto druhu,
které reagovaly na antheridiogen, byl vliv testovan i u dalsich skupin kapradin,
napt. u Onoclea sensibilis (Naf 1956, Naf et al. 1975, Raghavan 1989, Chiou
& Farrar 1997). Mladé gametofyty Onoclea sensibilis produkuji v laboratornich

podminkach sam¢i gametangia pouze v ptitomnosti antheridiogenu a reaguji na
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nizké koncentrace, Onoclea sensibilis je proto pouzivanym druhem pro stanoveni
vyskytu AGPo (Naf 1956, Nif et al. 1975, Raghavan 1989, Ranker & Haufler
2008). Reakce na AGPo byla také objevena u Athyrium filix-femina (Schneller
1979), Dryopteris intermedia a Dryopteris carthusiana (Testo et al. 2015),
Campyloneurum  angustifolium,  Campyloneurum  phyllitidis, Lepisorus
thunbergianus, Microgramma heterophylla, Phymatosorus scolopendria,
Polypodium pellucidum (Chiou & Farrar 1997) a dalsich druhii. Koncentrace
antheridiogenu potiebna k vyvolani ptredCasné tvorby antheridii se u mnoha

reagujicich druhu 1isi (Néf et al. 1975, Haufler & Ranker 2008).

Rad Schizaeales je fylogeneticky nejprimitivnéjsi skupinou tvofici antheridiogen
(PPG 1 2016, Hornych et al. 2021) zvany AGSc, ktery byl popsan napt. u Anemia
phyllitidis (Naf 1959, Corey 1986) a Lygodium japonicum (Naf 1959). Chemicka
struktura antheridiogent je dobfe zndma prave jen u fadu Schizaeales, jedna se
o slouc¢eniny podobné giberelinim (Naf et al. 1975, Corey 1986, Yamane 1988).
Proto muize byt antheridiogen v téchto druzich nahrazen kyselinou giberelovou,
GAs, kterd pi1 velmi nizké koncentraci dokazala vyvolala tvorbu antheridii
v mladych gametofytech a kli¢eni ve tmé (Schraudolf 1962, Nif et al. 1975,
Takeno & Furuya 1975, Yamane 1998). AGSc je neaktivni u druhu Onoclea

sensibilis, ktery se pouziva pro stanoveni typu Polypodiales (Nif et al. 1975).

Tteti typ antheridiogenu byl nalezen u rodu Ceratopteris, napf. u Ceratopteris
thalictroides (Schedlbauer & Klekowski 1972) nebo u Ceratopteris richardii
(Scott & Hickok 1987, Hickok et al. 1995). Chemicka struktura AGCe ziistava
neznama, biosyntéza ale pravdépodobné zahrnuje kroky spole¢né s biosyntézou

giberelint (Hickok et al. 1995, Yamane 1998, Atallah & Banks 2015).

Bylo popsano n¢kolik dalsich typt, napt. u Asplenium ruta-muraria. V kultuie
vytvafely mladé gametofyty predéasné antheridia pod vlivem starSich
hermafroditickych jedinci nebo substratu, na kterém se nachazely star$i
gametofyty téhoz druhu (Schneller & Hess 1995). Mladé gametofyty Asplenium
ruta-muraria nereagovaly na GAs, stejné tak se neprojevila Zadna reakce
u Asplenium trichomanes a Asplenium ceterach na AGPo. To miiZze znamenat

dalsi typ antheridiogenu u Aspleniaceae (Dopp 1959, Schneller & Hess 1995).



3.3.2 Alelopatie

Alelopatie je jev, pii kterém jeden jedinec vyluCuje chemické slouceniny
ovlivilyjici okolni jedince. U kapradin jsou tyto chemické slouceniny vylu¢ovany
dospélym jedincem a negativné ovliviuji kliCeni, rust a vyvoj jinych jedinct
v okoli, zejména pokud jsou v nejzraniteln&jsi fazi kliceni spor nebo vyvoje
gametofytli a gamet. Dochazi k interakcim, kdy gametofyt mize pisobit na jiny
gametofyt nebo sporofyt, stejné tak mize sporofyt ovliviiovat jiny sporofyt nebo
gametofyt (Petersen & Fairbrothers 1980, Wagner & Long 1991). Alelopatické
chemikalie byly nalezeny naptiklad u gametofytd Dryopteris filix-mas, které
inhibovaly kli¢eni a rist gametofytd Dryopteris borreri (Bell 1958) nebo
u gametofyta Osmunda cinnamomea, které potlacuji rust gametofyta Dryopteris
intermedia (Petersen & Fairbrothers 1980). Bell & Klikoff (1979) objevily
interakci mezi sporofytem a gametofytem. V jejich studii sporofyty Polystichum
acrosticoides, Polypodium vulgare a Onoclea sensibilis inhibovaly rust
gametofytli zkoumanych druht kromé Polypodium vulgare. Dalsi interakce mezi
sporofytem a gametofytem byla pozorovana u Thelypteris normalis, ktera
zpomalila déleni bunék u gametofytt Thelypteris normalis, Phlebodium aureum
a Pteris longifolia (Davidonis & Ruddat 1973). Takto ovlivnéni jedinci se

vwr

s dobfe vyvinutym gametofytem a sporofytem (Wagner & Long 1991).



4 Material a metody

Ke kultivaci byly pouzity spory 12 druhd ze sedmi celedi homosporickych
kapradin. Vzorky spor byly ziskany sbérem, z herbarovych polozek nebo byly
zaslany ze zahrani¢i ve zkumavce ¢i Vv obalce (Ptiloha 1). Piehled druht

pouzitych pfi kultivaci jsou uvedeny v tabulce (Tab 1).

Tab. 1: Pfehled kapradin pouzitych pfi kultivaci. Informace o sbéru jsou uvedeny

v Ptiloze 1.

Druh Celed’ ReaKCGe "3 Typ AG
Anemia phyllitidis Anemiaceae Znama AGSc
Asplenium adiantum-nigrum  Aspleniaceae Znadma AGPo
Asplenium fontatum Aspleniaceae Neznama

Asplenium onopteris Aspleniaceae Neznama

Asplenium ruta-muraria Aspleniaceae Neznama

Asplenium septentrionale Aspleniaceae Znama AGPo
Asplenium trichomanes : .

subsp. trichomanes Aspleniaceae Neznama

Athyrium filix-femina Athyriaceae Znama AGPo
Ceratopteris richardii Pteridaceae Znama AGCe
Dryopteris filix-mas Dryopteridaceae Znama AGPo
Onoclea sensibilis Onocleaceae Znama AGPo
Pteridium aquilinum Dennstaedtiaceae Znama AGPo

