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Abstrakt

Rostliny, které sviij metabolismus ptizplsobily Zivotu na pidach obsahujicich
tézké kovy, jsou vhodnymi kandidaty pro studium lokélnich adaptaci. Ackoliv pady
obsahujici té¢zké kovy a rostliny, které¢ na nich rostou, pfitahuji pozornost botanikd uz
nckolik desitek let, neexistuje dostatecny pocet studii, které by se zabyvaly ekologicko-
evolu¢nimi otdzkami souvisejicimi s pre-adaptaci rostlin na tyto naro€né podminky.

Tato prace se zabyva druhem Minuartia verna, jez zahrnuje populace rostouci na
dilnich vysypkach, populace rostouci na hadci a populace rostouci na netoxickych
substratech. Lokalni adaptace a pre-adaptace byly studovdny pomoci recipro¢niho
kultivacniho experimentu zahrnujiciho populace, které reprezentuji kazdou ze tii vySe
zminénych skupin. U rostlin bylo sledovano né€kolik vegetativnich a generativnich znakd,
ze kterych byla vypoctena fitness rostlin. Z porovnani métenych znaki a fitness rostlin
mezi populacemi a piidami, ve kterych rostliny byly péstovany vyplyva, Ze nemetaliferni
populace nejsou pre-adaptovany pro rast v pudach kontaminovanych tézkym kovy
v disledku t€zby. VSechny populace vSak dobfe prospivaly v hadcové pid¢, coz znamena
ze jsou geneticky adaptovany na hadcovy substrat. Metaliferni populace prospivaly ve
vSech typech metalifernich piid, ale dv€ z nich mély horsi fitness v jedné z vapencovych
pud nez v metalifernich ptidach. Z analyzy obsahu kovii v rostlinach vyplyva, ze se jedna
o vylucovace Ni a Pb, koncentrace téchto kovli v kotfenech byly vétsi nez v listech.
V ptipadé téchto dvou kovii byly pozorovany podobné trendy v akumulaci napfi¢ vSemi
populacemi. Mnozstvi absorbovaného Zn v kofenech nemetalifernich rostlin bylo
v ptdach s vysokym mnozstvim Zn vétsi nez u rostlin metalifernich populaci, coz miize
vypovidat o chyb¢jici adaptaci téchto populaci k vysokym koncentracim Zn v pade.

Vysledky naznacuji, Ze by celd linie zahrnujici nizinné populace stfedni Evropy
byla pre-adaptovana na hadcovy substrat a metaliferni populace rostouci na vysypkach se

adaptovaly na pldy s t€Zkymi kovy aZ b&hem jejich kolonizace.
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Abstract

Plants that have adapted their metabolism to life in soils containing heavy metals
are suitable candidates for studying local adaptation. Although soils containing heavy
metals and the plants that grow in them have attracted the attention of botanists for several
decades, there is a lack of studies that address the ecological-evolutionary questions
related to the pre-adaptation of plants to these challenging conditions.

This work focuses on the species Minuartia verna, which includes populations
growing in mine dumps, populations growing in serpentinite, and populations growing in
non-toxic substrates. Local adaptation and pre-adaptation were studied using a reciprocal
experiment involving populations representing each of the three aforementioned groups.
I measured several vegetative and generative plant traits, fitness was then calculated based
on these traits. A comparison of plant fitness of the populations grown in different soils
suggests that non-metallicolous populations are not pre-adapted to grow in soils
contaminated with heavy metals. However, all populations thrived well in serpentine soil,
indicating a genetic adaptation to this substrate. The analysis of metal content in plants
indicates that they function as excluders of Ni and Pb, with higher concentrations of these
metals found in the roots compared to the leaves. Similar trends in accumulation of these
two metals were observed across all populations. The amount of absorbed Zn in the roots
of non-metallocolous plants was greater in soils with high Zn content compared to plants
from metallicolous populations, which might suggest a lack of adaptation in these
populations to high Zn concentrations in the soil.

The results suggest that the entire lineage including lowland Central European
populations may have been pre-adapted to serpentine substrates. These metallicolous
populations growing in mine tailings possibly adapted to heavy metal-rich soils later

during that colonization.
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1. Uvod

Zména podminek prostiedi je jedna z Castych situaci, se kterou se organismy musi
vyporadat. Zivogichové schopni pohybu mohou jednoduse nevhodné prostiedi opustit
a presunout se do prosttedi ptiznivejsiho, pokud takové v dostupné vzdalenosti existuje.
Ptikladem mohou byt st€hovavi ptaci, ktefi na zimu odlétaji do jinych Casti svéta, kde je
pro n¢ v tuto dobu piijatelnéjsi klima. Rostliny se vSak vyznacuji sesilnim zplisobem
zivota a jejich migracni rychlost je velmi omezena, proto se musi zménam prostiedi
ptizplsobit. Ty, které se neptizplsobi, nejspiSe vyhynou. Adaptace na nové nebo ménici
se prostedi je tedy kli¢ovym mechanismem evoluce rostlin (Davis, Shaw & Etterson,
2005).

Jednim ze zptsobli adaptace rostlin na rtizné podminky je fenotypova plasticita,
kdy rostlina se stejnym genotypem dokaze vytvaret rizné fenotypy v zavislosti na
prostfedi, ve kterém se nachazi (Bradshaw, 1965; Schlichting & Levin, 1986). V jiném
piipad¢ mize dlouhodoby a vyrazny tlak prostredi vést az k adaptaci rostlin na konkrétni
nové podminky. Dochdzi ke zménam genetické informace, které se odrazi ve vlastnostech
vedoucich ke zvySeni biologické zdatnosti (fitness) rostlin ve vlastnim prostiedi
v porovndnim s cizim prostfedim a domaci genotyp je proto ve vyhodé oproti genotypu
z cizi oblasti; tento proces se nazyva lokalni adaptace (Kawecki & Ebert, 2004). Na
druhou stranu vSak adaptované rostliny mohou ztratit schopnost prosperovat v ptivodnim
prostiedi tzv. trade-off (Hereford, 2009). Pravé tato dédi¢na fenotypova diferenciace mezi
populacemi ptitahuje pozornost evolucnich biologli uz po desetileti.

Vyrovnani se s biotickymi a abiotickymi faktory prostiedi umoznilo nékterym
rostlindm obyvat nehostinna mista a s nimi spojené¢ extrémni podminky prostiedi
zahrnujici naptiklad teplotu (Griffith et al., 2007; Wang et al., 2016), dostupnost
a mnozstvi vody (Knight et al., 2006; Giménez-Benavides et al., 2007), slune¢ni zatfeni
(Eshel et al., 2017; Huarancca Reyes et al., 2020) ¢i chemické slozeni ptidy (MacNair,
1983; Babst-Kostecka et al., 2016; Bisschop et al., 2019). Studium téchto adaptaci mize
pfinést zajimavé informace s ohledem na ménici se klima nebo na zménu prostfedi vlivem
pramyslu (Davis, Shaw & Etterson, 2005; Flowers & Colmer, 2015), které 1ze uplatnit
v zemédélstvi nebo ochrané pfirody. V budoucnu nadm ziskané informace umozni 1épe
piedpovidat chovani rostlin s ohledem na nahlé zmény prostiedi souvisejici predevsim

s lidskou ¢innosti a my budeme schopni na tyto zmény rychleji a vhodnéji reagovat.
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1.1 Adaptace rostlin na ptidy obsahujici tézké kovy!

Pro moji diplomovou praci jsem si vybrala pfitomnost toxickych kovl v ptidé jako
hlavni faktor, se kterym se rostliny musi vypotadat, jelikoz stanovi§té bohatd na obsah
tézkych kovl se fadi mezi jedny z nejextrémnéjsich prostiedi pro rust rostlin. V téchto
podminkach dokdzou pfezit a rozmnozovat se pouze rostliny, které dokazaly svij
metabolismus adaptovat takovym zplsobem, aby se vyrovnaly s pfitomnosti iontl
tézkych kovl ve svych pletivech. Také se vSak musely pfizplisobit i na dalsi neptiznivé
abiotické¢ faktory téchto prostiedi, zejména na nedostatek vody a vysoké teploty
(Rajakaruna, 2018). Ackoliv fada kovll spada mezi stopové prvky (Co, Cu, Fe, Mn, Mo,
Ni a Zn), které jsou pro rist a vyvoj rostlin nezbytné, neumi si vétSina rostlin s vySSim
mnozstvi téchto prvki v ptidé poradit, takZe se pro rostliny stavaji toxické. Dalsi tézké
kovy, jako je naptiklad Al, Cd, Cr, Hg a Pb jsou pro rostliny toxické i ve velmi malych
koncentracich (Ernst, 2006; Singh,Kumar & Agarwal, 2013).

Nékteré pudy pfirozené obsahuji vysSi koncentrace urcitych tézkych kovi
v disledku geologickych procesii a geologického sloZzeni dan¢ho uzemi. Jako ptiklad
mohou byt zminény oblasti s vulkanickou ¢innosti (Wang et al., 2020), oblasti tvofené
podlozim z ¢erné bridlice (Peng et al., 2004) nebo hadce (Proctor & Woodell, 1975).
Casto se viak mizeme s tézkymi kovy v ptidé setkat jako disledek zne&isténi spojeny
s lidskou ¢innosti zahrnujici t€zbu a zpracovani rud, pouzivani chemikalii v zemédélstvi
nebo nespravné zpracovani odpadu (Duruibe, Ogwuegbu & Egwurugwu, 2007; Huang et
al., 2007). Dale se budu podrobnéji zabyvat oblastmi s hadcovym podlozim a dilnimi

oblastmi.

1.1.1 Hadce a vysypKky jako ostrovy tézkych kovi

Hadec je z biologického hlediska tmava hornina, kterd vznika pfeménou
(serpentinizaci) bazickych a ultrabazickych vyvielych hornin obsahujicich predevsim
mineraly olivin, amfibol nebo hofecnaté pyroxeny. Pfi procesu pfemény dochdzi za
vysokého tlaku a relativné nizkych teplot (nejcastéji do 500 °C) k hydrataci plivodni

horniny a minerdli za vzniku hadce, plvodni mineradly jsou nahrazeny skupinou

! Jako t€7ké kovy zde budou oznaGovany potencialné toxické prvky jako hlinik, (Al), arsen (As), kadmium
(Cd), kobalt (Co), chrom (Cr), mé&d’ (Cu), zelezo (Fe), rtut’ (Hg), mangan (Mn), molybden (Mo), nikl (Ni),
olovo (Pb), cin (Sn) nebo zinek (Zn).



serpentin(i’, magnetitem, brucitem, mastkem a dal$imi méné zastoupenymi mineraly
(Proctor & Woodell, 1975; Moody, 1976; Harrison & Rajakaruna, 2011; Evans, Hattori
& Baronnet, 2013).

Stejné jako existovala riiznorodost a rozdilny obsah mineralt ptivodnich hornin,
tak se 1 hadce mezi sebou mohou lisit v chemickém sloZeni. Hlavni sloZkou je vodnaty
kifemicCitan hote¢naty (Mg3zSioO5(OH)s), dale zde mtize byt proménlivy obsah Zeleza
a v malém mnozstvi je zde zastoupen i nikl, chrom a kobalt (Whittaker, 1954; Oze, 2004;
Brady et al., 2005). Rostliny rostouci na hadci se kromé pfitomnosti iontd tézkych kovt
musi potykat s dalsi vyzvou, v piid¢ se nachazi nékolikanasobné vyssi mnozstvi hotciku
ve srovnani s vapnikem (Ca/Mg < 1), coz je piesn¢ opak toho, s ¢im se setkavame
u béznych pid. DalSim dualezitym faktorem je nedostatek makrozivin, jako je dusik,
fosfor a draslik (Walker, Walker & Ashworth, 1955; Proctor & Woodell, 1975).

Kromé chemickych specifik téchto lokalit hraji roli i fyzikalni faktory, vcetné
mnohdy ¢lenitého terénu, sucha zptisobeného vysokou propustnosti substratu a vyparem
vody z povrchu pidy, ke kterému zde dochazi v disledku tidké vegetace. Oteviena
vegetace téchto biotopl dale vystavuje rostliny intenzivnimu slune¢nimu zafeni a na
strmych svazich dochdzi k Casté erozi. Vyznamné jsou i teplotni vykyvy, tmava barva
horniny zpisobuje piehiivani substratu za slune¢ného pocasi, naopak v noci rychle
vychladne (Whittaker, 1954; Proctor & Woodell, 1975).

Souhrn abiotickych (chemickych a fyzikalnich) a biotickych podminek, které na
hadcovych lokalitich panuji byva oznacovan jako ,hadcovy syndrom* (Jenny, 1980).
U rostlin adaptovanych k hadcovému prostiedi se setkdvame s ¢astymi morfologickymi
zmeénami oproti rostlinam téhoz druhu rostoucim v netoxickém prostiedi. Prikladem
téchto zmén mohou byt xeromorfni listy, které jsou malé, siv€é zbarvené, husté¢ odéné,
nebo naopak lysé¢, aby zabranily odparu vody a chranily rostlinu pted herbivory. Dale je
u rostlin pozorovan celkové mensi vzriist zptusobeny nedostatkem vody a Zivin, které
pfijimaji pomoci vyvinutéjSiho kofenového systému (Brady et al., 2005). Tento trend je
vyrazny hlavné v oblastech s teplym klimatem s nizkymi thrny srazek. Mensi rozdil mezi
hadcovou a nehadcovou vegetaci je pozorovan v chladnéjSich klimatickych podminkéch,

které nejsou nachylné k vysychani (Teptina et al., 2018).

2 Skupinou serpentind jsou oznacovany ptibuzné mineraly vniklé serpentinizaci, jejich chemické sloZeni je
dano obecnych vzorcem X,.3S1,05(OH)4 kdy X = Mg, Fe, Ni, Mn nebo Zn. Mezi nejvyznamné;jsi mineraly
serpentint spadaji antigorit, lizardit a chrysotil (Moody, 1976).



Hadce miZzeme nalézt po celém svéte, tvofi zhruba jedno procento zemského
povrchu (D’Amico et al., 2015), ale vyskytuji se spiSe jako jednotlivé rozptylené
ostrivky, které netvoii objemna rozsahlad télesa. Kazdd hadcova hornina je vSak
specifickd, kromé rtizného chemického sloZeni se 1isi také klimatickymi podminkami na
daném tzemi, geomorfologii povrchu a hloubkou pidy (Harrison & Rajakaruna, 2011).
Hadcové oblasti mame i v Cesku, nejznaméjsi je hadec tvotici Mohelenskou hadcovou
step na jihozapadni Moravé (Obrazek 1), nejrozsahlejsi hadcovou oblasti jsou

Mnichovské hadce ve Slavkovském lese.

Obrazek 1: Mohelenska hadcova step; fotografie: Tereza Koberova

Pidy s neobvykle vysokymi koncentracemi tézkych kovii mizeme nalézt také na
stanovistich, které vznikly v disledku té¢zby rudy (Obrazek 2). Tézebni a dilni ¢innost
probiha na Zemi uz po nékolik staleti a mé za nasledek odkryvani podlozi a diky vyvazené
hlusing také distribuci tézkych kovia (napiiklad As, Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb nebo Zn) do
okolni krajiny, pfi¢emz zastoupeni kovli v pudé zavisi na lokalnim podlozi (Antonovics,
Bradshaw & Turner, 1971). Bylo zjisténo, Ze potencidl kontaminace pudy tézZkymi kovy
je vyssi pii tézbé a zpracovani rud nezli pti pouhém odkryvani kovonosnych rud erozi
(Duruibe, 2007).

Na vysypkach a v jejich okoli se setkavame s podobnymi stresovymi faktory jaké
byly zminény u hadcii — vysoka koncentrace té¢zkych kovii (zde zejména Cd, Cu, Pb a Zn),

nizkda koncentrace makrozivin, nedostatek vody a exponovany terén (Monterroso, 2014).
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Obrazek 2: Vysypka byvalého dolu (Pb, Zn, Ag) u mésta Clausthal-Zellerfeld, Némecko;

fotografie: Tereza Koberova

Podobné¢ jako hadcové podlozi jsou téZebni oblasti roztrousené v podobé malych
ostrivku. Na rozdil od hadct, u kterych mély rostliny dostatek ¢asu na postupnou adaptaci
(postglacialni kolonizace hadct u Arabidopsis arenosa - Konecnd et al. 2021), zde tézba
probiha v fadu desetileti, rostliny se do stresovych podminek dostavaji narazove, a to ma
za nasledek zvyseni selek¢niho tlaku na adaptaci rostlin v kratkém casovém useku (Silene
uniflora - Papadopulos 2021; Ernst, 2006). Jsou tedy idealnim modelovym systémem pro

studium rychlych adaptaci na ndhlou zménu podminek prostiedi pod silnou selekci.

1.1.2 Metalofyty

Ionty tézkych kovi ptijaté rostlinami do svych pletiv mohou mit rizné, navzajem
kumulativni nezédouci Uc¢inky. Pfitomnost kovli mutze vést ke zméné chemickeé
a fyzikalni struktury membran, ionty kovli se mohou vazat na thiolové skupiny (—SH)
enzymi, zménit jejich strukturu a tim je deaktivovat nebo dokdzi nahradit funkéni
prostetickou skupinu® enzymu a tim ho uéinit neaktivnim. Volné ionty t&zkych kovii také
znacné piispivaji k tvorbé reaktivnich forem kysliku (Foy, Chaney & White, 1978; Hall,
2002; Bothe, 2011; Peralta-Videa et al., 2009).