Béhem této prace byly vysety spory raznych ovlivnénych (reagujicich) druhii za
pritomnosti dospélych gametofyt zdrojovych (ovliviujicich) druht, které mély
dost cCasu vylou¢it do prostiedi svoje antheridiogeny. Postupovalo se
nasledujicim zptsobem: spory zdrojovych druht byly vysety na Petriho misky
s 1% roztokem agaru a 25% MS mediem (Murashige & Skoog 1962). Misky byly
uchovany v kultiva¢nim boxu (Versatile Environmental Test Chamber MLR-
352, PHC Europe B.V.) pii teploté 20°C, v rezimu 12 svétlo / 12 hodin tma.
Na Petrihno miskach byly napéstovany gametofyty. Dospélé archegoniatni
gametofyty byly poté piesazeny do trojice 12-polickové misky (Obr 2) s 1%
roztokem agaru a 25% MS mediem (Murashige & Skoog 1962), vedlejsi trojice
policek byla nechana jako kontrolni, neobsazena. Po tydnu byly vysety spory
ovlivnéného druhu do potencialné ovlivnéné i kontrolni trojice. Na jednu misku
se tedy vesly dva pary ovlivnénych + kontrolnich trojic. VSechny misky byly

ulozeny do kultiva¢niho boxu za stejnych podminek jako zdrojové Petriho misky.
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Jednou za 14 dni byla na 12-polickovych miskach vyhodnocena piitomnost
gametangii pod mikroskopem (Olympus CX 31) a to po dobu vétsinou 2-4
mésici, nejméné vSak po naslednych kontrolach, kdyby byly nalezeny v ramci
trojice archegonia, coz znaci absenci antheridiogen v médiu. U nejistych
pripadl bylo pozorovani provadéno déle. Pritomnost gametangii byla urcena
pomoci 1% roztoku acetokarminu v kyselin€ octové. Acetokarmin barvi DNA,
¢imz zvyraziuje antheridia, jelikoz se jedna o utvary velikosti jedné somatické
bunky, ale obsahujici desitky bunck/jader. Na podlozni sklicko bylo do kapky
acetokarminového roztoku pinzetou pieneseno 10 gametofyti (vzacnéji 5, pokud
byl nedostatek materialu) z kazdého policka. Po dobu 30 minut se gametofyty
nechaly v acetokarminovém roztoku barvit. Poté bylo podlozni sklicko
pieneseno pod mikroskop a byl uréen pocet asexudlnich, samcich, samicich

gametofytl a hermafroditd.

rr D

miska
trojice
policko

\, 7

Obr. 2: Trojice s dospélym zdrojovym gametofytem a sporami ovlivnéného

druhu a trojice kontrolni ve 12-poli¢kové misce.

4.1 Ovéreni routickového typu

K otestovani routickového typu antheridiogenu a k ovéfeni jeho vlivu byla
kultivace provadéna se zastupci kazdého z trech hlavnich typi antheridiogenu.
Zastupci téchto typu Anemia phyllitidis (AGSc), Ceratopteris richardii (AGCe),
Pteridium aquilinum (AGPo) a Onoclea sensibilis (AGP0) byly kombinovany

spole¢né s Asplenium ruta-muraria (Tab 2).

V ramci prvni ¢asti experimentu byly zdrojovymi druhy Anemia phyllitidis,
Asplenium ruta-muraria, Ceratopteris richardii a Pteridium aquilinum. Druhy
byly parovany nasledovné: a) Asplenium ruta-muraria (zdrojovy druh) byl

kombinovan s Ceratopteris richardii a Onoclea sensibilis (ovlivnéné druhy),
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b) Anemia phyllitidis, Ceratopteris richardii a Pteridium aquilinum (zdrojové
druhy) byly kombinovany s Asplenium ruta-muraria (ovlivnény druh), c) jako
dodate¢na kontrola poslouzila reakce druhti na sebe sama, s vyjimkou Pteridium
aquilinum (zdrojovy druh), ktery byl pro el kontroly parovan s Onoclea

sensibilis (ovlivnény druh).

Tab. 2: Kombinace testovanych druhd.

Druh zdrojovy Druh ovlivnény

Asplenium ruta-muraria Ceratopteris richardii
Asplenium ruta-muraria Onoclea sensibilis

Anemia phyllitidis Asplenium ruta-muraria
Ceratopteris richardii Asplenium ruta-muraria
Pteridium aquilinum Asplenium ruta-muraria
Anemia phyllitidis Anemia phyllitidis
Asplenium ruta-muraria Asplenium ruta-muraria
Ceratopteris richardii Ceratopteris richardii
Pteridium aquilinum Onoclea sensibilis

4.2 Klic¢eni Asplenium ruta-muraria ve tmé

V druhé casti experimentu byl proveden test klicivosti ve tmé na jedné
12-polickové misce sdospélymi zdrojovymi gametofyty  Asplenium
ruta-muraria a ovlivnénymi sporami téhoz druhu (celkem dva pary ovlivnénych
+ kontrolnich dvojic). Miska byla po vyseti spor zabalena do alobalu, uschovana
do krabice a z 50 spor bylo ur¢eno procento vykli¢enych spor po 1 a 2 mésicich
pod mikroskopem. Nasledné¢ byla miska kultivovana na svétle bez alobalu

a kontrola probéhla po dal$im mésici.

4.3 Reakce ostatnich druhi na routickovy typ

V tieti ¢asti pokusu bylo zjisténo, jaké druhy routickovy antheridiogenovy typ
ovliviiuje. S Asplenium ruta-muraria byly kombinovany ptedevsim druhy
fylogeneticky ptibuzné, z celedi Aspleniaceae, tj. Asplenium fontanum,
Asplenium adiantum nigrum, Asplenium trichomanes, Asplenium septentrionale,
Asplenium onopteris, dale Dryopteris filix-mas z ¢eledi Dryopteridaceae

a Athyrium filix-femina z ¢eledi Athyriaceae.
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Kombinovan byl zdrojovy druh Asplenium ruta-muraria s ovlivnénymy druhy,
A. fontanum, A. adiantum nigrum, A. trichomanes, A. septentrionale,

A. onopteris, Dryopteris filix-mas a Athyrium filix-femina.

4.4 Vyhodnoceni dat

Vyhodnocovani dat probihalo jednou za 14 dni pii kontrolach pod mikroskopem
(Olympus CX 31) a byl zaznamenan pocet asexualnich, samcich, samicich
a hermafroditickych gametofyti v kazdém policku z trojice. Pfi porovnani
poméru samcich gametofytli a gametofyti S archegonii (v¢etné hermafroditi)
v ovlivnéné a kontrolni trojici byl zjistén vyvoj pohlavi v pribéhu kultivace.
Na zéklad€ porovnani poméru pohlavi v trojicich byla stanovena reakce u kazdé
kombinace. Data byla vyhodnocena nasledovné podle reakce v ovlivnéné trojici:
a) druh ptedcasné tvori antheridia a vyviji se v samce, b) druh vykazuje zrychleny
vyvoj a tvoii diive archegonia, ¢) druh vykazuje zpomaleny vyvoj a tvofi
archegonia pozdéji, d) druh nereaguje a v danych kontrolnich tydnech se

vyskytuji sam¢i a samici gametangia V trojici ovlivnéné i kontrolni.

5 Vysledky

5.1 Ovéreni routickového typu

K ovéteni routickového typu byly vytvoteny dvojice Se zastupci hlavnich typu
antheridiogenti a byla sledovana jejich reakce. Jako ovlivnény druh byla misto
Pteridium aquilinum pouzivana Onoclea sensibilis, ktera je pouzivanym druhem
pro stanoveni vyskytu AGPo. Kombinace Asplenium ruta-muraria (zdrojovy
druh) a Anemia phyllitidis (ovlivnény druh) nebyla testovana. Asplenium ruta-
muraria nevyrostla v pfitomnosti zdrojového druhu Pteridium aquilinum, reakci
tedy nelze vyhodnotit. Pfitomnost zdrojového druhu Ceratopteris richardii
urychlila vyvoj Asplenium ruta-muraria v samice. Asplenium ruta-muraria
nereagovala na zdrojovy druh Anemia phyllitidis, stejn¢ tak nereagovala Onoclea
sensibilis na zdrojovy druh Asplenium ruta-muraria. Zpomaleny vyvoj byl
zaznamenam u Ceratopteris richardii a Asplenium ruta-muraria v pfitomnosti
dospélého gametofytu Asplenium ruta-muraria. Zpomaleny vyvoj muze byt

zpusoben alelopatickymi latkami (Tab 3).
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Tab. 3: Pfehled kombinaci zdrojovych a ovlivnénych druhii a vysledné reakce.

Druh zdrojovy Druh ovlivnény Reakce
Asplenium ruta-muraria  Ceratopteris richardii Zpomaleny
Asplenium ruta-muraria Onoclea sensibilis Nereaguje
Anemia phyllitidis Asplenium ruta-muraria  Nereaguje
Ceratopteris richardii Asplenium ruta-muraria  Zrychleny
Pteridium aquilinum Asplenium ruta-muraria  Nevyrostlo
Anemia phyllitidis Anemia phyllitidis AGSc
Asplenium ruta-muraria  Asplenium ruta-muraria Zpomaleny
Ceratopteris richardii Ceratopteris richardii Zpomaleny
Pteridium aquilinum Onoclea sensibilis AGPo

Asplenium ruta-muraria (zdrojovy) a Ceratopteris richardii (ovlivnény):
Kultivace byla pozorovana od 4. do 8. tydne. Samice se objevuji Vv ovlivnéné

trojici jiz ve 4. tydnu, v kontrole az v 6. tydnu. Vysledkem je zpomaleny vyvoj.

Asplenium ruta-muraria (zdrojovy) a Onoclea sensibilis (ovlivnény): Kultivace
byla pozorovana od 4. do 6. tydne. Béhem kultivace se objevilo velmi malé
mnozstvi samctl, téméf vSechny vyhodnocené gametofyty byly samici.

O. sensibilis nereaguje.

Anemia phyllitidis (zdrojovy) a Asplenium ruta-muraria (ovlivnény): Kultivace
byla pozorovana od 4. do 16. tydne. V kultivaci A. ruta-muraria se nachazely
asexualni gametofyty az do 10. tydne, kdy se objevily prvni samci v kontrole.
Pti dalsim pozorovani se vyskytovaly samci V ovlivnéné 1 kontrolni trojici. Prvni
sami¢i a hermafroditické gametofyty byly objeveny az ve 14. tydnu pozorovani.

A. ruta-muraria nereaguje.

Ceratopteris richardii (zdrojovy) a Asplenium ruta-muraria (ovlivnény):
Kultivace byla pozorovana od 8. do 16. tydne. V 8. tydnu byly nalezeny samci
gametangia Vv ovlivnéné trojici, v kontrole spory nekli¢ily. V 10. tydnu se
objevily prvni antheridia i v kontrole. Ve 12. tydnu se objevily prvni samiéi
gametofyty v ovlivnéné trojici. V kontrole se samice objevily az 14. tyden.

Vysledkem je zrychleny vyvoj.

Pteridium aquilinum (zdrojovy) a Asplenium ruta-muraria (ovlivnény): A. ruta-

muraria nevyrostla.
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Anemia phyllitidis (zdrojovy) a Anemia phyllitidis (ovlivnény): Kultivace byla
pozorovana od 4. do 16. tydne. Zpocatku byly gametofyty asexualni. V 8. tydnu
byla objevena prvni gametangia pouze v ovlivnéné trojici. V 10. a 12. tydnu se
v kontrole nevyskytovaly téméf zadni samci a pievazovaly samice. V kontrolni

trojici to bylo praveé naopak. Vysledkem je pfitomnost antheridiogenu.

Asplenium ruta-muraria (zdrojovy) a Asplenium ruta-muraria (ovlivnény):
V tomto piipad¢ byla kultivace provedena tiikrat. Prvni pozorovani trvalo pouze
tyden, v obou trojicich se vyskytovaly sam¢i i sami¢i gametangia. A. ruta-
muraria $patné rostlo, proto byla kultivace opakovana. Pii druhém pozorovani,
které trvalo od 4. do 20. tydne, se az do 12. tydne nachazely v kultuie pouze
samCi gametofyty. Od 12. tydne se v kontrolni trojici objevily i samici
a hermafroditické gametofyty. V trojici ovlivnéné byly pfitomny samici
gametofyty v 16. tydnu a v 18. tydnu i hermafrodité. Pfi tfetim opakovani se
Vv kontrolni trojici nachazely samice i hermafrodité od 10. tydne. V ovlivnéné
trojici byla prvni samice pozorovana az v 16. tydnu, do té doby byly gametofyty
asexualni. 18. tyden bylo vyhodnocovani ukonc¢eno. Vysledkem je zpomaleny

vyvoj (Obr 3).

Asplenium ruta-muraria
Kontrola

1.0 = =

0.94 ’

0.84

0.71 Typ
v 0.6 E asexual
k]
g 0.5+ ' samec
0 44 B3 samice

0.31 $ hermafrodit

0.24

0.04

T4 T6 T8 T10 T12 T14 T16 T8 T20
Tyden

Ovlivnéno Asplenium ruta-muraria

1.0
0.94
0.84
0.7

Typ
5 0.64 $ asexual
g 0.5 - samec
O 0.4 * samice
031 EI hermafrodit
0.24
0.1
0.04 i q
T4 T6 T8 T10 Ti2 T14 T16 T8 T20
Tyden

Obr. 3: Vysledna reakce ovlivnéného druhu A. ruta-muraria v kombinaci se

zdrojovym druhem A. ruta-muraria.

15



Ceratopteris richardii (zdrojovy) a Ceratopteris richardii (ovlivnény): Kultivace
byla pozorovana od 4. do 10. tydne. Jiz ve 4. tydnu se objevily sam¢i gametofyty
V obou trojicich. 6. tyden se Vovlivnéné trojici nachdzely pouze samci
a v kontrole pouze samice. V 8. a 10. tydnu byli objeveni jen hermafroditické
gametofyty. Vysledkem je zpomaleny vyvoj, neni mozné vyloucit, ze dospé€lé

gametofyty nevylucovaly dostatek feromonu k ovlivnéni.