3 Prostetickd skupina je kofaktor, ktery je tvofen nizkomolekuldrni nebilkovinnou slozkou enzymu a
umoziuje jeho katalyticky ucinek. Prosteticka skupina je nej¢astéji na tento enzym pevné vazana kovalentni
vazbou.
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I ptes vSechny zminéné nepiiznivé podminky, které panuji na stanovistich
bohatych na t€zké kovy, se najdou rostliny, které si osvojily mechanismy, jak se ubranit
iontlim tézkych kovil nebo se ptizplsobit na jejich obsah ve svych pletivech (metalofyty).
Baker (1981) rozdé¢lil metalofyty do tii kategorii podle zplisobu nakladani rostlin
s tézkymi kovy: vylucovale (excluders), indikatory (indicators) a akumulatory

(accumulators).

“‘Q
S

VYLUCOVAC

b

AKUMULATOR

Nizky transport kov(
Vysoky transport kovl

Obrazek 3: Obecné strategie tolerance vici tézkym kovim. Vlevo je znazornén typ vylucovacée
(excluder), ktery zabrafuje pfesunu kovl do nadzemni ¢asti rostliny, vpravo je akumulator, ktery naopak

kovy v nadzemni ¢asti rostliny akumuluje. Ionty kovil zndzoriuji cervené body.

Vylu€ovace (excluders, Obrazek 3, vlevo) zabraiiuji iontim tézkych kovi vstoupit
do nadzemni ¢asti rostliny potlacenim transportu z koteni do prytu, to se projevuje niz§im
pomérem obsahu prvku v prytu nez v kofenech ([M]iist / [M]koren < 1; Baker, 1981).
Rostliny pfijaté kovy bud’ detoxifikuji v kofenech, kde je nasledné¢ v inaktivni formé
skladuji nebo je aktivn€ vylucuji zpét do piidy. Nékteré rostliny ionty kovli zadrzuji hned
v bunécné sténé kofenli anebo eliminuji samotny piijem kovii (Hossain et al., 2012;
Muszynska et al.,, 2019). Do této skupiny spadd Arabidopsis halleri (Ni, Pb, Cu;
Dahmani-Muller et al., 2000), Biscutella didyma (Zn; Peer et al., 2006), Lycopersicon
esulentum (Cd; Zhu et al., 2011), Silene vulgaris (Pb; Sieghardt, 1990) Zea mays (Al,
Kidd et al., 2001) a mnoho dalsich (Wei, Zhou & Wang, 2005).
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Indikatory (indicators) ptijimaji a transportuji tézké kovy do nadzemni Casti
rostliny ve stfedni mife a koncentrace kovu v ptidé je podobné jako koncentrace kovu
v rostlin€ ([M]iist / [M]kotren = 15 [MTiist = [M]koren = [M]pada; Baker, 1981).

Akumulatory (accumulators, Obrazek 3, vpravo) absorbované ionty tézkych kovii
aktivné pfendseji at’ uz v aktivni, nebo chelatované formeé z kofenové ¢asti do prytu, kde
jsou uskladnény v mistech se sniZenou biochemickou aktivitou, tedy naptiklad ve
vakuolach bez ptiznakl fytotoxicity (Baker & Brooks; 1989; Rascio & Navari-1zzo,
2011). Koncentrace prvku v listech je tedy vysSi nez koncentrace v kotfenech
(IMTiist / [M]koren > 1). V piipadé, Ze je koncentrace kovll v suSené biomase rostlin
mohonasobné vyss§i nez v pudé¢ (Tabulka 1), jsou tyto rostliny nazyvany jako
hyperakumulatory (Reeves et al., 2018). Je znamo pies 720 druht rostlin, které se fadi
mezi hyperakumulatory, z toho vétSina (pies 530 druhti) hyperakumuluje nikl, ktery se
pfirozené¢ nachdzi v pidé hadcovych oblasti. Mezi nejvice studované druhy patii
Arabidopisis halleri (Cd, Zn; Kiipper et al., 2000), Noccaea caerulescens (Ni, Zn, Cd;
Assungao, Schat & Aarts, 2003) nebo Alyssum bertolonii (Ni; Robinson et al., 1997).

Tabulka 1: Obsah kovil v rostlin€ uréujici hyperakumulaci. U kazdého prvku je kromé limitni hodnoty

hyperakumulace také pocet ¢eledi a druhii rostlin, které dany kov hyperakumuluji.

Prvek Hyperakumulace Pocet Celedi Pocet druhti
Arsen (As) >1000pgg! 1 5
Hoi¢ik (Mg) > 10000 pg-g! 16 42
Kadmium (Cd) > 100 ng-g! 6 7
Kobalt (Co) >300 pg-g! 18 42
Med’ (Cu) >300 pg-g! 20 53
Nikl (Ni) >1000 pg-g! 52 532
Olovo (Pb) >1000 pug-g! 6 8
Selen (Se) > 100 pg-g! 7 41
Thalium (TI) > 100 pg-g! 1 2
Zinek (Zn) >3000 pg-g! 9 20

Zda se, ze zivot rostlin v padach s tézkymi kovy je velmi obtizny a energeticky
naro¢ny. Pro€ rostliny zvolily tuto strategii a pfinasi jim adaptace na plidy obsahujici
tézké kovy néjaké vyhody? Jsou znamy ptiklady (Arabidopsis kamchatica, Noccaea
caerulescens, Rumex acetosa), kdy rostlina obsah t¢zkych kovili ve svém téle vyuziva jako
zbran pted herbivory (Harflett, 2012; Cabot et al., 2019; Shimizu-Inatsugi et al., 2020).
Rostliny také mohou vyuzZivat alelopatii, kdy listovy opad (bohaty na tézké kovy) v okoli
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rostliny znemoziuje rist semenackl rostlin citlivych na t€zké kovy (Jaffe, Ketterer
& Shuster, 2018). Jak uz bylo zminéno, na metalifernich lokalitach roste jen omezeny
pocet rostlin a neni zde téméf zadna konkurence, daii se zde i rostlinam, které by
v obvyklém hustém a velmi konkurenénim porostu nemély Sanci piezit (Roberts
& Proctor, 1992).

I ¢lovek si nasel n€kolik vyhod, které mu rostliny hyperakumulujici tézké kovy
mohou nabidnout. Dfive se premyslelo nad bio-tézbou kovovych rud, pti které by se
zadouci kov ziskaval extrakci z hyperakumulaénich rostlin (Brooks et al., 1998), v tuto
dobu se vSak jedna o velmi neekonomickou a sloZitou variantu oproti klasické té¢zbé. Tyto
rostliny v§ak mohou slouzit jako indikatory rud, které¢ nasledné mohou byt zpracovany
béznymi metodami (Antonovics, Bradshaw & Turner, 1971; Brooks, Holzbecher & Ryan,
1981). Mnoho lidi se zabyva, jak 1ze hyperakumula¢ni rostliny vyuzit pfi fytoremediaci,
tedy technologii vyuZzivajici rostliny k detoxifikaci znecisténych piid nebo vodnich zdrojt
(Islam et al., 2021). VSechny rostliny tolerujici pfitomnost kovili Ize potencialné vyuzit
k rekultivaci byvalych dolt a vysypek (Antonovics, Bradshaw & Turner, 1971), coz by
bylo mohlo byt jednodussi, levnéjsi a zajimavéjsi nez u béznych komerénich pfistupt,
kdy Casté zarovnani povrchu a vyseti komer¢nich travnich smési mé za nasledek ochuzeni

pestrosti druhtl a stanovist'.

1.1.3 Geneticky zaklad adaptace rostlin na pidy s tézkymi kovy

V predchozi kapitole byly popsany rostliny, které se adaptovaly na riizné typy
metalifernich pd a byly zminény zaklady mechanismii, které umoznuji toleranci rostlin
k tézkym kovim. VSechny biochemické a morfologické projevy vSak maji sviyj zdklad
v jejich genetické informaci. Adaptace rostlin k ptitomnosti tézkych kovii je Casto
studované téma, ale o genetické podstaté tohoto procesu je zatim zndmo jen malo
informaci, ty se vétsinou tykaji hlavné modelovych druhii tolerantnich rostlin.

Genetickd podstata akumulace téZkych kovli byla zkouména mimo jiné na
modelovém rodu Arabidopsis, u né¢hoz je znam cely genom. Konkrétné jde o druh
Arabidopsis halleri, ktery vykazuje toleranci k pidaim bohatych na Zn a Cd a zaroven se
jedné o hyperakumulatora téchto kovi (Peer et al., 2006). Populace 4. halleri ssp. halleri
se vyskytuji na pidach kontaminovanych Zn a Cd, napt. v pohoii Harz v Némecku,
muzeme vSak najit 1 populace 4. halleri na ne-metalifernich piidach, ¢asto na vapnikem

chudych ptidach v horskych oblastech (napt. Cesky les nebo §vycarské Alpy; Bert et al.,
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2002). Hyperakumulace kovil byla pozorovana jak v metalifernich, tak v ne-metalifernich
populacich, v ptfipadé¢ akumulace Zn bylo pozorovano, Zze 16—40 % jedincl vykazuje
Zn) a 10-33 % jedinct dosdhlo hranice pro akumulaci Cd (> 100 pg-g'), pricemz
hyperakumulace byla pozorovana i1 u fady jedincii pochézejicich z nekontaminovanych
stanovist’ (Bert et al., 2002). Bylo zjisténo, Ze za hyperakumulaci Cd a Zn je v jisté mife
zodpovédny HMA4 (Heavy Metal ATPase 4) gen (Hanikenne et al., 2008). Tento gen
kéduje protein, ktery spadd do prenasect tézkych kovi ze skupiny ATPaz P-typu,
umoziujici prenos Cd*>" a Zn*" z pericyklu a xylemu parenchymatickych bungk do
apoplastického xylemu, coz vede k piesunu téchto ionti z kotent do lista (Talke,
Hanikenne & Kriamer, 2006; Courbot et al., 2007; Hanikenne et al., 2008). Uspéch
hyperakumulujicitho druhu A. halleri spoc¢ivd ve vysoké transkripci HMA4 a také
skuteCnosti, Ze se tento gen u této rostliny vyskytuje ve tiech kopiich, coz vede k pienosu
vetstho mnozstvi iontt t€zkych kovi (Talke, Hanikenne & Kramer, 2006; Hanikenne
et al., 2008). Za hyperakumulaci Zn je u A. halleri dale zodpovédny gen kodujici prenasec
MTPI (metal tolerance protein 1, také znamy jako ATCDFI nebo ZATI) nachézejici se
v membranach vakuol v listech, ktery umoziiuje antiport Zn>" a H' iontfi (Becher et al.,
2004, Drager et al.,, 2004). Podobnost v genetické podstat¢ hypertolerance
a hyperakumulace Cd a Zn Ize nalézt napiiklad u druhu Noccaea caerulescens, u kterého
se na hyperakumulaci podileji geny HMA4 a ZTP1, coz je gen blizce ptibuzny MTPI
(uveden vyse) nachazejici se u rodu Arabidopsis (Fernandes, 2010; Kriamer, 2010;
Lochlainn et al. 2011). Rod Arabidopsis je tolerantni také vici zvySené koncentraci médi,
tuto schopnost umoziuji geny koédujici ATPazy (HMAS), a také geny kodujici
metalothioneiny (MT), coz jsou peptidy vazajici ionty tézkych kovii v buiice, a tak ji
chrani pred toxickymi efekty téchto kovii (Guo, Bundithya & Goldsbrough, 2003;
Andrés-Colas et al., 2006).

Dal8im zajimavym rodem, u kterého je snaha zjistit genetickou podstatu tolerance
na t¢zké kovy je Silene. Druh S. vulgaris je fakultativni metalofyt vyskytujici se na
hadcovych a metalifernich piidach po celé Evropé, jeho metaliferni populace jsou
hypertolerantni na Zn, Cd, Cu a Ni, narozdil od ne-metalifernich populaci (Bringezu et al,
1999; Li et al., 2017). Tolerance vii¢i médi je zajisténa naptiklad pomoci genii kddujicich
metalothioneiny (MT), stejn€, jako u rodu Arabidopsis (van Hoof et al., 2001; Mengoni
et al., 2003). Na toleranci se podileji i ATPazy HMASI a HMAS5II, které jsou podobné
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HMAS5 u Arabidopsis, avsak odpovidaji jinému mechanismu. HMAS5I sidli v tonoplastu
a vychytava Cu do vakuoly, zatimco HMAS5II se nachdzi v endoplazmatickém retikulu,
odkud prechéazi do plazmatické membrany a vylucuje Cu z buiky (Li et al., 2017).
Mechanismus tolerance Zn vSak u rodu Silene neni zatim dobfe objasnény. Podle
nejnovejsich studii metalifernich a nemetalifernich populaci tuto schopnost umoznuji tfi
geny, PSD2 kodujici fosfatidylserin dekarboxylazu, WRKY23 kodujici transkripéni
faktor, ktery zvysuje koncentraci chelata¢niho ¢inidla quercetinu, a RWPI, ktery je nutny
pro produkci suberinu (Papadopoulos et al., 2021).

Studium genetické podstaty adaptaci je teprve v pocatku a ve velké mife se
provadi hlavné na modelovych druzich, jejichz genetickd informace je dobie
prozkoumana. Jiné druhy mohou mit vyvinuté naprosto odliSné mechanismy vyporadani
se s pritomnosti tézkych kovlli v pid¢ a proces adaptace téchto druhli a pochopeni
genetické podstaty by mohl pfinést zajimavé informace. Nové poznatky by dale mohly
byt aplikovatelné naptiklad v zemédé€lstvi nebo ochrané pfirody s ohledem na neustalou
pritomnost clovéka v krajin€ a jeho neSvarem tuto krajinu ménit nebo znecistovat a tim

ptispivat ke zmén¢ klimatu.

1.2 Minuartia verna - pozoruhodny model pro studium

edafické adaptace

Pozoruhodnou skupinou rostlin, kterou lze casto nalézt na stanovistich
obsahujicich v padé tézké kovy je okruh Minuartia verna (Obrazek 4) z celedi
Caryophyllaceae (Hayek, 1922; Rune 1953; Riither 1957; Barry & Clark, 1978;
Kelepertsis & Andrulakis, 1983; Baker & Proctor, 1990). Jednd se o trsnaté nebo
polstatovité, syté nebo siveé zelené byliny, které mohou mit zdfevnatélou bazi. Listy jsou
vstiicné, carkovité, Sidlovité az tzce kopinaté a trojzilné. Kvéty jsou uspotfadané
v fidkych vrcholicich. Kali$ni listky jsou $picaté, z pfevazné ¢asti zelené s nevyraznym,
uzkym blanitym lemem, vzdy alespoii na bazi zlaznaté. Korunni listky jsou bil¢, o jednu
tretinu kratS$i az del$i nez kalisni, eliptické az téméf okrouhlé, nékdy trojuhelnikovité
s napadnym zuZenim na bazi, nehet je nanejvys 1 mm dlouhy. Semena byvaji v obrysu
okrouhle ledvinita, 0,4-1,4 mm Sirokd, celd nebo alesponn na hibetu papilnata
(Dvorakova, 2000). Rostliny jsou vytrvalé, stafi nékterych rostlin miize dosahovat az

tiiceti let (Verkleij, Lugtenborg & Ernst, 1988). PrestoZe rozmnozovaci systémy tohoto
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okruhu nebyly blize studovany, protogynni kvéty naznacuji, Ze rostliny upfednostiuji

opyleni pylem z jinych rostlin (Stojanova et al. 2021).