Pteridium aquilinum (zdrojovy) a Onoclea sensibilis (ovlivnény): Kultivace byla
pozorovana od 2. do 6. tydne. Prvni samci se objevily v kultivaci jiz v 2. tydnu.
Ve 4. i 6. tydnu byly vSechny gametofyty v ovlivnéné trojici pouze samci.
V kontrolni trojici byly gametofyty sami¢i. Vysledkem je pfitomnost

antheridiogenu.

5.2 Kliceni Asplenium ruta-muraria ve tmé

Bylo testovano kli¢eni spor Asplenium ruta-muraria ve tm¢, po 1 a 2 mésicich
byla kultivace kontrolovana a kli¢eni spor bylo nulové. Po dal§im mésici bez

alobalu na svétle byla kli¢ivost 100%, vSechny spory zacaly ochotné kli¢it

a vytvaret zelené gametofyty, jak v trojici s dospélym gametofytem, tak v trojici
kontrolni (Obr 4).

Obr. 4: Tlustrativni obrazek 12-polickové misky s kultivaci gametofytl

Asplenium ruta-muraria po mésici kliceni na svétle.
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5.3 Reakce ostatnich druhi na routickovy typ

Druhy z ¢eledi Aspleniaceae, Athyriaceae a Dryopteridaceae byly kultivovany
Vv ptitomnosti dospélého gametofytu zdrojového druhu Asplenium ruta-muraria.
Reakce byla riznoroda, nékteré druhy nereagovaly, vykazovaly zrychleny nebo

zpomaleny vyvoj v trojici poli¢ek s Asplenium ruta-muraria (Tab 4).

Tab 4: Piehled kombinaci s A. ruta-muraria a vysledné reakce.

Druh zdrojovy Druh ovlivnény Reakce
Asplenium ruta-muraria Asplenium adiantum-nigrum Zrychleny
Asplenium ruta-muraria Asplenium fontanum Nereaguje
Asplenium ruta-muraria Asplenium onopteris Zpomaleny
Asplenium ruta-muraria Asplenium septentrionale Zrychleny
Asplenium ruta-muraria Asplenium trichomanes Nereaguje
Asplenium ruta-muraria Athrium filix-femina Zpomaleny
Asplenium ruta-muraria Dryopteris filix-mas Zpomaleny

A. ruta-muraria (zdrojovy) a Asplenium fontanum (ovlivnény): Kultivace byla
pozorovana od 4. do 8. tydne. Ve 4. tydnu pozorovani A. fontanum rostlo Spatné
a nebyla objevena zddna gametangia. V 6. a 8. tydnu bylo nalezeno velké

mnozstvi samiéich gametangii v obou trojicich. A. fontanum nereaguje.

A. ruta-muraria (zdrojovy) a Asplenium trichomanes (ovlivnény): Kultivace byla
pozorovana od 4. do 8. tydne. 4. tyden byli objeveni pouze samci, v 6. 1 8. tydnu

zacCaly pievazovat samice. A. trichomanes nereaguje (Obr 5).
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Obr. 5: Vysledna reakce ovlivnéného druhu A. trichomanes v kombinaci se

zdrojovym druhem A. ruta-muraria.

A. ruta-muraria (zdrojovy) a Asplenium septentrionale (ovlivnény): Kultivace
byla pozorovana od 4. do 14. tydne. Zvlastni vysledek vysel u A. septentrionale,
kde se v kontrolni trojici nachazeli po celou dobu vyhodnocovani pouze samci.
V ovlivnéné trojici se objevily prvni samice v 8. tydnu a hermafrodité

ve 12. tydnu pozorovani. Vysledkem je zrychleny vyvoj.

A. ruta-muraria (zdrojovy) a Asplenium adiantum-nigrum (ovlivnény):
Kultivace byla pozorovana od 4. do 12. tydne. Zpocatku byli objeveni pouze
samci, v 8. tydnu Se zacaly objevovat samice v ovlivnéné trojici, v kontrole az

v tydnu 12. Vysledkem je zrychleny vyvoj (Obr 6).
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Obr. 6: Vysledna reakce ovlivnéného druhu A. adiantum-nigrum v kombinaci se

zdrojovym druhem A. ruta-muraria.

A. ruta-muraria (zdrojovy) a Asplenium onopteris (ovlivnény): Kultivace byla
pozorovana od 4. do 10. tydne. Zpoc¢atku byli objeveni pouze samci, v 8. tydnu
se zacaly objevovat samice i hermafrodité v kontrolni trojici, v ovlivnéné trojici

az v tydnu 10. Vysledkem je zpomaleny vyvoj.

A. ruta-muraria (zdrojovy) a Atyhrium filix-femina (ovlivnény): Kultivace byla
pozorovana od 4. do 8. tydne. Ve 4. tydnu se v kontrolni trojici objevovaly jiz
prvni samice. V ovlivnéné trojici az v 6. tydnu. V 8. tydnu byly pozorovany

pouze sami¢i gametofyty v obou trojicich. Vysledkem je zpomaleny vyvoj.

A. ruta-muraria (zdrojovy) a Dryopteris filix-mas (ovlivnény): Kultivace byla
pozorovana od 4. do 10. tydne. V kontrole se samice objevuji ve 4. tydnu,

V ovlivnéné trojici v 6. tydnu. Vysledkem je zpomaleny vyvoj.

Na fylogenetickém strom& byla zaznamenana reakce vSech taxond
kombinovanych se zdrojovym druhem Asplenium ruta-muraria. Misto Pteridium
aquilinum byla pouzita Onoclea sensibilis jako zastupce antheridiogenového

typu AGPo. Fylogeneticky trend nebyl objeven a A. ruta-muraria nékteré druhy
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neovliviiuje nebo na né pusobi jinym zpisobem nez pomoci antheridiogenu
(Obr 7).

{ Asplenium septentrionale

Asplenium fontanum )(

Asplenium trichomanes X
Asplenium onopteris
{ Asplenium adiantum-nigrum
Asplenium ruta-muraria
I: Athyrium filix-femina
Onoclea sensibilis X

- Dryopteris filix-mas

Ceratopteris richardii

Bazalni leptosporangiatni linie

Druh se vyviji rychleji v reakci
na Asplenium ruta-muraria

Druh se vyviji pomaleji v reakci
na Asplenium ruta-muraria

x Druh nereaguje na
na Asplenium ruta-muraria

Obr. 7: Fylogeneticky strom s druhy testovanymi na Asplenium ruta-muraria.

6 Diskuze

6.1 Routickovy typ antheridiogenu nepotvrzen

V ramci této bakalaiské prace byla ovéfovana piitomnost antheridiogenového
systému u Asplenium ruta-muraria, Ktery byl popsan jedinou studii (Schneller
& Hess 1995). Schneller & Hess (1995) na zakladé svych pozorovani dospéli
k zavéru, ze Asplenium ruta-muraria ma vlastni typ antheridiogenu, ktery
ovliviiuje tvorbu antheridii. V jejich experimentu byly k devét dni staré kultuie
pfidavany dospé€lé hermafroditické gametofyty nebo kousek agaru ze starsi
kultury. Po pfemisténi starSich jedinct zacaly mladsi gametofyty po tfech dnech
produkovat pouze sam¢i gametangia. V piipadé kultury s pfidanym kouskem
agaru trvala reakce o par dni déle a samci gametofyty se vyskytovaly jen

v n¢kolika kultivaénich miskach, a to pouze v blizkosti agaru. Byl navrzen
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predpoklad, ze v takovém piipadé kousek agaru obsahoval nizkou koncentraci
feromonu potiebného k vyvolani reakce (Schneller & Hess 1995). Stejny
vysledek v této bakalaiské praci nebyl objeven a pritomnost antheridiogenu
u Asplenium ruta-muraria se nepotvrdila. V nasem piipadé A. ruta-muraria
antheridiogen netvoftila, odliSnost ve vysledcich mize byt dana rozdily v ramci
druhu jako napf. u Phlebodium aureum, kdy nebyla jednozna¢né potvrzena
odpovéd’ na antheridiogen. Phlebodium aureum v nekterych ptipadech reagovala
na AGPo (Chiou & Farrar 1997), v jinych studiich nikoli (N&f 1956, Voeller
1964). U epifytického druhu Hemionitis palmata byla objevena odlisnost
v odpovédi na antheridiogen mezi populacemi a mezi jedinci v ramci populace,
coz muze souviset s rozmanitosti stanovisté¢ (Ranker 1987). Vysledky testi na
antheridiogen byvaji vramci druhu konzistentni (Hornych et al. 2021), ale
nemusi to tak byt vzdy. V bakalaiské praci byl pozorovan zpomaleny vyvoj,
ktery mize byt vysvétlen plisobenim alelopatickych latek. Latky produkované
star$Simi jedinci pusobi jako inhibitory riistu a snizuji konkurenci ve svém okoli
(Petersen & Fairbrothers 1980, Wagner & Long 1991). Takovy ucinek byl
pozorovan napft. u gametofytt Dryopteris filix-mas (Bell 1958) nebo u sporofyti
Onoclea sensibilis (Bell & Klikoff 1979), které zpomalovaly vyvoj u jinych

druht.

PiedCasna tvorba antheridii byla potvrzena u Onoclea sensibilis, ktera reaguje na
antheridiogen produkovany Pteridium aquilinum. Onoclea sensibilis spontanné
netvoii antheridia a je proto pouzivana k identifikaci antheridiogenové aktivity
jako napt. ve studii Chiou & Farrar (1997). Vyskyt antheridiogenu byl také
prokazan u Anemia phyllitidis pfedCasnou tvorbou antheridii. To se shoduje
S pozorovanim Kultury spor a minimalné meésic starych gametofytd Anemia
phyllitidis (Naf 1959). Schneller & Hess (1995) pouzili ve své praci GAs, ktery
ptidali k Asplenium ruta-muraria po tiech tydnech od vyseti spor. Kyselina
giberelovd GA3 nahrazuje piisobeni AGSc. Nékteré kultury vykazovaly zvlastni
rast, gametofyty byly malé a ani po 20 dnech nebyla pozorovana zadna
gametangia. Dospéli tak k zavéru, Ze Asplenium ruta-muraria nereaguje na
AGSc typ. V této bakalaiské praci nebyl experiment provadén s GAs, ale
s dospélymi gametofyty Anemia phyllitidis. Prvni gametangia se objevila az
Vv 10. tydnu, reakce na AGSc nebyla pozorovana, stejné jako v jiz zminéné studii.

Prvni objev antheridiogenu v rodu Ceratopteris uc¢inil Schedlbauer & Klekowski
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(1972). Rod Ceratopteris je skupina vodnich kapradin srychlym zivotnim
cyklem a nejvétsimi sporami z homosporickych kapradin (Hickok et al. 1995).
Gametofyty v jejich kultufe s Ceratopteris thalictroides zpocatku vytvarely
hermafrodity a samce, z nichz se poté staly také hermafrodité (Schedlbauer
& Klekowski 1972). V nami péstované kultufe Ceratopteris richardii se
Vv kontrole objevily také sami¢i gametofyty. Dospélé gametofyty v ovlivnéné
trojici byly pravdépodobné mrtvé a nevyluCovaly antheridiogen, proto se
vyskytovalo samci pomémé malo a brzy se staly vSechny gametofyty
hermafroditickymi, jak uvadi Cheruiyot (2009) a Ganger et al. (2015). Starsi
hermafroditické gametofyty S dobfe vyvinutym lateralnim meristémem vylucuji
antheridiogen a tim vyviji a udrzuji tvorbu samct. Jakmile je zdroj
antheridiogenu dodavan v malé davce nebo odstranén jsou samci preménéni
v hermafrodity a zacinaji produkovat vlastni antheridiogen (Cheruiyot 2009,
Ganger et al. 2015). Produkce antheridiogenu je u rodu Ceratopteris vyhodna
Z hlediska vyssi tvorby jednopohlavnych gametofytt, hojnosti saméich gamet ve

vodnim prostiedi a podpory ktizeni.

6.2 Asplenium ruta-muraria ve tmé neklici

Dulezitym faktorem ke kli¢eni vytrust kapradin je pfitomnost svétla. Nékteré
druhy jsou schopny vyklicit 1 ve tm¢. Ve svrchni vrstvé pudy se nachazi mnoho
zivotaschopnych spor, které jsou aktivovany ke kliceni antheridiogenem.
Z vyklicenych spor se stanou samci nesouci Spermatozoidy, tim zvysi
pravdépodobnost outcrossingu a podpofi variabilitu v populaci (Raghavan 1989,
Weinberg & Voeller 1969, Schneller 1988). Napiiklad Chiou and Farrar 1997
testovali vliv antheridiogenti na klic¢eni ve tmé u ¢eledi Polypodiaceae: kultiva¢ni
misky byly zabaleny do alobalu, umistény ve tmé a po mésici rozbaleny, stejné
jako v naSem ptipad¢ s 12-polickovou miskou s Asplenium ruta-muraria. Druhy
z ¢eledi Polypodiaceae klicily ve tmé a produkovaly antheridia zejména pod
vlivem Pteridium aquilinum (Chiou & Farrar 1997). Ke kli¢eni ve tm¢ dochazi
i u spor Pteridium aquilinum, Dryopteris filix-mas, Athyrium filix-femina a
Anemia phyllitidis. Po pfeneseni na svétlo se zacinaji tvofit zelené gametofyty
(Schneller 1979, Schneller et al. 1990). Kli¢eni spor ve tmé je pomérné dobrym
indikatorem reakce na antheridiogen, u Asplenium ruta-muraria ale nedoslo
k vykli¢eni spor ve tmé ani po dvou mésicich. Spory zacaly klicit az nasledné na

svétle, coz znamena, Ze spory byly schopné klicit, ale nebyly ve tmé pomoci
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antheridiogeni aktivované. Presto antheridiogen neni jedinym faktorem
ovliviiyjicim kli¢eni ve tmé, nekteré druhy mohou vykliCit i bez né&j, napf.
Pteridium aquilinum spontanné vykli¢i ve tm¢ i bez pfitomnosti feromonu

(Weinberg & Voeller 1969), proto je dilezita kontrola.