Obrazek 4: Minuartia verna; fotografie: Tereza Koberova

Rozsifeni této skupiny je souvislé v arktickych oblastech a ostrivkovité
v evropskych, asijskych a severoamerickych pohotich, v mensi mife je zastoupena ale
ina vhodnych lokalitdich v niZindch a pahorkatinach. I kdyz se lokality, na kterych
M. verna roste, vyrazné lisi, at’ uz typem podlozi nebo nadmotskou vyskou, vzdy se jedna
omista se snizenou kompetici ostatnich rostlin (Dvorakova, 2000). Zaroven to
jsou oteviend stanoviste, jelikoz M. verna Spatn€ prospiva v zastinéném terénu (Schubert,
1954). Mezi tyto lokality patii vysokohorské polohy (v Evropé zejména Alpy, Karpaty
a Pyreneje), ale 1 stanovisté v nizinach, na kterych se dlouhodob¢ nenachazi lesni porost
(velmi clenity terén, oblasti s pfirozenym vyskytem tézkych kovi v pidé — predevsim
hadce) nebo sekundarni antropogenni stanovisté vazana na dulni ¢innost. Dale pak roste
1 na vapencovych ptdach bez zvySen¢ho obsahu tézkych kovi (Dvotdkova, 2000).
Predpoklddame, ze se jednd o interglacidlni (holocénni) refugia pro rostliny, jejichz
souvislé rozsiteni spada hlavné do glacidlu. Na téchto mistech hledaji Gitoc¢isté v dnesnich,
pro né nepfiznivych, klimatickych podminkach (Verkleij, Lugtenborg & Ernst, 1988;
Birks & Willis, 2008; Stewart et al., 2010).
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Obrazek 5: Cytotypova a plastidova diverzita v ramci skupiny Minuartia verna v Evrop€. Barvy
odpovidaji konkrétnim haplotyptim oblasti trnH-psbA; symboly oznacuji ploidii populaci (diploidni —
prazdny kruh; tetraploidni — tecka; uroven ploidie neni k dispozici — kiizek). Vpravo nahote je zobrazena

sit’ haplotypi; Nunvafova-Kabatova et al., 2019

Okruh M. verna je polyploidni komplex zahrnujici diploidy (2n = 24) a tetraploidy
(2n = 48; Nunvarova-Kabatova et al., 2019), jehoz taxonomické hodnoceni neni stale
zcela jasné vyfeseno; v zavislosti na taxonomickém pojeti zahrnuje 2—15 druhti (Hayek,
1922; Dvorakova, 2000; Dillenberger a Kadereit, 2014; Mosyakin a Fedoronchuk, 2015).
V ramci okruhu je mozné rozliSit dvé zdkladni evolucni linie, oznacované jako

arkto-alpinska a balkanské (Dvotrakova, 2000, Lipanova et al., 2023), coz z velké Casti
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odpovida vysledkiim ziskanych analyzou chloroplastové DNA (Obrazek 5; Nunvaiova-
Kabatova et al., 2019). Arkto-alpinska skupina se vyskytuje v cel¢ Evropé a jsou v ni
zastoupeny témeét vyhradné diploidni typy, zatimco balkdnska skupina ma centrum
diverzity na Balkanském poloostrové a tetraploidni typy jsou zde mnohem Ccastejsi.
Zajimavé je, Ze distribuce ploidii v okruhu M. verna se napadné liSi od casto
pozorovaného trendu, kdy polyploidi osidluji vys$si nadmoiské vysky a zemépisnych
Sitky, coz je vysvétlovano jejich potencidlné vétSi ekologickou toleranci a silnéjsi
koloniza¢ni schopnosti (Brochmann et al., 2004; Weiss-Schneeweiss et al., 2013).
U okruhu M. verna naopak tetraploidni rostliny zaujimaji mensi oblast, kterd zahrnuje
piedevsim Balkansky poloostrov a Panonskou oblast, diploidni rostliny vykazuji
expanzni charakter a dokazi odolavat stresu v podob¢ substratu obsahujiciho tézké kovy
(hadcové pudy a dulni oblasti), i kolonizovat vysoké nadmotské vysky (Nunvarova-
Kabatova et al., 2019, Lipanova et al., 2023). Arkto-alpinska diploidni skupina tak

predstavuje idedlni modelovy systém pro studium substratovych adaptaci.

1.2.1 Hypertolerance k téZkym koviim

Skutec¢nost, Ze Minuartia verna dokaze rist na stanovistich se zvySenou
koncentraci tézkych kovil v pide€, zejména v minulém stoleti upoutala pozornost mnoha
odbornikii. Ti se zamétovali hlavné na obsah kovl v rostlindch s porovnanim k obsahu
kovl v pud¢. Bylo zjisténo, Ze anglické populace rostouci v byvalych dilnich oblastech
akumuluji Pb a Zn a nékteii jedinci vykazovali znamky hyperakumulace (Johnston
& John Proctor, 1977a; Barry & Clark, 1978), v rostlinach rostoucich na hadci byly
zjistény nékolikanasobné vétsi koncentrace Ni, Cr a Co, obsahy kovil v rostlinnych
pletivech vSak neptekrocily hranici hyperakumulace (Johnston & John Proctor, 1977b).
Hyperakumulace Pb a Zn byla pozorovana také u rakouskych populacich z diilnich oblasti
(Wenzel & Jockwer, 1999), v jiné studii ze stejné oblasti byly analyzovany obsahy kovl
zvlast’ v listech a kotenech, pficemz olovo bylo hromadéné vice v kofenech, naopak zinek
byl akumulovan v listech (Wenzel & Jockwer, 1998). Obsah Zn, Cu a Pb v rostlindch
feckych populaci byl silné korelovan s obsahem téchto prvkll v padé (Kelepeetsis,
Andrulakis & Reees, 1985). Ve Francii byla analyzovana populace rostouci na lokalité se
zvySenym obsahem TI, avSak akumulace tohoto kovu nebyla u rostlin pozorovana

(Leblanc et al., 1999).
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Kromé studii zabyvajicich se analyzou rostlinného a ptidniho materialu z lokalit
bylo provedeno i1 nékolik pokust, které zjistovaly miru tolerance rostlin péstovanych
v hydroponickém roztoku vystavenych rtiznym koncentracim zinku. Nejhtife prezivaly
rostliny péstované v 0,2-0,6 molarnim roztoku ZnSOs, pfi vySSich koncentracich se
v protoplastu vytvofila ochrannd vrstva, kterd zabrdnila dal§imu pfisunu Zn (Riither,
1967). Také byly provedeny pokusy, které testovaly vliv koncentrace Zn na kliceni
a rostlinnou akumulaci raznych kovu (Ag, Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Zn), jejich
interakci a zavislost na ménici se koncentraci, u vSech kovii krom¢ Cu byl zaznamenan
mensi riist kofene pii vétsich koncentraci, Cu v koncentraci 15 pg'ml™' naopak riist
kotene stimulovala (Hajar, 1987).

Ackoliv akumulace tézkych kovi byla u rostlin Siroce zkoumana,
o mechanismech podilejicich se na toleranci a akumulaci kovi neni zatim mnoho znamo.
Odlisnosti rostlin z toxickych ptid zaznamenal i Schubert (1954), ktery vyobrazil vzhled
rostlin jak nadzemnich, tak podzemnich ¢ésti (Obrazek 6). Rostliny z netoxickych pid
maji vetsi vzrast a mensi plochu kofenového systému, naopak rostliny rostouci na padé
znecisténé Cu jsou mensiho vzristu, kompaktnéjsi a jejich kofenovy systém ma vétsi

plochu vytvofenou hustym kofenovym vlasenim.
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Obrazek 6: Struktura kofenti Minuartia verna v pude s nizkou koncentraci tézkych kovia (vlevo) a na
médéné struskové halde (vpravo; Schubert, 1954). Rostlina ve stresovém prostiedi je mnohem

xeromorfngjsi a jeji kofenovy systém je odpovidajicim zpisobem vétsi a hustsi.
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Je znamo, Ze na rezistenci rostlin vii¢i t€Zkym koviim se mtiZe podilet i mykorhiza,
kdy houby adaptované na pfitomnost kovl chrani rostliny pied témito kovy (Galli,
Schuepp & Brunold, 1994). U rostlin M. verna vsak nebyl vliv asociace s mykorhiznimi
houbami napomahajici toleranci tézkych kovl prokdzan (Hildebrandt, Kaldorf & Bothe,
1999).

Dalsi teorie vysvétluje toleranci rostlin vii¢i t€Zkym kovim tak, ze rostliny na
zacatku a v prabéhu sezony vytvari nové listy, do kterych jsou kovy postupné
akumulovany. Listy, které dosahnou limitni hranice obsahu kovu usychaji a nasledné
odpadnou (Bothe, 2011).

Zajimavym zjiSténim bylo, ze absorbované Zn ionty v rostlinach M. verna se
v nadzemni ¢asti nachazeji v mezibunécnych prostordch nebo v bunécnych sténach,
pficemz v bunéénych sténach vznikaji nerozpustné krystaly Zn silikatu. Kromé toho
rostliny Zn aktivn& vylu€uji pomoci hydatod* (Neumann et al., 1997).

Zatim vSak neni znama Zzadna studie, ktera by vyieSila otazku lokalnich
pre-adaptaci u skupiny M. verna v souvislosti s jeji evoluci a s riznymi edafickymi

naroky.

1.2.2 Proc studovat edafickou adaptaci v okruhu Minuartia

verna?

Je nékolik divodu, pro¢ se zabyvat adaptacemi Minuartia verna na pudy bohaté
na tézké kovy a jejich souvislostmi s evoluci této skupiny. Tato prace bude zamétena na
nizinné populace ze sttedni Evropy, u kterych se miizeme opirat o jiz zndma fakta. Jedna
se vyhradné o diploidni rostliny (Nunvarova-Kabatova et al., 2019). Populace zde rostou
na velkém spektru toxickych pid, at’ uz se jednd o primarni (hadcové oblasti) nebo
sekundarni (oblasti vdazané na dilni Cinnost) lokality, také je vSak mlzeme najit na
vapencovych nebo silikatovych podkladech, které té¢zké kovy neobsahuji (Dvotdkova,
2000).

Diky genetické analyze RAD sekvenacnich dat na zakladé populac¢nich vzorkt

(8—10 jedinct/populace) ze stfedni Evropy (Obrazek 7) vime, ze metaliferni, hadcové

4 Hydatoda také znamé jako vodni skuliny jsou struktury nachazejici se na listech, které slouzi k vylu¢ovani
vody ve formé kapek s rozpusténymi mineraly. Proces sekrece vody pies hydatody se nazyva gutace. Na
rozdil od priduchti nejsou uzaviratelné.
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a vapencové nebo piskovcové lokality byly pravdépodobné kolonizovany stejnou
genetickou linii, kterd se na danych substratech diferencovala (Obrazek 7 - tmavé
¢ervena; geneticka struktura populaci pouzitych v experimentu je vyobrazena na Obrazku
8, parové Fst na Obrazku 9). Jind geneticka linie osidlila alpinské prostfedi vcetné
metalifernich lokalit (Obrazek 7 - svétle modra), které byly pravdépodobné kolonizovany
z ne-metalifernich horskych stanovist’ (Lipanova et al., 2023). Tento stav je idealni pro
studium pre-adaptaci rostlin a tolerance vuci t¢Zkym kovim, na rychlost a rozsah adaptaci
a jejich trade-off (cena za adaptaci na urcité prostiedi), nebot’ genetické aspekty adaptaci

jsou dnes jednim z hlavnich geneticko-ekologickych témat.
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Obrazek 8: Sit’ genetickych vzdalenosti (Nei) mezi jedinci skupiny M. verna na zakladé RAD

sekvenacnich dat pro populace pouzité v experimentu. Poznamka: cac_152 = C1; cac_063 = M3;

cac_064 = M1; cae_029 = M2; ver 077 = C2; sme_153 =S. Zdroj: Lipanova et al. 2023 v pfiprave.
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Obriazek 9: Matice parovych Fst populaci zahrnutych v experimentu. Spocitana na zékladé Rad

sekvenacnich dat (18 561 SNPs). Zdroj: Lipanova et al. 2023 v ptiprave.

Dalsim zajimavym aspektem je zpusob, jakym se M. verna vyporadava
s ptitomnosti téZkych kovl. Jak jiz bylo zminéno v ptfedchozi kapitole, populace
v dtlnich oblastech akumuluji Pb (koteny) a Zn (listy), Zn je nejspise vylu¢ovan pomoci
hydatod. Dalsi teorie ptedpoklada, Ze listy obsahujici limitnimi obsahy kovii usychaji
a odpadavaji. Na rostlinach se vSak nachazeji také zlazky, jejichz funkce je doposud
neznama, ale je mozné, ze také souvisi s vyluCovanim tézkych kovi. Jestlize by
metaliferni pidy byly osidleny nezavisle, mohly by se lisit i zpiisoby tolerance rostlin
k tézkym kovim. Kazda nové adaptovand linie by se mohla odliSovat mirou tolerance
k jednotlivym tézkym koviim v zavislosti na chemickém slozeni piidy. Metaliferni
populace vSak mohou mit jednoho nemetaliferniho ptfedka, ktery se adaptoval na
metaliferni pidy a nésledné tato linie mohla postupné osidlit vSechna metaliferni
stanoviste.

V neposledni fad¢ je vegetace vazand na piidy obsahujici tézké kovy velice
specificka a hosti fadu endemickych druhi, které jsou predmétem ochrany. Napiiklad
v Ceské republice je pravé z okruhu M. verna znama M. smejkalii, ktera roste pouze na
dvou hadcovych lokalitach ve vychodni ¢asti stiednich Cech (hadce na Zelivee a Hrnéife;
Stojanova et al., 2020). Znalost evolu¢ni historie a ekologickych naroki jsou dilezitym

ptedpokladem pro vhodnou strategii ochrany téchto druhii.
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2. Cile prace

Hlavnim cilem diplomové prace je detailngsi poznani lokalnich edafickych
(pre-)adaptaci stfedoevropskych nizinnych populaci v okruhu Minuartia verna
(vépencovy, hadcovy, metaliferni substrat) a jejich zhodnoceni v kontextu evoluce této

skupiny. Dil¢i otdzky jsou nasledujici:

1. Jsou vybrané populace z okruhu Minuartia verna lokalné adaptované?

a. Maji rostliny rostouci na vapencové pudé predispozici k rlstu na
hadcovych ptidach a na piidach obsahujicich ionty tézkych kova?

b. Jsou metaliferni populace navzijem pre-adaptované? DokaZi rostliny
rostouci na pud¢ s nadbytkem urcitého tézkého kovu rist na puadé
s nadbytkem odlisného tézkého kovu?

c. Jsou metaliferni populace adaptované na pidy s tézZkymi kovy natolik, Ze
fitness rostlin péstovanych v nemetalifernich plidach bude nizs§i nez

u rostlin péstovanych ve vlastni ptidé?
2. Jakym zplsobem nakladaji rostliny skupiny M. verna s ionty tézkych kova?

a. Dochazi k akumulaci tézkych kova?
b. Pokud ano, do jaké ¢asti rostliny (kofen vs. nadzemni ¢ast) jsou té¢zké kovy

ukladany?

3. Zavisi obsah ionta t€zkych kovi v rostlinach pouze na substratu, na kterém prave

rostou, nebo na jejich pivodu (vapencové, hadcové a metaliferni populace)?

a. Lisi se akumulace iontl tézkych kovli u metalifernich populaci?
b. Lisi se obsah akumulovanych kovli mezi metalifernimi a nemetalifernimi

populacemi, jestlize jsou péstované na metalifernich padach?
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3. Material a metody

Abych odpovédéla na vysSe kladené otazky, provedla jsem dva reciprocni
transplantani experimenty. V prvnim piipadé (experiment I) byla kazd4d populace
péstovana ve vlastni pidé (kontrola) a zaroven ve vSech ptidach ostatnich populaci.
Pozornost byla vénovana mife mortality semenackll v pribehu experimentu a méfeni
fitness rostlin. Déle byla porovndna akumulace vybranych kovi mezi jednotlivymi
populacemi (experiment II) a jeji zavislost na danych substratech, s ohledem na to, jestli

jsou dané kovy akumulovany v kofenové nebo nadzemni ¢ésti rostlin.

3.1 Vybér populaci pro experimenty

Na zéklad¢ pilotnich prvkovych analyz ptid vybranych lokalit ve stitedni Evropé
(obsah ionti Ca, Mg, Ni, Pb, Zn a Cu v ptud¢), bylo vybrano celkem 6 populaci z okruhu

M. verna (Obrazek 8) pro reciprocni experiment.
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Obrazek 10: Mapa vybranych populaci pro experiment. Modré (C1, C2) — populace rostouci
v netoxickych ptidach, zelend (S) — populace rostouci na hadcovém podlozi, cervené (M1, M2, M3) —

populace rostouci v pudach obohacenych tézkymi kovy v dasledku dalni tézby.

Jedna se jednak o dv¢ populace (C1, C2), které rostou na pudach bohatych na Ca
a tyto pudy neobsahuji ionty tézkych kovii ve zvySenych koncentracich. Populace C1
roste na piskovcovych vychozech Hrad¢anskych stén na Dokesku, populace C2 se
nachézi na vapencovém podlozi v Bavorsku. Déle se jedna o hadcovou populaci (S), ktera

pochazi z Dolnokralovickych hadcti na BeneSovsku. Dalsi tfi populace (M1, M2 a M3)
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jsou populace, které rostou na antropogennich mistech, kde v minulosti probihala dilni
tézba a pludy zde obsahuji zvySené mnozstvi iontl tézkych kovi. Tyto metaliferni
populace se nachazi v pohoti Harz v Némecku. VSechny populace pochazeji z podobnych

klimatickych podminek a nadmotské vysky (< 600 m n. m.; Tabulka 2).

Tabulka 2: Seznam populaci pouZitych pro experiment.

Populace | Piida Lokalita Koordinaty Nidmorska
vyska
C1 vapencova | CZ: Hrad¢any 50°37'16.900"N, 310 m n. m.

14°40'44.500"E

, , ) 49°12'11.115"N
C2 vapencova | D: Hohenfels 11°51'0.118"E 400 m n. m.

49°41'18.000"N,

S hadcova CZ: Borovsko 15°6'12.600"E 400 m n. m.
L ) 52°12'36.751"N,

M1 metaliferni | D: Gellenbeck 795717 661"E 170 m n. m.
e ) 51°48'10.000"N,

M2 metaliferni | D: Blankenrode 10°18'14.600"E 480 m n. m.

M3 metaliferni | D: Clausthal-Zellerfeld S1°31'52.348"N, 410 m n. m.

8°54'18.409"E

3.2 Material

3.2.1 Semena rostlin

Semena byla u kazdé populace sebrana z 30-ti matef'skych rostlin, které od sebe
byly vzdaleny minimalné 1 metr, v obdobi od ¢ervence do zati roku 2021. Po sbéru byla
semena vysuSena v papirovych saccich v suché mistnosti pii teploté¢ 20 °C a poté byla

skladovana v chladni¢ce v Eppendorfovych zkumavkach pfi teploté 10 °C.