6.3 Asplenium ruta-muraria alelopaticky ovliviiuje

nékteré druhy

V bakalafské praci bylo testovano sedm druhG ze tii cCeledi, které byly
kombinovany s druhem bazickych skal Asplenium ruta-muraria. A. trichomanes
obyvad podobna stanovisté a Vv pocetnych populacich se muize vyskytovat
i spole¢né s A. ruta-muraria (Pangua et al. 2003). V kultufe nebyla pozorovana
zadna reakce A.trichomanes na star$i gametofyty A. ruta-muraria. Ve studii
(Dopp 1959) se neprojevila zadna reakce A. trichomanes ani na AGPo.
V bakalatrské praci nereagovalo ani A. fontanum, ktery zpocatku v kultivaci
Spatné¢ rostl. Dryopteris filix-mas a Athyrium filix-femina byly dalSimi
zkoumanymi druhy v této praci. Je znamo, ze v téchto druzich indukuje tvorbu
antheridii i temné kli¢eni spor antheridiogen AGPo, objeveny poprvé u Pteridium
aquilinum (D6pp 1950). Oba druhy reaguji na jedince stejného druhu a mohou
se ovliviiovat navzajem (Schneller 1979, 1988). To je dikaz, ze antheridiogen
mize ovliviiovat i druhy z jinych ¢eledi. Athyrium filix-femina i Dryopteris filix-
mas reagovali na dospélé gametofyty Asplenium ruta-muraria zpomalenym
vyvojem, coz muize byt disledek alelopatickych latek vylu¢ovanych dospélymi
jedinci. Zpomaleny vyvoj v ovlivnénych trojicich byl pozorovan také
u A. onopteris. Naopak zrychleny vyvoj vsamice u A. adiantum-nigrum
a A. septentrionale byl piekvapujici. Zejména vysledek u A. septentrionale, kdy
v prub¢hu kultivace byly v kontrolni trojici pouze samci a ani jednou samiéi

gametofyty, mize byt dilem nahody.

Podle soucasné studie pouziva antheridiogeny celkem 64,5 % z 208 zkoumanych
druhtt (Hornych et al. 2021). Stale neznama zlstava chemicka struktura
nékterych typi antheridiogenti. Nékolik studii naznacuje podobnost s gibereliny,
které mohou nahradit antheridiogen a vyvolat kli¢eni ve tmé (Yamane 1998, Naf
et al. 1975, Attalah & Banks 2015). Kromé chemické struktury antheridiogend je

tieba vénovat vice pozornosti i alelopatickym latkdm pfi dalSich studiich.

23



[ Zavér

1. Kultivaci byla zjisténa pfitomnost antheridiogenového systému u Anemia
phyllitidis, Ceratopteris richardii a Pteridium aquilinum. Porovnanim s hlavnimi
typy antheridiogend bylo zjisténo, ze nami testovany Asplenium ruta-muraria
nema vlastni antheridiogen, vysledky se ale li§i vramci druhu. Nedoslo k
ovlivnéni mladSich gametofyti a ¢asnéjsi tvorb¢ antheridii. Reakce mladych
gametofytta Asplenium ruta-muraria na dospélce vlastniho druhu je jina nez u
zavedenych typt antheridiogent. Asplenium ruta-muraria v kultivaci vlastniho
druhu reagovala zpomalenym vyvojem v samice. Zpomaleny vyvoj by mohl byt

vysvétlen alelopatickymi latkami, které dospéli jedinci druhu vylucuyi.

2. Vyvolat Kliceni spor ve tmé je jednou ze schopnosti antheridiogenu. Spory
Asplenium ruta-muraria po nevyklicily ve tm¢ ani po dvou mésicich. Umisténim
kultivacni misky na svétlo zacaly spory kli¢it v zelené¢ gametofyty. Tim se

potvrdilo, Ze nami testovana A. ruta-muraria antheridiogeny netvofi.

3. Druhy z ¢eledi Aspleniaceae, Dryopteridaceae a Athyriaceae vykazuji odlisné
reakce v pfitomnosti ovliviiujiciho gametofytu Asplenium ruta-muraria. Druhy
byly oznafeny jako nereagujici neboli necitlivé na routiCkovy typ
antheridiogenu, n¢které¢ druhy vykazuji zpomaleny nebo zrychleny vyvoj
gametangii V pfitomnosti ovliviiujiciho gametofytu. Na zéklad¢ vytvoiené¢ho
fylogenetického stromu neni ziejmy zadny trend vyvoje. Nelze vyloucit, ze Cast

vysledki zpisobily ndhodné vlivy.

8 Seznam pouzitych zdroji

Andersson-Kotto 1. (1929): A genetical investigation in Scolopendrium vulgare.
- Hereditas 12: 109-178.

Atallah N. M. & Banks J. A. (2015): Reproduction and the pheromonal regulation

of sex type in fern gametophytes. - Frontiers in Plant Science 6: 1-6.

Atkinson L. R. & Stokey A. G. (1964): Comparative morphology of the
gametophyte of homosporous ferns. - Phytomorphology 14: 51-70.

Bell P. R. (1958): Variations in the germination-rate and development of fern

spores in culture. - Annals of Botany 22: 503-511.

24



Bell S. & Klikoff L. G. (1979): Allelopathic and autopathic relationships among
the ferns Polystichum acrostichoides, Polypodium vulgare, and Onoclea
sensibilis. - American Midland Naturalist 102: 168-171.

Campbell D. H. (1892): On the prothallium and embryo of Osmunda claytoniana
L. and O. cinnamomea L. - Annals of Botany 6: 49-94.

Cheruiyot D. J. & Schwartz B. W. (2007): Conversion of male gametophytes to
hermaphrodites in the fern Ceratopteris richardii. - BIOS 78: 58-61.

Chiou W.-L. & Farrar D. R. (1997): Antheridiogen production and response in
Polypodiaceae species. - American Journal of Botany J Bot 84: 633-640.

Corey E. J., Myers A. G., Takahashi N., Yamane H. & Schraudolf H. (1986):
Constitution of antheridium-inducing factor of Anemia phyllitidis. - Tetrahedron
Letters 27: 5083-5084.