3.2.2 Puda

Pro kultivaci rostlin byly pouZzity piidy z vybranych lokalit. Z kazdé lokality bylo
v zati roku 2021 sebrano 25 litri ptidy pro péstovani semenack, pro presazeni rostlin do
vétsich kvétinaca bylo na prelomu bfezna a dubna roku 2022 sebrano dalSich 50—120 litrt
pudy (mnozstvi zaviselo na poctu ptrezitych rostlin v experimentu I). Z diivodu nedostatku
pudy (C2a) na lokalit¢ C2 byla dalsi pida sebrana na blizké vapencové lokalité (pida
C2b), kde M. verna také roste (Unterwiesenacker). Ve stejném cCase byla sebrana ptida

pro experiment II, 15 litrh pidy z kazdé metaliferni a jedné hadcové lokality. Byla
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vykopéna vrchni ¢ast pidy (do 30 cm) na vice mistech v radmci lokality a proseta na situ
(velikost ok 2 cm). Pro kultivaci semenackil v experimentu II byla pouzita zahradni

zemina smichand s piskem v poméru 1:1.
3.3 Metody

3.3.1 Pudni analyzy

Vzorky pud z vybranych lokalit pro kultivaci rostlin byly suseny pii 60 °C
podobu 7 dni a poté piesety na plastovém situ (velikost ok 2 mm). Puady byly
analyzovany z hlediska pH (aktivni + vyménn¢), obsahu Ca, Mg a tézkych kovt (Cu, Pb,
Ni, Zn). Vzorky jemnozemé (velikost c¢astic do2mm, 10g) byly rozemlety
a extrahovany skupinovym extrakénim ¢inidlem Mehlich IIT v poméru v/w = 1/10. Po
extrakci na rotacni tfepacce byla pudni suspenze prefiltrovana pies filtraéni papir
a ziskany roztok byl analyzovan. K analyzam v oblasti atomové spektrometrie byl pouzit
AAS Spektrometr ContrAA 700 firmy Analytik Jena AG. Analyzy byly provedeny

v Analytické laboratofi Botanického tistavu AV CR v Prithonicich.
3.3.2 Experiment I

Vsechny populace (C1, C2, S, M1, M2, M3) byly kultivovany ve své vlastni ptidé
(kontrola) a zarovent ve vSech ostatnich pidach, coz zahrnuje 36 riiznych kombinaci
populaci a pid. Kazd4 populace byla vysazena na vSechny plidy ve 20 kvétinacich
odpovidajicich 20 matefskym rostlindm a-t (vybrané mateiské rostliny s dobie
vyvinutymi semeny), ze kterych byla semena shromazdéna (Obrazek 11). Tento
experiment byl zaméfen na porovnani fitness populaci rostlin v zavislosti na typu pud, ve

kterych byly rostliny péstovany.

A) Kliceni rostlin

Experiment byl zapocat v fijnu roku 2021. Kli¢eni semen probihalo
v experimentalnim skleniku Botanického tistavu AV CR v Prithonicich. Pro kli¢eni byly
pouzity 200ml kvétinace (5%5x8 cm), které byly naplnény navlh¢enou ptidou. Do
jednoho kvétinace bylo vyseto 10 semen z jedné matefské rostliny (semena nebyla
zahrnuta pudou, aby mohl byt pozorovan zacatek kliceni kotinku). Pida byla zalévana

tiikrat denné mlZenim. Teplota byla automaticky regulovéana (den: 20 °C, noc: 10 °C),
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denni ¢as byl upraven na 12 hodin pomoci LED osvétleni. Klicivost semen byla sledovana
a zaznamenavana tiikrat tydné prvnich 8 tydnt. Kliceni rostlin bylo skérovano jednak

jako objeveni kotinku, a dale pfi objeveni déloznich listkd.
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Obrazek 11: Schéma experimentu I. Barevné kvéty znadi rizné populace, obdélniky ve stejné barve jako

kvéty znadi pidu ze stejné lokality jako je populace. Ve vrchni ¢asti vlevo jsou znazornény vSechny
kombinace pud a populaci, ve spodni ¢asti je detailné znazornén pokus v pude C1, kde kazdy kvét znaci

kvétinaé, do kterého se zaselo 10 semen od matei'ské rostliny (detail vpravo nahote).

B) Kultivace rostlin

Po 9 tydnech byly v jednom kvétinac¢i ndhodné ponechany pouze 3 rostliny
(udvou byly zaznamenavany pozorované znaky, jedna rostlina byla ponechana pro
vazeni biomasy), rostliny byly zalévany dvakrat denné. Po 6 mésicich byla v kvétinaci
ponechana pouze 1 rostlina a ta byla pfesazena do vétSiho kvétindce o objemu 1 litr.
V kvétnu byly rostliny pfesunuty ze skleniku do venkovniho zdhonu. V listopadu roku
2022 byly kvétinace zahrnuty piskem pro ochranu kofenti pfed mrazem a ponechany

venku.

C) Méreni znakii rostlin
Pro porovnani fitness rostlin bylo skorovano nékolik vegetativnich a generativnich

znakl. V priubéhu kliceni byl zaznamenan pocet vyklicenych semenackli a jejich
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prezivani. Od ledna 2022 byla u dvou rostlin v jednom kvétina¢i zaznamenavana vyska
rostlin, pramér trsu rostlin, doba objeveni poupat, pocet kvétnich lodyh a kvéti. V kvétnu
byla jedna rostlina z kvétinace vyjmuta a jeji nadzemni cast byla ususena pfi teploté
60 °C, nasledné byla zvaZena nadzemni biomasa na analytickych vahach (Mikrovahy
XPR, METTLER TOLEDO). Semena nebyla sbirdna kviili mozné reprodukcni bariéte
mezi nékterymi populacemi, coz by mohlo mit vliv na pocet nebo kvalitu semen. Pro lepsi
piehlednost je vyobrazen ¢asovy plan pokusu (Tabulka 3). Pocet kvétnich lodyh byl
skorovan do celkového poctu 50, v ptipadé, Ze rostlina nesla vice jak 50 kvétnich lodyh,
byla zavedena kategorie 50+, podobnym zplisobem byly upraveny kategorie u celkového
poctu kvéth rostlin, kvéty byly pocitany do maximalniho poc¢tu 200 kvét, pro vice kvéta
byla zavedena kategorie 200+. Znaky byly skoérovany dvakrat za mésic po dobu

10 mésicti. Pribézné bylo zaznamenano také piezivani rostlin.

Tabulka 3: Casovy plan experimentu I. Prvni fadek vyjadfuje roky, ¢isla ve druhém fadku odpovidaji
mésicim.

2021 2022
10 | 11 | 12 1 2 (3 4 5 6 |7]8]9 10

méfeni znaku rostlin

kli¢eni, 10 3 N ,
rostlin/kvétinac ) presazent, biomasa kovriec .
rostliny 1 rostlina merent

3.3.3 Experiment II

Jelikoz pfi prvnim experimentu v metalifernich pidach (M1, M2 a M3) neptezily
ani rostliny z vapencovych lokalit (C1 a C2) ani rostliny z hadcové lokality (S), nebylo
by na konci experimentu moZzné porovnat akumulaci nékterych tézkych kovi
jednotlivych populaci v zavislosti na typu ptudy. Proto byl navrzen dalsi experiment, pfi
kterém rostliny byly nejdiive vypé&stovany v zahradnim substratu a pozd¢ji presazeny do
pud obsahujicich tézké kovy — do hadcové ptidy (S) a metalifernich pid (M1, M2 a M3).
Takto vypéstované a presazené rostliny Iépe snasSely nepiiznivé podminky ptd

obsahujicich tézké kovy a bylo mozné ziskat biomasu pro naslednou prvkovou analyzu.
A) Kliceni rostlin

Experiment byl zahdjen v fijnu roku 2021. Kli¢eni probihalo v experimentalnim

skleniku Botanického ustavu AV CR v Prithonicich. Pro klideni rostlin byly pouzity
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vysevné misky, které byly naplnény zahradnickym substratem smichanym s piskem
(pomér pud 1:1). Od vSech populaci (C1, C2, S, M1, M2, M3) byla vyseta semena
z 10 matetskych rostlin (a—j), od kazdé¢ matefské rostliny bylo vyseto 10 semen. Pida
byla zalévana tfikrat denn€ mlZenim. Teplota byla automaticky regulovéana (den: 20 °C,

noc: 10 °C), denni ¢as byl upraven na 12 hodin pomoci LED osvétleni.

B) Kultivace a sbér rostlin

Po 5 mésicich byly rostliny vyjmuty ze zahradniho substratu, jejich kofeny byly
Setrné promyty ve vodé od plivodni pidy, ve které byly péstovany a byly presazeny do
pud z hadcové lokality (S) a z metalifernich lokalit (M1, M2, M3). Od kazdé matetské
rostliny (a—j) byla do kazdé vybrané pady (S, M1, M2, M3) ptesazena jedna rostlina do
250ml kvétinace. V kvétnu 2022 byly rostliny piesunuty ze skleniku do venkovniho
zédhonu. Po 5 mésicich od pifesazeni rostlin bylo od kazdé kombinace populace a pidy
nahodn¢ vybrano 5 rostlin. Tyto rostliny byly dikladné promyty vodou od veskeré pudy
a nasledné byly oplachnuty destilovanou vodou. Takto o€isténé rostliny (jak nadzemni
¢ast, tak koteny) byly vysuSeny pti 60 °C a pro prvkovou analyzu byly skladovany

v silikagelu.

C) Prvkova analyza rostlin

Listy a kofeny ze zahradniho experimentu byly analyzovany z hlediska
ptfitomnosti vybranych tézkych kovl (Pb, Ni, Zn), které mély nejvyssi koncentrace ve
vybranych padach. Vzorky byly pied analyzou rozlozeny pomoci mikrovinné trouby
Speedwave ®Xpert (Berghof, Némecko, maximalni vykon 2000 W): rostlinné pletivo
bylo vlozeno do diges¢nich zkumavek, byly pfiddny 2 ml koncentrované kyseliny
dusi¢né. Mineralizované vzorky byly naplnény do koneéného objemu 10 ml
deionizovanou vodou. Pfipraveny vzorek byl analyzovan pomoci optické emisni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP OES) za vyuziti sekvencniho
ICP OES spektrometru INTEGRA 6000 (GBC, Dandenong Australie). Vzorky byly

zpracovany v prvkové laboratofi Univerzity Pardubice.

3.3.4 Statistické analyzy dat

Analyzy byly provedeny pomoci programovaciho jazyka R verze 4.3.1 (2023)
v softwaru RStudio. Grafy byly vytvofeny piedevSim pomoci funkce ggplot nebo
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radarchart z balicku ggplot2 (Wickham, 2016) a jeho rozSifeni ggh4x (van den Brand,
2023).

Hodnoty obsahi prvkii v ptdach byly pro nasledné vyneseni do grafu
standardizovany pomoci funkce scale (Becker, Chambers & Wilks, 1988).

V prabéhu kliceni byl pozorovan pocet vyklicenych semen, pocet semenackil
s déloznimi listky a dale byly zaznamenavany uhynulé semenacky. Byla vypocitana
kli¢ivost jako pocet vyklicenych semen/celkovy pocet vysetych semen, kliCivost byla
také vypocitana pro semenacky s déloznimi listky. Déle byla z dat poc¢tu vyklicenych
semen pro kazdou matef'skou rostlinu a danou populaci a ptidu vypocitana rychlost kliceni
t50, ktera udava cas, za ktery vykli¢i polovina z daného poc¢tu semen. Hodnoty byly

spoc¢teny pomoci funkce #50 z balicku germinationmetrics (Aravind et al., 2022).

t50 (data, intervaly, partial = FALSE, method = "faroog")

Distribuce hodnot rychlosti kli¢eni (t50) a biomasy neodpovidaly normalnimu
rozdéleni. Pro rychlost kli¢eni (t50) byla pouZzita odmocninova transformace, pro biomasu
logaritmickd transformace. Procento kvetoucich rostlin bylo vypocteno i z rostlin, které
uhynuly, jelikoz nékteré rostliny vykvetly, vytvofily semena a poté¢ uhynuly, tudiz
ptestoze uhynuly, pfispé€ly k preneseni genetické informace do dalsi generace.

K analyze vlivu ptidy na méfené parametry rostlin béhem kultivace byly pouzity
hodnoty namétené po 8 mésicich po vyseti (tyto hodnoty byly nejvhodnéjsi pro analyzy,
pozdéji byly u poctu kvéth a lodyh vytvoreny smésné kategorie — viz. Méteni znakt
rostlin, které vedly k vyrazné odchylce distribuce dat od normalniho rozdéleni
a zkreslovaly skute¢né udaje).

Odlehlé hodnoty byly zjistény pomoci funkce rosmerTest z balicku EnvStats
(Millard, 2013).

rosnerTest (data)

Jelikoz béhem pokusu néckteré rostliny uhynuly, nebyl pocet pozorovani
v jednotlivych skupindch stejny (Tabulka 4) a 1iSil se 1 pro jednotlivé analyzované znaky.
Dataset 1 nalezi analyze kli¢eni, procentu kvetoucich rostlin a ptezivani rostlin, dataset 2
analyze biomasy. Pro analyzy délky nejdelsi lodyhy, Sitce trsu, poctu kvétl a poctu
kvétnich lodyh byl pouzit dataset 3 a pro zaCatek kveteni dataset 4, protoze byly

analyzovany pouze kvetouci rostliny.
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Tabulka 4: Pocet rostlin v jednotlivych kombinacich populace a ptidy pro analyzované znaky. A) dataset 1,
celkem 720 matetskych rostlin, analyzy kli¢ivosti, rychlosti kli¢eni (t50), procenta kvetoucich rostlin
a prezivani rostlin. B) dataset 2, 611 rostlin, analyza biomasy. C) dataset 3, 496 rostlin, analyzy délky

nejdelsi lodyhy, priméru trsu, poétu kvéta a poctu kvétnich lodyh. D) dataset 4, 476 rostlin, analyza zac¢atku

kveteni.
a) b)
dataset 1 pida dataset 2 pida
720mat. | cp | c2 | s M1 | M2 |m3| |OULTosth ol o | s | M| M2 | M3
Cl| 2020202020/ 20 Cl|20]20|20|13]16] 0
2| 20|20 202020/ 20 220202 | 71|70
2 s |20[20 |2 |2 |20 [20] | ]S |22 2]|14]18]0
% MI | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 % Ml | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20
M2 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 M2 | 20 | 18 | 20 | 20 | 20 | 20
M3 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 M3 | 20 | 19| 19 | 20 | 20 | 20
c) d)
dataset 3 puda dataset 4 puda

4%rostl. | o | co | s [ M1 | M2 | M3 | [4T6Tosth bcp o | s | M| M2 | M3

cl1|20/]20/20] 01010 cl|2 171901010
c2 |20 182001010 2|19 |17|17]0]o0]o0
gl s |17|1820] 0| 0]o0 gls 1717200100
% MI | 20 | 18 | 20 | 20 | 20 | 18 % MI | 20 | 18 | 20 | 20 | 18 | 16
M2 | 19 [ 11 |19 | 20 | 20 | 20 M2 | 19 | 10 | 19 | 20 | 20 | 20
M3 | 15 [ 11|19 |20 | 19| 20 M3 | 15| 9 |16 | 18 | 17 | 18

Korelace znakt sledovanych jak pfti klieni, tak pfi kultivaci a také u obsahil kovli
v rostlindch byla spocitana pomoci funkce cor. Nasledné otestovani, jestli je korelace
signifikantni, bylo provedeno pomoci funkce cor.mtest z balicku corrplot (Wei & Simko,

2021). Pro nasledné grafické vyobrazeni byla pouzita funkce corrplot ze stejného balicku.
cor (data)

cor.mtest (korelacni matice, conf.level = 0.95)

Analyza vlivu piid na jednotlivé métené znaky byla provedena pomoci porovnani
dvou zobecnénych linearnich modelt se smisSenym efektem (GLM). Prvni GLM model

udava, ze jsou hodnoty znakii ve vSech typech pid stejné. Druhy GLM model
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predpoklada, ze se stfedni hodnota znakl v jednotlivych pidach miZze liSit. Matetska
rostlina byla uvedena jako nahodny efekt. Kazda populace byla analyzovana zvlast. Pro

tvorbu modelu byla pouzita funkce glmer z balicku /me4 (Bates et al., 2015).

mod.null <- glmer (znak ~ 1 + (1 | meterska rostlina),

family = gaussian(link = "identity"), data = data)

mod <- glmer (znak ~ puda + (1 | meterska rostlina), family

= gaussian(link = "identity"), data = data)
anova (mod.null, mod, test = "Chisqg")

Pro rozliseni jednotlivych skupin (rostliny stejné populace péstované ve stejné
pud€) byly pouzity pismena. Jestlize je vice skupin oznaceno stejnym pismenem,
signifikantné se od sebe tyto skupiny nelisi. Které skupiny se od sebe lisi, bylo zjisténo
pomoci funkce multcompLetters4 z balicku multcompView. Funkce je zalozena na

predchozich analyzach ANOVA a Tukey testu pomoci funkci aov a TukeyHSD.
anova <- aov(znak ~ xsoil, data = data)

tukey <- TukeyHSD (aov(vyska ~ xsoil, data = data))
multcomplettersd (anova, tukey)

Pro testovani, zda se od sebe lisi kiivky ptezivani byla pouzita funkce survdiff
z balicku survival (Therneau & Grambsch, 2000). Porovnéni part bylo provedeno funkci
pairwise_survdiff ze stejného balicku. Po Upravé matice p-hodnot funkci fullPTable
z balicku rcompanion (Mangiafico, 2023) byly ziskdny rozliSovaci pismena pomoci

funkce multcompLetters z balicku multcompView (Graves, Piepho & Selzer, 2023).
test <- survdiff (Surv(cas, uddlost) ~ ptda, data = data)

porovnani <- pairwise survdiff (Surv(time, event) ~ xsoil,

data = data)
porovnani Sp.value <-fullPTable (porovnani$p.value)

multcompLetters (porovnani $p.value, threshold = 0.05)
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Fitness byla vypocitana pro kazdou rostlinu, k vypoctu byly pouZzity hodnoty
méfenych znakt: kli¢ivost, rychlost kli¢eni (t50), biomasa, délka nejdelsi lodyhy, pramér
trsu, pocet kvétd, pocet kvétnich lodyh, zacatek kveteni, procento kvetoucich rostlin
a procento ptezivsich rostlin. Pro rychlost kli¢eni a zacatek kveteni byla pouZita
prevracend hodnota. VSechny znaky byly pfevedeny do $kaly 0—1, aby bylo zajiSténo, ze
budou mit stejnou vahu. Fitness rostliny byla vypocitana jako soucet hodnot vSech znakd.
Pro kazdou kombinaci populace a pidy byla vypoctena kumulativni fitness, ta byla
nasledné standardizovana podle kumulativni fitness populace C1 v pade¢ Cl1.