Davidonis G. H. & Ruddat M. (1973): Allelopathic compounds, thelypterin A
and B in the fern Thelypteris normalis. - Planta 111: 23-32.

DeSoto L., Quintanilla L. G. & Méndez M. (2008): Environmental sex
determination in ferns: effects of nutrient availability and individual density in

Woodwardia radicans. - Journal of Ecology 96: 1319-1327.

Dopp W. (1950): Eine die Antheridienbildung bei Farnen férdernde Substanz in
den Prothallien von Pteridium aquilinum (L.) Kuhn. - Berichte der Deutschen
Botanischen Gesellschaft 63: 139-147.

Dépp W. (1959): Uber eine hemmende und eine fordernde Substanz bei der
Antheridienbildung in den Prothallien von Pteridium aquilinum. - Berichte der
Deutschen Botanischen Gesellschaft 72: 11-24.

Dopp W. (1962): Weitere Untersuchungen iiber die Physiologie der
Antheridienbildung bei Pteridium aquilinum. - Planta 58: 483-508.

Fernandez H. & Revilla M. A. (2003): In vitro culture of ornamental ferns. - Plant
Cell, Tissue and Organ Culture 73: 1-13.

Ganger M. T., Girouard J. A., Smith H. M., Bahny B. A., & Ewing S. J. (2015):
Antheridiogen and abscisic acid affect conversion and ANI1 expression in

Ceratopteris richardii gametophytes. - Botany 93: 109-116.

25



Grusz A. L. (2016): A current perspective on apomixis in ferns. - Journal of
Systematics and Evolution 54: 656-665.

Hamilton R. G. (1989): Too many thoughts, too few observations? - Evolutionary
Trends in Plants 3: 7-8.

Hamilton R. G. & Lloyd R. M. (1991): Antheridiogen in the wild: The
development of fern gametophyte communities. - Functional Ecology 5: 804-
809.

Haufler C. H. (2002): Homospory 2002: An odyssey of progress in pteridophyte
genetics and evolutionary biology. - BioScience 52: 1081-1093.

Haufler C. H. & Welling C. B. (1994): Antheridiogen, dark spore germination,
and outcrossing mechanisms in Bommeria (Adiantaceae). - American Journal of
Botany 81: 616-621.

Haufler C. H., Pryer K. M., Schuettpelz E., Sessa E. B., Farrar D. R., Moran R.,
Schneller J. J., Watkins J. E., & Windham M. D. (2016): Sex and the single
gametophyte: revising the homosporous vascular plant life cycle in light of

contemporary research. - BioScience 66: 928-937.

Hickok L. G., Warne T. R., & Fribourg R. S. (1995): The biology of the fern
Ceratopteris and its use as a model system. - International Journal of Plant
Sciences 156: 332-345.

Hornych O. (2020): Reproduction and hybridization in ferns. Ceské Budg&jovice.

Disertace. JihoCeska univerzita, Pfirodovédecka fakulta.

Hornych O., Testo W. L., Sessa E. B., Watkins J. E., Campany C. E., Pittermann
J., & Ekrt L. (2021): Insights into the evolutionary history and widespread

occurrence of antheridiogen systems in ferns. - New Phytologist 229: 607-619.

Huang Y.-M., Chiou H.-M., & Chiou W.-L. (2004): Density affects gametophyte
growth and sexual expression of Osmunda cinnamomea (Osmundaceae:
Pteridophyta). - Annals of Botany 94: 229-232.

Klekowski E. J. (1969): Reproductive biology of the Pteridophyta. I1. Theoretical

considerations. - Botanical Journal of the Linnean Society 62: 347-359.

26



Klekowski E. J. (1973): Sexual and subsexual systems in homosporous
pteridophytes: A new hypothesis. - American Journal of Botany 60: 535-544.

Klekowski E. J., Jr. & Lloyd R. M. (1968): Reproductive biology of the
Pteridophyta 1. General considerations and a study of Onoclea sensibilis L. -
Botanical Journal of the Linnean Society 60: 315-324.

Korpelainen H. (1994): Growth, sex determination and reproduction of
Dryopteris filix-mas (L.) Schott gametophytes under varying nutritional
conditions. - Botanical Journal of the Linnean Society 114: 357-366.

Korpelainen H. (1996): Intragametophytic selfing does not reduce reproduction
in Dryopteris filix-max. - Sex Plant Reproduction 9: 117-122.

Liu H.-M., Dyer R. J., Guo Z.-Y., Meng Z., Li J.-H., & Schneider H. (2012): The
evolutionary dynamics of apomixis in ferns: A case study from Polystichoid
ferns. - Journal of Botany 2012: 1-11.

Mehltreter K., Walker L. R., & Sharpe J. (Eds). (2010): Fern ecology. -
Cambridge University Press, Cambridge; New York.

Miller J. H. (1968): Fern gametophytes as experimental material. - Botanical
Review 34: 361-440.

Murashige T & Skoog F. (1962): A revised medium for rapid growth and bio

assays with tobacco tissue cultures. - Physiologia Plantarum 15: 473-497.

Naf U. (1956): The demonstration of a factor concerned with the initiation of

antheridia in polypodiaceous ferns. - Growth 20: 91-105.

Naf U. (1959): Control of antheridium formation in the fern species Anemia
phyllitidis. - Nature 184: 798-800.

Naf U. (1966): On dark-germination and antheridium formation in Anemia
phyllitidis. - Physiologia Plantarum 19: 1079-1088.

Naf U., Nakanishi K., & Endo M. (1975): On the physiology and chemistry of

fern antheridiogens. - Botanical Review 41: 315-359.

Pangua E., Quintanilla L. G., Sancho A., & Pajaron S. (2003): A comparative
study of the gametophytic generation in the Polystichum aculeatum group
(Pteridophyta). - International Journal of Plant Sciences 164: 295-303.

27



Petersen R. L. & Fairbrothers D. E. (1980): Reciprocal allelopathy between the
gametophytes of Osmunda cinnamomea and Dryopteris intermedia. - American
Fern Journal 70: 73-78.

PPG 1. (2016): A community-derived classification for extant lycopods and ferns.
- Journal of Systematics and Evolution 54: 563-603.

Pringle R. B. (1961): Chemical nature of antheridiogen-A, a specific inducer of
male sex organ in certain fern species. - Science 133: 284.

Raghavan V. (1989): Developmental biology of fern gametophytes. - Cambridge

University Press, Cambridge; New York.

Ranker T. A. (1987): Experimental systematics and population biology of the
fern genera Hemionitis and Gymnopteris with reference to Bommeria. Ph.D.

dissertation, University of Kansas, Lawrence.

Ranker T. A. & Haufler C. H. (2008): Biology and Evolution of Ferns and
Lycophytes. - Cambridge University Press, Cambridge; New York.

Sessa E. B., Testo W. L., & Watkins J. E. (2016): On the widespread capacity
for, and functional significance of, extreme inbreeding in ferns. - New
Phytologist 211: 1108-11109.