Obsah prvki v rostlinach byl méten zvlast pro kofeny a zvlast pro listy. Od kazdé
kombinace populace a pudy bylo analyzovano 5 jedinct. Pro statistickou analyzu obsahu
kovli v rostlinach byly hodnoty koncentraci logaritmicky transformovany, aby jejich
distribuce odpovidala normélnimu rozdéleni. Nasledné¢ byla zjisténa korelace mezi
koncentracemi jednotlivych prvka stejnym zpisob jako u méfenych znaki rostlin.
Testovani, jestli se od sebe koncentrace prvki li§i v kofenech a v listech, bylo u kazdé
kombinace populace a ptidy analyzovano zvlast pomoci parového t-testu pomoci funkce

t.test.

t.test (kov koreny, kov listy)

Testovani vlivu pidy, populace a jejich interakce na koncentrace prvkl
v kofenech a listech bylo provedeno pomoci analyzy rozptylu funkci aov z balicku stats

(R Core Team, 2023)

anova <- aov(prvek log ~ plda * populace, data = data)
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4. Vysledky

Vysledky diplomové prace jsou rozdéleny do tfech kapitol. Nejprve jsou
prezentovany vysledky analyz pid z pfirodnich populaci, které byly pouzity
v experimentech, nasledné jsou uvedeny vysledky recipro¢niho experimentu, posledni
kapitola udava vysledky ptijmu tézkych kovii rostlinami.

Hvézdicky uvedené u vysledkti analyz udévaji miru signifikance.

*p<0,05
** n<0,01
**% p < 0,001

4.1 Analyza pad

U vSech pid, které byly zahrnuty do experimentti, bylo zjisténo jejich slozeni
pomoci prvkové analyzy, také bylo zméteno pH téchto ptiid (naméiené hodnoty prvka, se
kterymi bylo dale pracovano jsou shrnuty v Tabulce 4; celkovy piehled naméfenych
hodnot v Pfiloze 1). U vSech vzorkl byl dale vypocitan pomér Ca/Mg. Pro porovnani
jednotlivych pid mezi sebou byla naméfend data (dostupny obsah vybranych prvki

a volné vodikove ionty) normalizovdna a nasledné vynesena do grafu (Obrazek 12).

Tabulka 5: Analyza pad vybranych lokalit. Hodnoty udéavaji dostupny obsah vybranych kova
charakteristickych pro vybrané pudy. Obsah kovi je uveden jako hmotnost kovu na celkovou hmotnost

ptdy v jednotkach mg-kg™!. Dale je uveden pomér Ca/Mg a aktivni pH.

Lokalita | Ca Mg Ca/Mg | Zn Pb Cu Ni pH

C1 878,87 13,66 | 64,35 4,14 6,78 0,55 0,36 | 7,38
C2a 31759,83 | 3990,70 7,96 4481 30,16 1,27 0,61 | 8,52
C2b 527487 | 399,67 13,20 26,23 10,53 1,81 1,48 | 7,46
S 480,82 | 4462,10 0,11 9,12 6,89 1,84 | 130,03 | 6,88
M1 991,61 | 209,45 4,73 | 2995,55 | 347290 6,87 3,30 | 6,70
M2 733,32 40,17 18,26 | 31068,94 | 2550,72 | 163,92 | 11,23 | 6,95
M3 1294,57 55,76 | 23,22 | 24675,85 | 1518,44 3,64 7,20 | 6,93

Pudy z vapencovych lokalit (C1, C2a, C2b) vykazovaly mirn¢ vyssi pH (7,38,
8,52, 7,64; Tabulka4) a vSechny meély nizky obsah métenych tézkych kovi
(<45 mg-kg™"), ptida C2a méla vysoky obsah vapnikii (31 760 mg-kg ') a piida C2b méla
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mirng zvySeny obsah Ca (5 275 mg-kg') v porovnani se viemi ostatnimi pidami
(<1300 mg-kg™), také se vyznacovala vyssim obsahem Mg (3 991 mg-kg ') stejné jako
hadcova ptda (S, 3 956 mg-kg!). Piida z hadcové lokality (S) byla kromé zvyseného
obsahu Mg odliSnd zejména charakteristickym pomérem Ca/Mg <1, v tomto pifipadé
0,11. Dale bylo pozorovano zvysené mnozstvi tézkych kovi (Co, Cr a Ni) typickych pro
hadcové lokality. Vyssi obsah Pb se nachdzel u vSech metalifernich pad (M1, M2, M3),
vy$ssi obsah Zn se nachéazel pouze u dvou metalifernich pid (M2, M3) a vyssi obsah Cu

byl pouze u metaliferni piidy M2.

pH

Ca P

Mg Cr

Zn Pb

Clt = C2a—+ C2b =+ S = M1 =+ M2 —+— M3

Obrazek 12: Radarovy graf porovnavajici standardizované obsahy prvkl v experimentalnich ptidach.
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4.2 Reciproc¢ni experiment I

4.2.1 Kliceni semen a pirezivani semenacki

Pribéh kli¢eni byl pozorovan na 720 kvétinacich (semena z 6 populaci,
20 matetskych rostlin na populaci, 6 typt pud), ve kterych bylo po 10 semenech. Kazdé
¢asti pokusu zahrnujici urCitou populaci a typ pidy nalezelo 20 kvétinaci (semena
z riznych matetskych rostlin), celkem 200 semen.

Zpracovany byly udaje o kli¢ivosti, rychlosti kli€eni (t50), poctu semenackl
s déloznimi listky a procentu pfezitych semenackl. Nejprve byla zjisStovana mira
korelace mezi uvedenymi znaky (Obrdzek 13). Vysoky Pearsontv korela¢ni koeficient
(0,95, p=0,0034) byl pozorovan mezi procenty semenackll s dé¢loznimi listky a procentu
piezitych semenacku, proto byl parametr procenta semenacki s déloznimi listky vyfazen

z dalsich analyz.

kliceni

kliceni

délozni listky

délozni listky  0.12

prezilo 0.1

t50_sqgrt  -0.04

-1 -08-06-04-02 0 0.2 04 06 08 1

Obrazek 13: Korelace mezi znaky popisujicich prib¢h kliceni. Hodnoty odrazeji Pearsontv korelaéni

koeficient, stinovani zndzorfiuje hodnotu korela¢niho koeficientu.

Primérna klic¢ivost semen byla u vSech kombinaci populace a pudy vysoka, vzdy
piekrocila hranici 70 %. U vSech populaci byl v§ak pozorovan signifikantni vliv piidy na
kli¢ivost (Tabulka 6). U nemetalifernich populaci (C1, C2, S) byl pozorovan vliv pudy
M3 na kli¢ivost, ktera byla v této pid€ vzdy nejmensi a signifikantné se liSila od vétSiny

kli¢ivosti v jinych pidach. U metalifernich populacich neni vliv pudy tak zfetelny.
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VétSina rozdilh mezi kategoriemi je ale nevyznamna kvili velké variabilité

a prekryvajicim se intervaltim (Obrazek 14).

Tabulka 6: Vysledky GLM modelt testujicich efekt ptidy na procento vyklicenych semen.

Procento vyklicenych semen - ANOVA(null.model, model)
Populace Y2 df p-hodnota; grafické znazornéni
Cl 32,863 5 < 0,001 ok
C2 25,440 5 < 0,001 ok
S 59,160 5 < 0,001 ok
M1 20,916 5 < 0,001 ok
M2 19,043 5 0,002 *x
M3 11,269 5 0,046 *
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Obrazek 14: Vliv pudy na procento vykli¢enych semen u jednotlivych populaci. Body znaci primérnou
hodnotu, zobrazen je 95% konfidenc¢ni interval. Mala pismena (a, b, ¢) oznacuji signifikantni rozdily mezi

skupinami u jednotlivych populaci.

Vliv pidy na rychlost kli¢eni semen (t50) byl signifikantn¢ prokazan pouze
u populaci C1, C2, S a M1 (Tabulka 7). U populaci C1, C2 a M1 je hodnota rychlosti
se signifikantné lisi od ostatnich typti piid pouze u populace C2, u populaci C1 a M1 se
signifikantné 1i8i pouze od rychlosti kli¢eni v pidé M3. I v tomto piipadé (stejn¢ jako
u procenta vykli¢enych semen) vysokd variabilita zpiisobuje, Ze mezi populacemi jsou

pozorovany vétSinou nevyznamné rozdily (Obrazek 15).
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Tabulka 7: Vysledky GLM modelt testujicich efekt piidy na rychlost kli¢eni semen (t50).

Rychlost kliceni t50_sqrt - ANOVA(null.model, model)
Populace X2 df p-hodnota; grafické zndzornéni
C1 22,131 5 < 0,001 oA
C2 27,462 5 < 0,001 ok
S 33,109 5 < 0,001 ok
Ml 24,236 5 < 0,001 otk
M2 2,182 5 0,823
M3 4,805 5 0,440
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Obrazek 15: Vliv pudy na rychlost kli¢eni semen u jednotlivych populaci. Body znaci primérnou
hodnotu, zobrazen je 95% konfidenc¢ni interval. Mald pismena (a, b) oznacuji signifikantni rozdily mezi

skupinami u jednotlivych populaci.

Po 56-ti dnech od vyseti semen bylo zjiSténo procento prezivSich semenacki.
U metalifernich populaci (M1, M2, M3) ptezilo primérn¢ vice jak 80 % semenackil ve
vSech pudach, u ostatnich populaci (C1, C2, S) bylo procento ptezitych semenacka také
vysoké, tedy aZ na semenacky v pidé M3. U populace C1 v pidé M3 nepiezila Zadna
rostlina, u populace C2 uz nékteré rostliny dokazaly ptezit a primér prezitych rostlin Cini
16 %, hadcova populace (S) se s nehostinymi podminkami ptidy M3 vyrovnala 1épe
a prezilo zde primérné 77 % semenacki. Rozdily u téchto tii populaci byly potvrzeny
1 pomoci analyzy variance GLM (Tabulka 8), nasledné testy signifikantné urcily rozliSeni

mezi procentem pieziti semenackil v pidé M3 a v ostatnich pidach (Obrazek 16).
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Tabulka 8: Vysledky GLM modelu testujicich efekt pidy na procento semenacku, které prezily po dobu

56 dni.
_ Procento pieiviich semenitii - ANOVA(nullmodel, model)
Populace X2 df p-hodnota; grafické zndzornéni

Cl 452,266 5 < 0,001 okok

C2 296,587 5 < 0,001 ok

S 36,230 5 < 0,001 ok

M1 9,753 5 0,0825

M2 8,022 5 0,1550

M3 11,103 5 0,0494 *
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Obrazek 16: Vliv ptidy na procento semenacki, které piezily po dobu 56 dni u jednotlivych populaci.

Body znaci prumérnou hodnotu, zobrazen je 95% konfidenc¢ni interval. Mala pismena (a, b) oznacuji

signifikantni rozdily mezi skupinami u jednotlivych populaci.

Po dobu kli¢eni byl vyraznéjsi vliv pady, ve kterych byla semena kli¢ena,

pozorovan zejména u miry prezivani semendcki, na ktery méla pida M3 negativni efekt,

u podilu vyklicenych semen nebyl vliv pidy moc vyrazny. Rozdil v rychlosti kli¢eni

semen (t50) nebyl ani tak patrny v ramci populaci vlivem raznych pud, rtizna rychlost

klic¢eni byla pozorovana spise mezi jednotlivymi populacemi.
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4.2.2 Kultivace rostlin

Béhem kultivace rostlin byly sledovany nésledujici znaky: délka nejdelsi lodyhy
(cm), $itka trsu rostliny (cm), pocet kvétnich lodyh a pocet kvét. V pritbéhu kultivace
(po 6 meésicich po vyseti) byla z kazdého kvétinaCe sebrana jedna rostlina (pouze
v ptipad¢, ze se v kvetinaci nachéazely alesponn dvé zivé rostliny) pro méfeni nadzemni
biomasy (mg). Také bylo u jednotlivych rostlin zaznamenano, jestli rostlina béhem
vegetaCni sezony vykvetla nebo jestli uhynula.

Korelace mezi hodnotami ziskanymi v pritbéhu kultivace rostlin byla vypoctena
(Obrazek 17a) u celkového poctu 469 rostlin (dataset 2, Tabulka 4¢). Vyssi Pearsontiv
korela¢ni koeficient (0,89, p < 0,001) byl pozorovan mezi poctem kvétl a poctem
kvétnich lodyh. Korelace zac¢atku kveteni rostlin byla vypocitana z datasetu 4 bez znaku,
jestli rostlina kvetla (Obrazek 17b), v tomto datasetu jsou obsazené pouze kvetouci
rostliny, tudiz jsou vysledky odlisné od pfedchoziho vypoctu, dilezity je pouze spodni
radek. Zacatek kveteni rostlin je negativné korelovany s délkou nejdelsi lodyhy, poctem
kvéti a poctem kvétnich lodyh, jelikoz kvétni lodyhy jsou delsi nez vegetativni a ¢im

diive rostliny zacaly kvést, tim mély vice kvéth a kvétnich lodyh v dobé, ktera byla

vybrana pro porovnani znaki.
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Obrazek 17: Korelace mezi znaky hodnotici fitness rostlin. Hodnoty odrazeji Pearsontv korelacni
koeficient, stinovani znazoriiuje hodnotu korela¢niho koeficientu; a) korelace mezi porovnavanymi znaky

datasetu 3; b) korelace mezi zac¢atkem kveteni a ostatnimi znaky (dataset 4).

Nejprve byl analyzovan vliv ptidy na hmotnost biomasy rostlin ziskané v prubéhu

kultivace. Do analyzy byly zahrnuty udaje z celkového poctu 611 rostlin.
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U nemetalifernich populacich (C1, C2, S) chybi data o vdze biomasy rostlin z pidy M3,
jelikoz vSechny rostliny v této ptdé uhynuly. Nékteré dalsi skupiny obsahovaly nizsi
pocet pozorovani v disledku uhynu rostlin (Tabulka 4). Analyza variance GLM modelt

prokézala signifikantni vliv pidy na vahu biomasy rostlin u vSech populaci (Tabulka 9).

Tabulka 9: Vysledky GLM modeli testujicich efekt pidy na vahu biomasy rostlin po uplynuti 6-ti mésict

od vyseti.
Populace X2 df p-hodnota; grafické zndzornéni
Cl 252,063 4 < 0,001 otk
C2 199,104 4 < 0,001 oAk
S 207,458 4 < 0,001 oAk
M1 36,800 5 < 0,001 otk
M2 67,444 5 < 0,001 otk
M3 36,233 5 < 0,001 ok
sl * } 3 s 3 ¢ 3 3

YWaha biomasy(ln) [ma)

21 ab abc a2 ¢ bc ¢ ab d a bc c abc a b a a a a
cC1 C2 35 M1 M2 M3 c1 C2 5 M1 M2 M3 c1 €C2 5 M1 M2 M3
Pada

Obrizek 18: Vliv plidy na vahu biomasy rostlin po uplynuti 6-ti mésicti od vyseti. Body znaci
prumérnou hodnotu, zobrazen je 95% konfidencni interval. Mala pismena (a, b, ¢) oznacuji signifikantni

rozdily mezi skupinami u jednotlivych populaci. Sipky znaéi signifikantn& niz§i biomasu rostlin.

Viaha biomasy nemetalifernich populaci (C1, C2, S) byla vyrazné nizsi (mensi jak
0,5 mg) u rostlin péstovanych v metalifernich ptidich M1 a M2 nez v nemetalifernich
pudach C1, C2 a S (v pudé M3 nepiezila zadna rostlina). Vzdy se jednalo o malé

rostlinky, které krom¢ dvou dé€loZnich listkii nesly maximalné dalsi par listkt, které

43



nebyly vétsi jak délozni listky. Vaha biomasy metalifernich populaci v metalifernich

pudach se vyrazné nelisila. U populaci S, M2 a M3 se vyrazné lisila také biomasa rostlin

vypéstovanych v padé C2 (Obrazek 18).

Analyza vlivu pidy na délku nejdelsi lodyhy, Sitku trsu a poctu kvétd byla

zpracovana na zakladé hodnot z celkového poctu 496 rostlin, v disledku uhynuti rostlin

(Tabulka 4c). Vliv pidy na délku nejdelsi lodyhy rostlin byl prokazan v populacich C1,

M1, M2 a M3 (Tabulka 10).

Tabulka 10: Vysledky GLM modelt testujicich efekt piidy na délku nejdelsi lodyhy rostlin po uplynuti

8 mésicti od vyseti.

Populace X2 p-hodnota; grafické zndzornéni
Cl1 26,302 2 < 0,001 ok
C2 5,534 2 0,063

S 5,185 2 0,075

M1 54,886 5 <0,001 ok
M2 37,806 5 <0,001 ko
M3 30,390 5 <0,001 ok
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Obrazek 19: Vliv ptidy na délku nejdelsi lodyhy rostlin po uplynuti 8 mésict od vyseti. Body znaci

primérnou hodnotu, zobrazen je 95% konfidenc¢ni interval. Mala pismena (a, b, ¢) oznacuji signifikantni

rozdily mezi skupinami u jednotlivych populaci. Obdélniky znac¢i metaliferni populace, které maji

vysokou hodnotu méfeného znaku ve své vlastni pude.



Nemetaliferni populace (C1, C2, S) si vedly dobfe ve vSech nemetalifernich
ptudach, jen u populace C1 byla délka lodyh signifikantné kratsi u rostlin v hadcové pudé
S. Metaliferni populace (M1, M2, M2) rostly dobfe v nemetalifernich ptdach,
signifikantné kratsi lodyhy byly pozorovany v ptidé M2. Populace M1 a M3 m¢ly dlouhé
lodyhy také ve vlastnich pidach (Obrazek 19).

Signifikantni rozdil v §ifce trsu rostlin byl zjistén u vSech populaci (Tabulka 11).

Tabulka 11: Vysledky GLM modelu testujicich efekt ptidy na $itku trsu rostlin po uplynuti 8 mésicti od

vyseti.

Populace 12 df p-hodnota; grafické zndzornéni

C1 23,012 2 < 0,001 *oxk
C2 9,236 2 0,010 *x
S 8,525 2 0,014 *

M1 55,087 5 < 0,001 *oxk
M2 41,789 5 < 0,001 *oxk
M3 29,059 5 < 0,001 roxk
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Obrazek 20: Vliv pidy na $ifku trsu rostlin po uplynuti 8 mésict od vyseti. Body zna¢i primérnou
hodnotu, zobrazen je 95% konfidenéni interval. Mala pismena (a, b, ¢) oznacuji signifikantni rozdily mezi

skupinami u jednotlivych populaci.

Populace C1 tvorila signifikantné mensi trsy v hadcové ptade (S). Populacim C2

aS se nejlépe dafilo ve vlastnich pidach. Metaliferni populace M1 méla Sirsi trs
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v nemetalifernich pidach. Populace M2 a M3 vykazovaly podobné hodnoty
u jednotlivych pud, ale skupiny nalezely casto vice kategoriim diky piekryvu
konfiden¢nich intervala (Obrazek 20).

Analyza variance GLM modelti pro pocet kvéti prokdzala signifikantni vliv pidy
na pocet kvétli u 5 populaci (C1, S, M1, M2, M3; Tabulka 12), nasledné analyza odlisila
rostliny z riznych ptd do kategorii u 4 populaci (C1, M1, M2, M3; Obrazek 21).

Tabulka 12: Vysledky GLM model testujicich efekt ptidy na pocet kvétd po uplynuti 8 mésicti od vyseti.

Populace X2 df p-hodnota; grafické zndzornéni
Cl 12,719 2 0,002 *
C2 4,957 2 0,084

S 6,461 2 0,040 *
M1 53,602 5 < 0,001 Ak
M2 34,578 5 < 0,001 oAk
M3 23,519 5 < 0,001 otk
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Obrazek 21: Vliv pudy na pocet kvéti rostlin po uplynuti 8 mésict od vyseti. Body znaéi primérnou
hodnotu, zobrazen je 95% konfiden¢ni interval. Mala pismena (a, b, ¢) oznacuji signifikantni rozdily mezi

skupinami u jednotlivych populaci.

také diky tomu, ze v ptidé C1 zacinaly rostliny kvést jako prvni. U metalifernich populaci

byl vSeobecné mensi pocet kvétl u rostlin péstovanych v pude M2.
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Pocet kvétnich lodyh je typem pldy ovlivnén podobné jako pocet kvéth (Tabulka
13; Obrazek 22). Vysledky u metalifernich populaci jsou porovnatelné s vysledky u poctu
kvéti. Nejméné kvétnich lodyh mély rostliny v pidé M2. U populace C2 byl pocet

kvétnich lodyh prokazatelné vyssi v pidé C1 nez v hadcové puade S.

Tabulka 13: Vysledky GLM modelu testujicich efekt pudy na pocet kvétnich lodyh rostlin po uplynuti

8 mésict od vyseti.

Populace X2 df p-hodnota; grafické zndzornéni
Cl 22,998 2 < 0,001 oAk
C2 8,901 2 0,012 *
S 4,055 2 0,132

M1 46,439 5 < 0,001 otk
M2 31,448 5 < 0,001 Ak
M3 30,273 5 < 0,001 oAk
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Foéet kvétnich lodyh

ab a ab bc c C a abc ab ab c¢ bc a ab ab bc c abc

c1 c2 5 M M2 M3 c1 c2 5 M M2 M3 c1 c2 5 M M2 M3
Puda
Obrazek 22: Vliv pudy na pocet kvétnich lodyh rostlin po uplynuti 8 mésicti od vyseti. Body znaci
primérnou hodnotu, zobrazen je 95% konfidenc¢ni interval. Mala pismena (a, b, c) oznacuji signifikantni

rozdily mezi skupinami u jednotlivych populaci.

V nemetalifernich populacich C1 a C2 nebyl prokazan vliv pidy na pocatek
kveteni rostlin, u ostatnich populaci byl rozdil zacatku kveteni v rtznych ptadach
signifikantni (Tabulka 14). U hadcové populace diive kvetly rostliny v pidé C1 nez ve
vlastni hadcové ptdé S. U metaliferni pady M1 kvetly rostliny pozdé¢ji v pidach M2
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a M3 neZ v ostatnich pidach. Kategorie u populaci M2 a M3 se asto piekryvaly, ale do
nejdiive kvetouci kategorie v obou piipadech Ccist¢ spadaly rostliny péstované

v nemetaliferni pidé C1 (Obrazek 23).

Tabulka 14: Vysledky GLM modelu testujicich efekt pidy na zacatek kveteni rostlin v pribéhu

experimentu.
_ Zaitekkveteni rostlin - ANOVAuullmodel, model)
Populace X2 df p-hodnota; grafické znédzornéni
Cl 5,485 2 0,064
C2 4,293 2 0,117
S 6,933 2 0,031 *
M1 52,640 5 < 0,001 oAk
M2 33,271 5 < 0,001 otk
M3 29,421 5 <0,001 ok
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Obrazek 23: Vliv pudy na zacatek kveteni rostlin v pribéhu experimentu. Body znaci primérnou
hodnotu, zobrazen je 95% konfidenc¢ni interval. Mala pismena (a, b, ¢) oznacuji signifikantni rozdily mezi

skupinami u jednotlivych populaci.

Vliv piidy mél za nasledek také rozdil v procentu kvetoucich rostlin za cely
experiment. Tento vliv byl statisticky prokazan a byl signifikantni u vSech populaci
(Tabulka 15). V nemetalifernich populacich (C1, C2, S) se signifikantné liSily rostliny
pestované v metalifernich pidach (M1, M2, M3), z4dnd z rostlin totiz nevykvetla,

vSechny uhynuly. V nemetalifernich pidach bylo primérné procento kvetoucich rostlin
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vyssi jak 80 %. Piesto se u populaci C1 a S signifikantné li§i procento kvetoucich rostlin
v pudé C2, které je oproti rostlinam z ostatnich nemetalifernich piid o néco nizsi. Nizsi
procento kvetoucich rostlin v této pudé (C2) je pozorovano také u populaci M2 a M3,

kde se hodnoty pohybuji mezi 40—-60 % (Obrazek 24).

Tabulka 15: Vysledky GLM modelu testujicich efekt piidy na procento kvetoucich rostlin.

Populace Y2 df p-hodnota; grafické zndzornéni
Cl 295,512 5 <0,001 ok
C2 192,201 5 <0,001 ook
S 295,512 5 <0,001 kokx
Ml 12,406 5 0,030 *

M2 52,875 5 <0,001 ok
M3 26,462 5 <0,001 kokx
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Obriazek 24: Vliv pudy na procento kvetoucich rostlin. Body znac¢i primérnou hodnotu, zobrazen je 95%
konfiden¢ni interval. Mala pismena (a, b, ¢) oznacuji signifikantni rozdily mezi skupinami u jednotlivych

populaci.

Vliv pidy v prib&éhu kultivace rostlin se projevil 1 na pfezivani rostlin
(Obrazek 25). U nemetalifernich populaci (C1, C2, S) nepiezily zadné rostliny péstované
v metalifernich ptidach (M1, M2, M3), naopak prumérny pocet rostlin z nemetalifernich
pud (C1, C2, S) ptevysoval vzdy 90 %. V piipadé populace C1 neptezily zaddné

semenacky do faze kultivace, vSechny uhynuly uz béhem kli¢eni. U populace C2 bylo na
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zaCatku faze kultivace pouze 10 % semenackl (2 rostliny). V populaci C2 uhynuly
rostliny péstované v ptiidach M1 a M2, rostliny populace C1 rychleji umiraly v ptidé¢ M1.
V hadcové populaci S ptezivaly nejlépe rostliny z pidy M2, nasledné M1 a nejhiiie M3.
Vice jak 90 % rostlin populace M1 ptezilo ve vSech pidach. U zbylych populacich M2
a M3 klesl pocet Zivych rostlin v prib&hu experimentu pod 60 % v ptidé¢ C2.
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Obrizek 25: Vliv pid na ptezivani rostlin jednotlivych populaci v pribéhu pokusu.

Dale bylo analyzovano, jestli se od sebe jednotlivé kiivky znazornujici prezivani
rostlin v dané padé lisi. V populacich C1 a C2 byly rozdily pravdépodobnosti prezivani
rostlin v riznych ptadach stejné. Vylisily se nemetaliferni pady, ve kterych rostliny
prezivaly nejlépe, hiie pak prezivaly v pidach M1 a M2, v pidé M3 rostliny piezivaly
nejhiife. Hadcova populace ptezivala stejné¢ v nemetalifernich piadach C1, C2 a S, naopak
prezivani v metalifernich ptidach je odlisné pro kazdou ptidu zvlast sestupné pro pudy

M2, M1 a M3. Populace M1 piezivala ve vSech piidach obdobn¢ a pravdépodobnost
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prezivani byla vysoka. V populaci M2 pieZivaly rostliny hife v ptidé C2. Pro populaci
M3 je ptfezivani rostlin riznych padach hiife rozliSitelné, nizsi pravdépodobnost prezivani
rostlin byla zaznamenan v pidach C1 a C2.

Z jednotlivych analyz znaki lze vysledovat, ze metaliferni pudy (M1, M2, M3)
maji negativni vliv na rast a pfeZivani rostlin z nemetalifernich stanovist’ (C1, C2, S).
U metalifernich populaci M2 a M3 ma puda C2 negativni vliv na biomasu a procento

kvetoucich rostlin.

4.2.3 Kumulativni fitness

Meéifené znaky rostlin byly pouzity pro vypocet fitness rostlin, kterd byla dale
porovnana mezi populacemi a piidami, ve kterych rostliny byly péstovany (Tabulka 16,
Obrazek 26). Celkové nejvyssi fitness mély rostliny populace C1 péstované ve vlastni
pude, nejnizsi fitness mély nemetaliferni populace C1, C2 a S v metalifernich pidach
M1, M2 a M3, jelikoz od vyseti piezivaly pouze v zakrslé forme a postupné vSechny
zahynuly. Ve své vlastni pidé nejlépe prosperovaly rostliny populaci C1, S a M3. Obecné
m¢ély rostliny vSech populaci vysoké fitness v pudach C1 a S. Naopak metaliferni

populace M2 a M3 méli snizenou fitness ve vapencové pudé C2.

Tabulka 16: Fitness rostlin pro jednotlivé kombinace populace a pady

pudaCl [pidaC2 |[padaS puda M1 [pida M2 |pada M3
populace C1 - 0,848 0,844
populace C2 0,919 0,766 0,802
populace S 0,794 0,678 0,869
populace M1 0,806 0,717 0,764 0,703 0,608 0,566
populace M2 0,742 0,457 0,733 0,727 0,606 0,629
populace M3 0,716 0,427 0,702 0,660 0,555 0,717
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Obrazek 26: Porovnani kumulativnich fitness hodnot mezi populacemi v riznych piadéach. Pro vypocet
byly zahrnuty nasledujici znaky: kli¢ivost, rychlost kliceni, biomasa, délka nejdelsi lodyhy, prumér trsu,
pocet kvéti, pocet kvétnich lodyh, zacatek kveteni, procento kvetoucich rostlin a procento piezivsich

rostlin.

4.3 Prvkova analyza rostlin

Pro prvkové analyzy rostlin byly pouzity rostliny z experimentu II. VSechny
populace byly nejdiive péstovany v zahradnim substratu a po 5-ti mésicich byly
presazeny do hadcové a metalifernich pud (S, M1, M2, M3). Z kazdé kombinace
populace/piida bylo sesbirdno 5 rostlin. Prvkové analyzy byly provedeny zvlast' pro
nadzemni (listy), tak pro podzemni biomasu (kofeny). Byl analyzovan obsah Ni, Zn a Pb

pomoci ICP-OES.
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Obriazek 27: Korelace mezi obsahy tézkych kovt (Ni, Zn, Pb) v rostlinach. Hodnoty odrazeji Pearsoniiv

korela¢ni koeficient, stinovani znazorfiuje miru korelace.
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Nejprve byly vypocitany korelacni parové koeficienty jednotlivych znakt a jejich
signifikance (Obrazek 27). Byla pozorovana pozitivni korelace mezi obsahy Zn a Pb,

naopak obsah Ni byl negativné korelovan s obsahem Zn a Pb.

4.3.1 Nikl

Nikl je kov, ktery se vyskytuje predevsim v hadcové pudé ve vetSim mnozstvi,
v ostatnich ptidach se vyskytuje jen ve stopovém mnozstvi. Pravé v hadcové pudé (S)
byla zaznamenana jeho nejvyssi koncentrace v rostlinach, vysoké koncentrace v kofenech
obsahovaly rostliny ze vSech populaci (Obrazek 28). Ve vétsing ptipadil se signifikantné
lisil obsah Ni v kotfenech a v listech (parovy t-test, Pfiloha 2), pfi¢emz obsah niklu
v kofenech byl bud’ vétsi nez v listech nebo se obsahy nelisily — populace C1 v piidé M2
a populace M2 v ptidach M2 a M3 (Tabulka 17). Koncentrace Ni v listech byla vzdy nizsi

neZ koncentrace Ni v pudach.

Obsah Ni v listech a kofenech - puda S Obsah Ni v listech a kofenech - puda M1
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Obrazek 28: Obsah Ni v riiznych ¢astech rostliny (listy a kofeny, odliSeno pomoci barev) u populaci
péstovanych ve stejném typu pidy A) hadcova S, B) metaliferni M1, C) metaliferni M2, D) metaliferni

M3. Obsah kovu je zndzornén pomoci boxplotti. Obsah Ni v pidéach je zndzornén Cervené.
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Tabulka 17: Odlisnosti obsahu Ni v kofenech a listech na zaklad¢ t-testu. Hvézdicky udavaji prokazatelné

vys$i obsah Ni v kofenech nezli v listech, pocet hvézdicek udava signifikanci. V pfipadé, ze se obsahy

prikazné neli$i, je uvedeno “nelisi se”.

Puda S Puda M1 Puda M2 Puda M3
Populace C1 ek ek nelisi se ek
Populace C2 skskok skeskok skskok skskok
Populace S skskk skskok % skskok
Populace M1 stokok ok ok ok ok sk
Populace M2 ook ook nelisi se nelisi se
Populace M3 skokok skeskok * skskok

Analyza variance prokazala, ze na obsah Ni v listech 1 v kofenech je zavisly jak
na typu pudy, tak na piivodu populace, prikazny je i vliv interakce mezi populaci a ptidou
(Tabulka 18). Blize byly analyzovany rostliny péstované v hadcové pad¢. Signifikantné
mensi obsah Ni v listech byl u populace C1 (Anova, df =5, y> = 17,8, p < 0,001), obsahy

Ni v kofenech se mezi populacemi nelisily (Obrazek 29).

Tabulka 18: Vysledky analyzy variance vlivu pudy, populace a jejich interakce na obsah Ni v listech a

v kofenech.
koteny

df suma ¢tvercl F-hodnota p-hodnota
puda 298,88 1234,48 <0,001 oAk
populace 7,06 17,51 < 0,001 oAk
puda:populace 15 5,14 4,24 <0,001 oAk
residualy 96 7,75

listy

df suma ¢tvercli F-hodnota p-hodnota
puda 3 129,25 296,68 < 0,001 oAk
populace 2,80 3,50 0,006 **
puda:populace 15 31,29 13,06 <0,001 HAx
residudly 96 15,34
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Obrazek 29: Porovnani obsahu Ni u populaci péstovanych v hadcové pidé. Body znaci primérnou
hodnotu, zobrazen je 95% konfidenc¢ni interval. Pouze obsah Ni v listech populace C1 se signifikantné

lisil od obsahu kovu v litech jinych populaci.