Schedlbauer M. D. & Klekowski E. J. (1972): Antheridogen activity in the fern
Ceratopteris thalictroides (L.) Brongn. - Botanical Journal of the Linnean
Society 65: 399-413.

Schneller J. J. (1979): Biosystematic investigations on the lady fern (Athyrium
filix-femina). - Plant Systematics and Evolution 132: 255-277.

Schneller J. J. (1988): Spore bank, dark germination and gender determination in
Athyrium and Dryopteris: results and implications for population biology of
Pteridophyta. - Botanica Helvetica 98: 77-86.

Schneller J. J., Haufler C. H. & Ranker T. A. (1990): Antheridiogen and natural
gametophyte populations. - American Fern Journal 80: 143-152.

Schneller J. J. & Hess A. (1995): Antheridiogen system in the fern Asplenium
ruta-muraria (Aspleniaceae; Pteridophyta). - Fern Gazette 15: 64-70.

28



Schraudolf H. (1962): Die Wirkung von Phytohormonen auf Keimung und
Entwicklung von Farnprothallien. 1. Auslosung der Antheridienbildung und
Dunkelkeimung bei Schizaeaceen durch Gibberellinsdure. - Biologisches
Zentralblatt 6: 731-740.

Scott R. J. & Hickok L. G. (1987): Genetic analysis of antheridiogen sensitivity
in Ceratopteris richardii. - American Journal of Botany 74: 1872-1877.

Stokey A. G. (1942): Gametophytes of Marattia sambucina and Macroglossum
smithii. - Botanical Gazette 103: 559-569.

Stokey A. G. (1951): The contribution of the gametophyte to classification of the
homosporous fern. - Phytomorphology 1: 39-58.

Stokey A. G. & Atkinson L. R. (1956): The gametophyte of the Osmudaceae. -
Phytomorphology 6: 19-40.

Takeno K. & Furuya M. (1975): Bioassay of antheridiogen in Lygodium

japonicum. - Development, Growth and Differentiation 17: 9-18.

Takeno K. & Furuya M. (1987): Sporophyte formation in experimentally-
induced unisexual female and bisexual gametophytes of Lygodium japonicum. -
Botanical Magazine Tokyo 100: 37-41.

Testo W. L., Watkins J. E., & Barrington D. S. (2015): Dynamics of
asymmetrical hybridization in North American wood ferns: reconciling patterns
of inheritance with gametophyte reproductive biology. - New Phytologist 206:
785-795.

Twiss E. M. (1910): The prothallia of Anemia and Lygodium. - Botanical Gazette
49: 168-181.

Voeller B. R. (1964): Antheridiogens in ferns. - In Regulateurs Naturels de la

Croissance Vegetale. Gif-sur-Yvette, Paris, France: 665-684.

Wagner H. B. & Long K. E. (1991): Allelopathic effects of Osmunda
cinnamomea on three species of Dryopteris. - American Fern Journal 81: 134-
138.

Ward M. (1954): Fertilization in Phlebodium aurem. J. Sm. - Phytomorphology
4:1-17.

29



Weinberg E. & Voeller B. (1969): External Factors Inducing Germination of Fern
Spores. - American Fern Journal 59: 153-167.

Willson M. F. (1981): Sex expression in fern gametophytes: Some evolutionary
possibilities. - Journal of Theoretical Biology 93: 403-409.

Yamane H. (1998): Fern antheridiogens. - In International Review of Cytology
184: 1-32.

30



9 P¥ilohy

Piiloha 1: Souhrnny pichled vsech vzorkl pouzitych v bakalaiské praci véetné mista sbéru nebo zaslani spor.

Species Locality/Source GPS coord Coll. Collector Voucher Note
date
Anemia phyllitidis Spore Exchange of AFS 2019-09 Aikins, B.
Asplenium ruta- ) . . 49°56'45.299"N, | 2020-08-
muraria CZE: Kutna Hora, wall in town 15°15'22.768"F 03 Hornych, O. CBFS 9708
CZE: Hradek u Znojma, obvodova ) e .
Asplenium zed” komplexu rotundy sv. Oldfichaa | 48°46'18.000"N, | 2019-00- herb. L. Ekit | FerDa: 542; field ID. 19-74;
» . o1 o1 " Ekrt, L. 7116; CBFS | duplikat v MJ; celkem ca 78
fontanum kostela sv. Petra a Pavla pii JZ okraji 16°16'2.000"E 22 9713 o $1cvch trse
obce 71 raznovekych trst
. ESP: Deba, along forest path in forest o1 " . FerDa: 503; spores well
_Asplenlu_m ca 2.1 km ENE of the church in the 430 17,45'000,, N, | 2013-06 Ekrt, L. herb. L. Ekrt developed of tetraploid size
adiantum-nigrum 2°19'38.000"W 23 7275
Deba town ca 40 um
Asplenium ;o , Hornych, O.;
. CZE: Dolni Ttebonin, rocky outcrop 48°52'25.705"N, | 2020-07- Y e .
trlchqmanes subsp. in the Vitava valley 14°31'53 816"E 29 Cernochova, CBFS 9711 ploidy: 2x (spores)
trichomanes L.
Asplenium CZE: Kutna Hora, rocky outcrop in 49°56'9.872"N, | 2020-08-
septentrionale Vrchlice valley 15°15'41.690"E 01 Homych, O. CBFS
. GRC: Island of Scopelos, Glossa, o1t 1 herb. L. Ekrt
Asplenium slope above road ca 1,5 km ENE of | oo 1045, I"N, | 2019-08- | ;.0 Jq0va K. | 7127: CBFS fiel ID 1K
onopteris 023°38'07,1"E 16
the town centrum 9712
. - CZE: Hlaviiov, okoli jeskyné 0! " - Tel&
Athyrlum filix- Kovarna, ca 420 m JZZ od vrcholu 50°33'45.292"N, 2010 Ekrt, L. CBES 9709 CZE: Tel¢, in garden cult. 23
femina S 16°16'14.089"E
Supi hnizdo (702 m)
Ceratopteris Carolina Biological Supplied Ordered
richardii Company 2020-05
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herb. L. Ekrt CZE: Tel¢, in garden cult. 27,
Dryopteris filix- CZE: Stozec, v rezervaci Stozec asi 48°52'0.000"N, L

i spocitany chromozomy
mas 750 m V od vrcholu kopce Stozec 13°49'0.000"E 2005 Bkrt, L. 3853’7%3':8 (2n=164) - V. Jarolimova v r.
2007

CZE: Hejnice, Ferdinandov: ca 570 m 50°52'9.137'N, | 2020-07-

Onoclea sensibilis SZ ,Od rozcesti Fe':'rdmandov, okraj 15°9'57 240"E 05 Vejvodova, K. | CBFS 8998
lesni cesty na kraji obce, u arboreta
Pteridium . 49°36'24.5"N, .
aquilinum CZE: Sykovec 16°2'0. 4"E 2020-09 | Hornych, O.

32