4.3.2 Zinek

Metaliferni ptidy obsahovaly zvySené mnoZzstvi Zn. Nejnizsi koncentrace byla
v ptidé M1 (téméf 3 000 pg-g '), vysoky obsah Zn méla pida M2 (téméf 25 000 pg-g ™)
a nejvic piida M3 (pies 30 000 pg-g'). V hadcové ptidé S rostliny obsahovaly nejnizsi
koncentrace Zn ve svych pletivech, avSak vzdy se jednalo o vyssi koncentraci, nez ktera
byla naméfena v pudé (Obrazek 30). V ostatnich piidach M1, M2 a M3 byly koncentrace
rozdil mnozstvi Zn v kotfenech a v listech (parovy t-test, Pfiloha 2). V tabulce 19 jsou

zaznamenany piipady, kdy bylo v kofenech signifikantné vétsi mnozstvi Zn nez v listech.

Tabulka 19: Odlisnosti obsahu Zn v kotfenech a listech na zakladé t-testu. Hvézdic¢ky udavaji prokazatelné

vys$$i obsah Zn v kofenech nezli v listech. V pripadé, Ze se obsahy pritkazné nelisi, je uvedeno “nelisi se”.

Puda S Puda M1 Puda M2 Puda M3
Populace C1 nelisi se ok nelisi se nelisi se
Populace C2 nelisi se nelisi se * *x
Populace S nelisi se nelisi se nelisi se nelisi se
Populace M1 nelisi se nelisi se nelisi se ok
Populace M2 * nelisi se nelisi se nelisi se
Populace M3 * nelisi se nelisi se otk
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Obrazek 30: Obsah Zn v riznych Castech rostliny (listy a kofeny, odliSeno pomoci barev) u populaci

S 1

M2 M3

péstovanych ve stejném typu pidy A) hadcova S, B) metaliferni M1, C) metaliferni M2, D) metaliferni

M3. Obsah kovu je znazornén pomoci boxplotii. Obsah Zni v ptid€ S je zndzornén ¢ervenou linkou,

v ostatnich pudach jsou koncentrace mnohem vyssi jak v rostling.

Analyza variance prokazala, Ze na obsah Zn v listech i v kotfenech je zavisly jak

na typu pudy, tak na piivodu populace, prikazny je i vliv interakce mezi populaci a pidou

(Tabulka 20).

Tabulka 20: Vysledky analyzy variance vlivu pidy, populace a jejich interakce na obsah Zn v listech

a v kofenech.

koteny
df suma ¢tvercli F-hodnota p-hodnota
puda 3 216,41 704,12 < 0,001 oAk
populace 5 12,14 23,70 < 0,001 HHE
puda:populace 15 11,44 7,44 < 0,001 HAx
residudly 96 9,84
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listy
df suma ¢tverct F-hodnota p-hodnota
puda 3 161,14 470,11 < 0,001 otk
populace 5 3,58 6,27 < 0,001 oAk
puda:populace 15 7,94 4,63 < 0,001 oAk
residualy 96 10,97

4.3.30lovo

Olovo je toxicky prvek wvyskytujici se ve zvySeném mnozstvi pouze
v metalifernich pidach M1, M2 a M3. U vsSech populaci v metalifernich pidach byl
prokazan signifikantn€ vyssi obsah Pb v kofenech nezli v listech (parovy t-test, ptiloha 2,
Tabulka 21). V hadcové pidé S byl obsah Pb v rostlinnych pletivech podobny jako obsah
kovu v piid€. Rostliny v metalifernich piidach mély obsah Pb nizsi ve svych pletivech,
nez jaky byl obsah Pb v pd¢, pfiCemz ¢im vétsi mnozstvi Pb bylo v piidé, tim vic jej
rostlina ptijala do svych pletiv (Obrazek 31).
Tabulka 21: Odli$nosti obsahu Pb v kofenech a listech na zakladé t-testu. Hvézdicky udavaji prokazatelné

vyss$i obsah Pb v kofenech nezli v listech, pocet hvézdicek udava signifikanci. V ptipadé¢, ze se obsahy

prikazné nelisi, je uvedeno “nelisi se”.

Puda S Puda M1 Puda M2 Puda M3
Populace C1 nelisi se ok ok ok *ok
Populace C2 nelisi se okok ok ok ok
Populace S ok stk * % ok
Populace M1 nelisi se ok okok *
Populace M2 * *ok * sk
Populace M3 ok ok * % sk

Analyza variance prokézala, ze také obsah Pb v listech i1 v kofenech je zavisly jak

na typu pidy, pivodu populace, tak na interakci mezi populaci a ptidou (Tabulka 22).

Tabulka 22: Vysledky anovy vlivu pidy, populace a jejich interakce na obsah Zn v listech a v kofenech.

koteny
df suma Ctvercil F-hodnota p-hodnota
puda 3 527,6 1456,64 < 0,001 xRk
populace 5 2,3 3,77 0,004 ok
puda:populace 15 8,2 4,53 <0,001 kokk
residualy 96 11,6

57



listy
df suma ctverci F-hodnota p-hodnota
puda 3 418,3 633,25 < 0,001 oAk
populace 5 4,5 4,07 0,002 **
puda:populace 15 13,9 4,21 < 0,001 ok
residudly 96 21,1

Obsah Pb v listech a kofenech - puda S Obsah Pb v listech a kofenech - puda M1

: ] : '
. mo-fgﬁgéé

_ e« BB

-
o

10004

o

=
o7 LR e

@ = 7 ' =
& 0 T T
“aa c1 cz S m M2 M3 c1 cz s M1 Mz M3
E . . . . - .
zi Obsah Pb v listech a kofenech - puda M2 Obsah Pb v listech a kofenech - puda M3
& 16001 .
12001 . 100071 e
800 = =
$ 500 1 e
= . B : .
4004 Q - L] — - EF
- = " °
g ~ — == = - = = ———
: . . . 01
c1 c2 S M1 M2 M3 c1 c2 S M1 M2 M3
Populace
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Obrazek 31: Obsah Pb v riznych c¢astech rostliny (listy a kofeny, odliSeno pomoci barev) u populaci
péstovanych ve stejném typu pidy A) hadcova S, B) metaliferni M1, C) metaliferni M2, D) metaliferni
M3. Obsah kovu je znazornén pomoci boxplotl. Obsah Pb v hadcové ptid¢€ je znadzornén Cervenou linkou,

v ostatnich ptipadech je v piid€ vyssi obsah Pb nez v rostlinach.
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5. Diskuze

5.1 Lokalni adaptace okruhu Minuartia verna

Hlavnim cilem recipro¢niho experimentu bylo zjistit, zda jsou vybrané populace
z okruhu Minuartia verna lokaln€ adaptované. Dale m¢ zajimalo, zda maji nemetaliferni
populace predispozici rist také na metaliferni padé, a jestli metaliferni populace dokézou
rust v jinych nezli vlastnich ptidach.

Vysledky experimentu jasné ukazuji, ze nemetaliferni populace C1, C2 a S nemaji
pre-adaptaci k vyrovnani se s ionty tézkych kovi jako je Zn, Pb a Cu v metalifernich
pudach M1, M2 a M3, vSechny nemetaliferni rostliny v pribéhu experimentu
v metalifernich pidach zahynuly. Metaliferni populace dokézou rist ve vSech typech
metalifernich pid zahrnutych v experimentu. Nejzajimavej$im zjisténim vSak je, Ze

vSechny populace prosperuji v hadcové pide S.

5.1.1 Vliv ptidy na kli¢eni semen a preZivani semenacku

Uz béhem pozorovani kliceni byl zaznamenan vliv specifického typu piidy na
kli¢eni a vitalitu rostlin z riiznych populaci. Samotna kli¢ivost semen nebyla vyrazné
ovlivnéna typem pudy, jen u nemetalifernich populaci byla mirné snizend kli¢ivost v pudé
M3. Snizena kli¢ivost semen v pritomnosti Cu, Zn a Pb byla pozorovana také u kukufice
a jeCmene (Tomulescu et al., 2004) nebo u Arabidopsis thaliana (Li et al., 2005). Naopak
vyssi kli¢ivost semen druhu Elsholtzia argyi byla zaznamendna s vyssi koncentraci Pb
v hydroponickém roztoku (Islam et 1., 2007). Zajimava je také studie vlivu riznych
koncentraci Cu na kli¢ivost rostlin Minuartia hirsuta, Silene compacta, Alyssum
montanum a Thlaspi ochroleucum. Zatimco u T. ochroleucum klicivost klesa s rostouci
koncentraci Cu, u ostatnich rostlin je nejvyssi kli¢ivost zaznamenéana az pii urcitém
obsahu Cu v roztoku, pti¢emz pouze M. hirsuta a S. compacta byly ptivodn¢ z lokalit
obsahujicich Cu v pid¢ (Ouzounidou, 1995).

Nemetaliferni pidy C1, C2 a S a metaliferni pidy M1 a M2 nemély v pribéhu
kli¢eni vliv na pfezivani semenacki, pouze v pidé M3 prezilo vyrazné¢ méné semenacku.
U populace C1 nepiezila v M3 pid¢ ani jedna rostlina, vétSina vyklicenych semen totiz
po vykli¢eni nedokazala zakofenit. Zajimavou studii je vliv (ne)pfitomnosti Ca?"
spole¢né s t&zkymi kovy (Pb, Zn, Hg) na riist embrya, kdy v pfitomnosti Zn a Pb bez Ca**

je pozorovan horsi riist nez v piitomnosti Ca**, u Hg je lepsi riist bez ptitomnosti Ca** (Li
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et al.,, 2005). V pouZivanych metalifernich ptdach je vSak obsah Ca podobny.
Neschopnost zakotenéni populace C1 miize byt zavinéna tim, ze pida M3 byla jilovitého
charakteru, Spatné propustna pro vodu (Idu et al., 2003). Obsah ani jednoho z méfenych
tézkych kovli neni nejvyssi a ani v jinych métenych parametrech ptida zv1ast’ nevybocuje
(Ptiloha 1). Semena z ostatnich populaci uz dokéazala v této pad¢ zakotenit, ale v pritbé¢hu
kli¢eni neptezilo primérmé také vic jak 80 % semenacki z populace C2 a z hadcové
populace nepieZilo primérné 20 % semenacki. Metaliferni populace v piidé M3 klicily
a prezivaly dobfe, je tedy mozné, Ze piida M3 obsahuje jesté jiny neméteny t€zky kov, na
ktery jsou metaliferni populace pre-adaptované, ale nemetaliferni populace si s timto

kovem neumi poradit.

5.1.2 Vliv ptidy na rust rostlin

Béhem kultivace byly skorovany dalsi znaky rostlin, u kterych se projevily rozdily
zpusobené typem pidy, ve kterych byly rostliny péstovany. UZ pii porovnani biomasy
rostlin bylo zfejmé, Ze nemetaliferni populace C1, C2 a S Spatn¢ snasi metaliferni pady.
V pudé M3 nepiezila zadna rostlina a v ostatnich metalifernich ptidich M1 a M2 byla
vaha biomasy oproti ostatnim rostlindm tém¢t zanedbatelna. Nemetaliferni populace totiz
v metalifernich ptidach vyrostly pouze do stadia prvnich pravych listd, které vSak casto
nebyly vétsi nez delozni listky. Tyto rostliny v prabehu kultivace zahynuly a nebyly na
nich méteny dalsi znaky. Signifikantné niz$i biomasa byla dale pozorovana u populaci S,
M2 a M3 v pudé C2, coz je zajimavé, protoze se jedna o nemetaliferni pidu, u které se
predpokladalo, Ze rostlinam bude vSeobecné vyhovovat. Podobny trend byl pozorovan
také u procenta kvetoucich rostlin, kdy signifikantn€ mensi mnozstvi rostlin kvetlo v piidé
C2 u populaci S, M2 a M3, pro tento méfeny znak se jesté piidala populace C1.

Z porovnavanych znakll i z vyslednych fitness hodnot rostlin je patrné, ze
nemetaliferni populace C1, C2 a S nejsou pre-adaptované na ptidy metalifernich populaci
rostoucich na vysypkach obsahujicich tézké kovy jako je Zn, Pb a Cu. Je hned nékolik
studii, které potvrzuji negativni vliv tézkych kovli na rostliny, kter¢ k nim nejsou
adaptované. Negativni vliv Zn na rist semenackt byl zaznamenan u druhu Cajanus cajan
(Sresty & Rao, 2000), ptitomnost Cu méla efekt na snizeni riistu kotene u rostlin Alyssum
montanum a Noccaea ochroleuca, které nebyly adaptované na plidu obsahujicich Cu
(Ouzounidou, 1995). Rostouci koncentrace Pb méla negativni vliv na biomasu rostlin

beézné péstovanych jako zelenina (Barker, 1972).
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Naopak metaliferni populace M1, M2 a M3 nemély problém s Zadnou z pouZzitych
metalifernich pid. Metaliferni populace mohou pochazet z jedné populace, ktera byla
adaptovana na vice tézkych kovi zaroven, a tato populace pozdéji kolonizovala nové
vznikajici stanoviste s tézkymi kovy v disledku t€zby. Nahlé rozsiteni aredlu v disledku
tézby bylo zaznamenano také naptiklad u druhu Crepidorhopalon tenuis, ktery je odolny
vuci Cu (Faucon et al. 2011). Stejné jako obsahy kovil na vysypkach, se mohou ménit
typy hadct, rod Streptanthus postupné kolonizoval hadcové lokality o riizném slozeni
pudy a nasledné se na piislusné typy hadcii adaptoval. Nésledna diferenciace a izolace od
rodi¢ovskych genotypli dala vzniknout nékolika hadcovym endemitiim (Kruckeberg,
1954).

Populace C1, S a M3 m¢ély nejvyssi fitness pravé ve svych vlastnich ptdach,
v ostatnich se jim dafilo méné. U téchto populaci mizeme predpokladat, Ze jsou lokalné
adaptované a na své prostiedi si zvykly natolik, Ze jiné prostfedi uz pro né neni tolik
vyhodné (Kawecki & Ebert, 2004). Nejzajimavéjsi je tato skutecnost u metaliferni
populace M3. Hodnota fitness byla ve vlastni ptid¢€ jen o trochu vétsi jak v ptdé C1 (tato
skuteCnost se ovsem miuize liSit podle zvoleného postupu hodnoceni fitness rostlin).
Vysokou hodnotu fitness lze interpretovat nékolika zpisoby, populace M3 by mohla byt
na své lokalité¢ tak dlouho, Ze se k ni dokézala dokonale adaptovat. T¢zba rud zde
probihala jiz ve stfedovéku (Verkleij, Lugtenborg & Ernst, 1988). Tato domnénka ale
odporuje pozorovanym hodnotam Fst s ostatnimi metalifernimi populacemi, které jsou
pro tento scénaf nizké (Obrazek 9). Dalsi moznosti je, ze puda z této lokality neni tak
toxickd jako ostatni metaliferni pidy M1 a M2, to by potvrzovaly piidni analyzy, kde
pida M3 nemd nejvysSi obsah Zadného métené¢ho kovu, to je vSak v rozporu se
skutecnosti, ze v této piid¢ nemetaliferni populace uhynuly jako nejdiive.

Nejvice prekvapivé zjisténi je, ze vSechny populace dobfie rostou v hadcové ptidé
S. Vypada to tedy, Ze vSechny populace jsou pre-adaptované na hadcovou ptidu, coz neni
bézna situace. Casto populace z nehadcovych lokalit neprospivaji, kdyz se péstuji
v hadcové pudé, ptikladem muze byt Arabidopsis arenosa (Konecna et al., 2022) nebo
Mimulus guttatus (Selby & Willis, 2018). Jsou vSak znamé 1 piipady, kdy jsou
nemetaliferni populace preadaptovany pro riist na hadcové piidé, mezi tyto rostliny patii
napiiklad Thlaspi montanum var. montanum (Boyd & Martens, 1998). U druhu Holcus
lanatus je znamé dokonce 1 preadaptace nemetalifernich populaci na pfitomnost arsenu

v pidé (Meharg & Cumbes, 1993). Jednou z moznosti, jak si v nehadcovych populacich
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zachovat hadcovou adaptaci, je genovy tok mezi nehadcovymi a hadcovymi populacemi.
Tento zpiisob byl prokazan vyuzitim isozyma u druhu Silene dioica mezi blizkymi
hadcovymi a nehadcovymi populacemi (Westerbergh & Saura, 1992). V ptipadé M. verna
je vsak tok genli z hadcovych populaci nepravdépodobny, jelikoz hadcové populace jsou
ve stfedni Evropé€ velmi izolované, vzdalené od ostatnich populaci (Lipanova et al. 2023).
Dalsi mozZnosti je, ze predek vSech vybranych populaci byl adaptovany na hadcovou padu
a nehadcové populace si tuto adaptaci zachovavaly, jelikoz jim piinasi jesté dalsi vyhody
nez jen odolnost vic¢i vysSimu obsahu Ni a Mg v piidé, kterou oni sami na svych
stanovistich nevyuziji. Rostliny akumulujici Ni do svych pletiv i na nehadcovych
stanovistich pak mohou akumulovany Ni vyuzit v boji proti patogentim a herbivorim

nebo proti ostatnim rostlindm pomoci alelopatie (Boyd & Martens 1998).

5.2 Jak rostliny iesi pritomnost tézkych kovt

Analyza obsahu kovl v rostlinnych pletivech byla provedena u rostlin
pestovanych v hadcové ptidé S obsahujici zvyseny obsah Ni, Cr a Co a v metalifernich
pudach M1, M2 a M3, které obsahovaly rizné mnoZstvi Zn, Pb a Cu. Byly provedeny
separatni analyzy listh a kofenl. Specificky byly analyzovany obsahy Ni, Zn a Pb ve
vzorcich rostlinnych pletiv.

Rostliny péstované v metalifernich pidach M1, M2 a M3 chudych na Zn
absorbovaly pouze malé mnoZzstvi Zn, koncentrace v suSené biomase nebyla vétsi nez
18 ng-g!. Rostliny nejspise akumulovaly takovy obsah Zn, ktery pro né byl nezbytny.
Zn se totiz fadi mezi esencidlni prvky, které jsou nutné pro spravné fungovani rostlin.
Hraje dulezitou roli jako soucast enzymi (Ermler et al., 1998). Prikladem muze byt
uredza, ktera se podili na metabolismu dusiku (Dixon et al., 1975).

Naopak populace, které byly péstované v hadcové padeé S mély zvyseny obsah Ni
jak v kofenech (primérné hodnoty se u populaci pohybovaly mezi 100-200 pg-g™), tak
v listech (préimérné hodnoty se u populaci pohybovaly mezi 15-30 pg-g ). Vybo&ovala
pouze populace C1, ktera v listech méla obsah Ni pouze 2,9 ug-g'. Z vysledkii plyne, Ze
se M. verna netadi mezi hyperakumulatory Ni, protoZe hranice pro hyperakumulaci Ni je
1 000 pg-g! v biomase rostliny (Reeves et al., 2018), naopak se jedna o vylucovace
(excluder), jelikoz obsah kovu v kofenech je vétsi jak v nadzemni ¢ésti (Baker, 1981), do
které je pfisun vétsiho mnoZzstvi Ni omezen. Mezi Ni vyluCovace se déle fadi naptiklad

Silene vulgaris (Wenzel et al., 2003), Triticum aestivum (Massoura et al., 2004) nebo
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Thlaspi perfoliatum (Seregin et al., 2007). Obsah kovu v kofenech je mezi vSemi
populacemi srovnatelny, stejné tak jako v listech (az na populaci C1), to by mohlo
poukazovat na stejny mechanismus nakladani s ionty Ni v rostliné a podporuje to teorii
o stejném genetickém zékladu adaptace na hadec, ktery by mohla sdilet celd geneticka
linie stitedoevropskych nizinnych populaci.

Podobn¢ jako Ni, tak i Zn se fadi mezi esencialni prvky nezbytné pro Zivot rostlin.
Zinek slouzi jako kofaktor pro Sirokou Skdlu enzyma zapojenych do riznych
metabolickych procest. Tyto enzymy jsou nezbytné pro rist rostlin, véetné procesi jako
je syntéza DNA, syntéza proteind, fotosyntéza a hormonalni regulace (Brown, Cakmak
& Zhang, 1993).

Pouze v hadcové pidé S byl obsah Zn v rostlinach vyssi nez obsah Zn v ptid¢€, coz
bude zplisobeno prave tim, ze rostlina pro své spravné fungovani Zn potiebuje a z pudy
chudé na Zn si tento kov vychytdva. V metalifernich pidaich M1, M2 a M3 byla
koncentrace zinku vysS$i nez v rostlindch, které na nich byly péstovany, obsah Zn
v rostlinach vSak byl nékolikanasobné vyssi nez u rostlin péstovanych v hadcové pudé S.
Obsah Zn v kofenech a listech se ¢asto nelisil, v opacném ptipad¢ byl vétsi obsah Zn
v kotenech nezli v listech. Tato skutecnost je v rozporu s diive publikovanymi ¢lanky,
které zminuji, Ze vice Zn byva v listech neZli v kofenech (alpské populace — Sieghardt,
1990; anglické populace — Hajar, 1987). Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim bude, Ze
analyzované rostliny byly nejdiive pfedpéstovany v zahradnim substratu a poté¢ az
presazeny do metalifernich pid. Dal§im vysvétlenim mutze byt, Ze alpské populace si
nezavisle od nizinnych populaci vyvinuly vlastni odliSnou adaptaci na pfitomnost Zn.
U anglickych populaci se predpoklada, Ze jsou s nizinnymi populacemi blizce piibuzné.

V pudé M1 mély populace podobny obsah Zn ve svych pletivech, coz vSak
nenaznacuje jejich adaptaci, jelikoz nemetaliferni populace v experimentu I
v metalifernich pidach neptezily. Nemetaliferni populace v pidach M2 a M3, které
obsahovaly vysoké mnozstvi Zn mély vyssi obsah Zn v kotenech (az 6 000 ug-g ') nez
metaliferni populace (ty mély obsah Zn v kofenech u vSech metalifernich pid podobny
250-1 500 pg-g ). To naznaduje, Ze by metaliferni populace mohly mit mechanismy
zabranujici vstupu nadmérného mnozstvi Zn do kofenti nebo mechanismy vylucujici
pebyteény Zn z kofenti zpét do piidy (Chaney, 1993). Zadna z metalifernich populaci
nedosahla hranice pro hyperakumulaci, kterd u Zn je >3 000 ug-g ' (Reeves et al., 2018),

hyperakumulaci vSak byla prokazana u nékterych rostlin M. verna sebranych piimo
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z metalifernich lokalit (Johnston, 1977; Kelepertsis & Andrulakis, 1983; Wenzel
& Jockwer, 1998).

Oproti diive diskutovanym prvktiim je olovo (Pb) pro rostlinu toxické uz v malém
mnozstvi, a proto se ho rostliny snazi spiSe vyvarovat. Vypovida o tom i velmi maly pocet
druhi, které Pb hyperakumuluji (Reeves et al., 2018). V metalifernich ptidich M1, M2
a M3, které obsahuji Pb, je signifikantné vySsi obsah tohoto kovu v kofenech nezli
v listech, M. verna se tedy fadi mezi vyluCovace Pb (Baker, 1981), podobné¢ jako tomu
bylo v pfipad€ Ni v hadcové ptidé S. Podobné vysledky odlisnosti obsahu Pb v kotenech
a listech byly pro tento druh pozorovany u anglickych i alpskych populaci (Hajar, 1987,
Sieghardt, 1990). Zajimav¢ je, Ze i nemetaliferni populace se v piipadé Pb chovaly dost
podobn¢ jako metaliferni populace. Moznym vysvétlenim miize byt, Ze tyto populace jsou
adaptovany na ptfitomnost olova, to je ale nejspis nepravdépodobné. Analyza obsahu
prvkil v rostlinné biomase udava pouze informaci o mnozstvi urc¢itého prvku v urcitém
mnozstvi biomasy, nevypovida o tom, v jaké formée se tento prvek v pletivech vyskytuje.
U metalifernich populaci mize dochazet k chelataci Pb, v chelatované formé uz nemusi
byt pro rostlinu toxicky a muze byt skladovan ve vakuoldch (Kumar, Narasimha
& Prasad, 2018). Naproti tomu v nemetalifernich populacich nemusi byt Pb v pletivech
vychytavdno a inaktivovdno, mlze se tedy vazat na enzymy a tim poskozovat

metabolické drahy.
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6. Zaver

Tato prace pfinesla nové poznatky ve studiu (pre-)adaptace populaci Minuartia
verna, jejichz pfirozena stanovisté zahrnuji netoxické substraty, hadcové lokality i dtlni
vysypky obsahujici zvySené mnozstvi tézkych kovl. Informace, které byly ziskany
pomoci reciprocniho experimentu, ndm umozni lépe porozumét ekologicko-evolucnim
procestim, které stoji za adaptaci rostlin na extrémni prostfedi, a poskytuji nam cenné
nahledy do funkcnich strategii, které si rostliny vyvinuly pro pieziti na toxickych
stanovistich.

Vysledky ukazuji, Ze populace v okruhu M. verna vykazuji riznou miru adaptace
na odliSné typy pid obsahujicich téZzké kovy. Nemetaliferni populace nejsou
(pre-)adaptovany na metaliferni pidy obsahujici ve vyS$si mife pfedevSim zinek, olovo
améd. Na druhou stranu, metaliferni populace vykazovaly schopnost prosperovat na
riznych metalifernich ptidach, coz naznacuje jejich (pre-)adaptaci na Siroké spektrum
dalnich ptad. Pozoruhodné uspésny rist vSech populaci v hadcové padé vsak ukazal
genetickou predispozici pro riist v tomto substratu. Tato adaptace ukazuje schopnost
urcitych rostlinnych druht prospivat na zdanlivé drsnych stanovistich.

Analyza akumulace tézkych kovl v rostlindch poskytuje dilezité informace
o strategiich, které rostliny vyuzivaji k regulaci a eliminaci téchto toxickych prvki.
Neékteré populace maji schopnost selektivné akumulovat kovy jako nikl a olovo
v kotenech, coz muze slouzit k minimalizaci jejich Skodlivého u¢inku v nadzemnich
¢astech rostliny. Zkoumani piijmu zinku rostlinami poskytlo pohled do slozité struktury
adaptace. Rozdil v pfijmu Zn mezi nemetalifernimi a metalifernimi populacemi v pudach
s vysokym obsahem Zn naznacuje nedostatecnou Ci zddnou adaptaci na pritomnost
vysoké koncentrace tohoto kovu u nemetalifernich populaci.

Ze ziskanych informaci lze odhadovat historicky kontext procesu adaptaci v této
skupiné. Pre-adaptace niZinnych stiedoevropskych populaci M. verna na hadec mohou
naznacCovat starou linii adaptace. Nasledna kolonizace dualnich ptd metalifernimi
populacemi ukazuje na schopnost rostlin rychle se pfizpisobit novym podminkam
méniciho se prostiedi v pribéhu ¢asu.

Schopnost rostlin rychle se adaptovat na nové prostiedi hraje dileZitou roli ve
stale rychleji se ménicim svété. Skupina M. verna, diky své schopnosti osidlit mnoho

riznych typa substratli, je vhodnym kandidatem pro podrobnéjsi studium adaptaci na
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drsné podminky prostfedi. V budoucnu by dalsi studie této skupiny mohly prozkoumat
genetické a molekularni mechanismy, které stoji za adaptacemi na toxické prostiedi,

aroz$ifit tak naSe znalosti o evoluci rostlin pfizpiisobenych na zivot v naro¢nych

podminkach.
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8. Prilohy

Ptiloha 1: Kompletni ptehled analyzy pad
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Kod susina pH akt. | pH vym. N tot C tot Caava. | Mg ava. K ava.
vzorku % H,;0 KCI % % mg/kg mg/kg mg/ky
M2 99,07 6,95 7,13 0,15 2,33 733,32 4017 16,45
M3 98,72 6,93 6,65 0,13 1,62 1294 57 55,76 75,86
M1 98,88 6,7 6,54 0,27 401 991,61 209 45 83,93
C2a 98,93 8,52 845 0,14 8,96 31759,83 | 3990,70 48,53
c1 99,73 7,38 7,23 0,08 0,75 878,87 13,66 13,54
S 96,41 7,29 6,99 0,41 5,19 1079,24 | 3956,44 87,59
C2b 98,52 7.64 7,48 0,31 13,15 5274 87 399 67 55,62
Kod Cuava. | Znava. | Pbava. | Coava. | Niava. Cr ava. P ava. P tot.
vzorku mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
M2 163,92 | 31068,94 | 2550,72 0,53 11,23 0,22 2,41 375,97
M3 3,64 2467585 | 1518,44 1,20 7.20 0,16 16,11 698,44
M1 6,87 299555 | 347290 0,71 3,30 0,21 10,70 273,32
C2a 1,27 44 81 30,16 0,19 0,61 0,09 16,27 698,35
c1 0,55 4,14 6,78 017 0,36 0,15 9,06 84,65
S 1,96 6,17 4,09 6,71 79,66 0,87 14,81 444 53
C2b 1,81 26,23 10,53 0,85 1,48 pod 0,01 13,26 692 45
Kod Ca tot. | Mg tot. K tot. Cu tot. Zn tot. Pb tot. Co tot. Ni tot.
vzorku mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
M2 924514 | 1485,79 | 234715 | 2210,43 | 88106,68 | 2982923 17,84 48,28
M3 3528,07 | 1932,09 | 518328 47 61 7809334 | 1120739 | 2899 59,83
M1 18158,37 | 9239,99 | 5849 51 97,25 14617,72 | 17978,02 | 101,09 71,09
C2a 217964,09| 93532,29 | 1241,03 9,29 270,84 109,61 4,09 14,16
c1 201253 239,30 202,31 1,43 1948 13,34 0,10 1,05
S 4512 48 |135960.86| 720,83 14,91 116,37 2363 127,40 | 1819,26
C2b 224099 14105447 96| 966,58 7.02 70,86 18,12 277 12,16
Kod Cr tot. Ca Mg K Na Al+H CEC
vzorku mg/kg | mmol/kg | mmol/kg | mmol/kg | mmol/kg | mmol/kg | mmol/kg
M2 7,89 21,22 0,49 0,49 0,16 0,49 22,85
M3 23,26 61,92 3,36 1,89 0,57 0,98 68,72
M1 20,90 44 67 20,77 1,93 0,34 1.47 69,18
C2a 10,88 40,10 72 66 1,10 0,37 0,00 114,23
c1 1,34 42.03 0,77 0,32 0,35 0,49 43,95
S 653,49 65,22 296,51 1,64 114 0,00 364 51
C2b 972 179,18 34,90 1,03 0,55 0,00 21565




Piiloha 2: Vysledky t-testd analyzujicich rozdil mezi obsahem kovu v kofenech a listech.
Prvek | Puda Populace | t df p-honota
Ni S Cl1 16,16 7,97 <0,001 HHE
Ni S C2 6,17 6,15 <0,001 Hoak
Ni S S 6,39 5,76 < 0,001 HEE
Ni S Ml 10,69 5,53 <0,001 ke
Ni S M2 10,91 7,68 < 0,001 otk
Ni S M3 7,35 5,25 < 0,001 Hdok
Ni Ml Cl 8,66 8,00 <0,001 ok
Ni M1 C2 4,99 4,12 0,007 **
Ni Ml S 5,02 6,01 0,002 *
Ni M1 M1 7,64 7,67 < 0,001 ok
Ni Ml M2 5,40 7,98 < 0,001 o
Ni M1 M3 13,77 8,00 < 0,001 ok
Ni M2 Cl 2,32 6,67 0,056
Ni M2 C2 6,86 5,69 <0,001 ke
Ni M2 S 3,18 4,98 0,025 *
Ni M2 Ml 9,61 6,06 <0,001 Hrx
Ni M2 M2 1,88 4,37 0,127
Ni M2 M3 3,46 5,01 0,018 *
Ni M3 Cl 6,01 7,13 < 0,001 ke
Ni M3 C2 12,93 5,76 < 0,001 ok
Ni M3 S 6,74 6,03 < 0,001 HrE
Ni M3 Ml 6,59 6,53 < 0,001 ok
Ni M3 M2 1,55 7,71 0,162
Ni M3 M3 25,58 7,96 <0,001 ke
Zn S Cl 0,04 7,53 0,970
Zn S C2 -1,23 5,66 0,269
Zn S S 1,54 7,17 0,166
Zn S Ml -1,12 6,83 0,302
Zn S M2 3,11 4,94 0,027 *
Zn S M3 2,90 5,73 0,029 *
Zn Ml Cl1 5,73 6,93 <0,001 o
Zn Ml C2 2,44 4,19 0,068
Zn Ml S 1,37 6,71 0,215
Zn Ml Ml -1,59 4,84 0,174
Zn Ml M2 -0,30 7,51 0,771
Zn Ml M3 1,51 7,96 0,171
Zn M2 Cl 2,32 7,58 0,051
Zn M2 C2 3,14 6,69 0,017 *
Zn M2 S 1,84 4,89 0,127
Zn M2 Ml 0,89 6,48 0,406
Zn M2 M2 0,40 4,90 0,705
Zn M2 M3 -0,06 4,54 0,956
Zn M3 Cl 2,16 6,22 0,072
Zn M3 C2 7,01 4,77 0,001 *
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Prvek | Pida Populace t df p-honota

Zn M3 S 2,05 5,75 0,089

Zn M3 M1 3,65 7,77 0,007 **
Zn M3 M2 1,43 6,53 0,198

Zn M3 M3 5,70 7,76 <0,001 Hokok
Pb S Cl 1,64 5,90 0,154

Pb S C2 -0,16 6,90 0,879

Pb S S 3,94 5,59 0,009 **
Pb S Ml 1,85 7,60 0,103

Pb S M2 3,09 6,67 0,019 *
Pb S M3 4,90 6,09 0,003 **
Pb M1 Cl 17,16 6,81 <0,001 HEE
Pb M1 C2 8,21 4,81 < 0,001 HoAk
Pb M1 S 6,20 6,08 <0,001 k
Pb M1 M1 4,57 7,26 0,002 **
Pb Ml M2 6,30 5,24 0,001 **
Pb M1 M3 8,82 4,67 <0,001 HEk
Pb M2 Cl 4,40 7,95 0,002 *x
Pb M2 C2 5,51 7,91 <0,001 Hoak
Pb M2 S 5,72 5,02 0,002 *E
Pb M2 M1 7,29 7,69 <0,001 ok
Pb M2 M2 3,43 5,57 0,016 *
Pb M2 M3 5,21 5,92 0,002 **
Pb M3 Cl 4,27 5,82 0,006 HE
Pb M3 C2 7,63 4,29 0,001 *ok
Pb M3 S 5,16 6,64 0,002 **
Pb M3 M1 3,84 4,38 0,016 *
Pb M3 M2 6,89 7,19 <0,001 Hoak
Pb M3 M3 21,69 5,45 <0,001 HEk
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