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Abstrakt:

Environmentdlni podminky mohou ovliviiovat epigenetickou variabilitu klonalnich
organismu. Tyto prostfedim indukované zmény se mohou potencidlné¢ prendset do dalSich
generaci. Tato transgeneracni pamét’ by teoreticky mohla umoznit klonalnim (a zvIlasté
apomiktickym) rostlinam ¢astecné kompenzovat redukovanou genetickou variabilitu a mohla
by tak pfispivat k zvySovani adaptacni schopnosti apomiktickych populaci. Podle modelu
Millerovy rohatky asexualni organismy postupné hromadi nevyhodné mutace, coz nakonec
muize vést az k jejich zaniku. Pfipadny transgeneracni pienos by mohl tento jev Castecné
kompenzovat. Mohl by zéaroven piispét k vysvétleni dlouhodobého piezivani asexudlnich
organismu v prostfedi. Tato prace se zaméfuje na studium transgeneracni paméti triploidnich
apomiktickych populaci druhu Hieracium alpinum se zcela absentujici sexualitou, a tedy
geneticky uniformnim potomstvem. Transgeneraéni pamét u Hieracium alpinum jsme
studovali na klondlnich liniich, pochazejicich z péti populaci (Norsko, Rakousko, Bosna a
Hercegovina a Slovensko). Nékolik vegetativnich a generativnich znakli bylo méfeno
v kultivaénim experimentu I ve 3 oSetfenich (kontrola, kyselina salicylova a ptfidané Ziviny).
Rostliny signifikantné reagovaly na oSetfeni pfidanymi Zivinami, ale ne kyselinou salicylovou
(proto byla dale vyfazena z experimentil). Ziviny zvySovaly biomasu, polet listd a SLA
(specifickou listovou plochu) a snizovaly LDMC (pomér sus$iny listdl). Mezi semeny rostlin z
riiznych matefskych oSetfeni nebyly zjistény rozdily v hmotnosti ani po&etnosti na tibor. Casti
semen bylo umoznéno vykli¢it a ¢ast byla oSetfena demetylacnim c¢inidlem 5-azacytidinem.
Mezi semeny z rostlin z riiznych matefskych oSetfeni nebyly rozdily v kli€ivosti, v rychlosti
kliceni ani v indexu rychlosti kliCeni. Tato semena pak byla pouzita v kultivatnimu
experimentu II s designem matetské oSetfeni x Ziviny. Vegetativni znaky semenackll a poté i
dospélych rostlin byly zméfeny. Matetfské oSetfeni nemélo v pouzitych modelech nikdy
statisticky vyznamny vliv. Rostliny reagovaly na pfidani Zivin v F1 generaci pfedev§im skrze
zvySenou biomasu, mén¢ pak skrze listové znaky SLA a LDMC. Aplikace 5-azacytidinu se
naopak projevila pfedevsim skrze tyto listové znaky. Triploidni apomiktické rostliny Hieracium
alpinum tak pravdépodobné nedokdzi ptenést informaci o zivinach z rodict do potomkil a
reaguji na zmény zivin jen skrze fenotypovou plasticitu. Vliv 5-azacytidinu na vegetativni
znaky je v souladu se zdokumentovanymi disledky zmén metylace DNA u jinych druhd.

Ukazuje na dulezitou roli metylace DNA v adaptacich rostlin.
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Abstract:

Environmental conditions can influence epigenetic variability of clonal organisms.
These environmentally induced changes have potential to persist in following generations. In
theory, this transgenerational memory could allow clonal (and especially apomictic) plants to
partly compensate reduced genetic variability and could enhance adaptative ability of apomictic
populations. According to Muller's ratchet model, asexual organisms amass deleterious
mutations, which could lead to their extinction. Possible transgenerational memory could partly
compensate for this. It could also account for longtime survivorship of asexual organisms in
environment. This thesis deals with transgenerational memory of triploid apomictic populations
of Hieracium alpinum, with completely missing sexuality and thus genetically uniform
offspring. Transgenerational effect in Hieracium alpinum was studied on clonal lineages
originated from 5 populations (Norway, Austria, Bosnia and Herzegovina and Slovakia). Seeds
were planted in cultivation experiment I in 3 treatments (control, added nutrients, added
salicylic acid) and vegetative and generative traits were measured. Plants responded to nutrient
addition but not to salicylic acid. Treatment with nutrient addition increased biomass, number
of leaves and SLA (specific leaf area) and lowered LDMC (leaf dry mass content). No
significant differences in plants seed weight and yield per capitulum among different maternal
environments were recorded. The seeds from treated plants were left to germinate and part of
seeds was treated by demethylation agent 5-azacytidin. There were no differences in
germination, germination rate and index of germination rate among the maternal treatments.
The seeds were subsequently used in cultivation experiment Il using maternal treatment X
nutrient design. Vegetative traits of seedlings and later on of adult plants were measured.
Maternal environment had no significant effect on measured traits. Plants responded to nutrient
addition in F1 generation through increased biomass, leaf traits SLA and LDMC reactions were
weaker. On the contrary, plants responded to aplication of 5-azacytidin mainly through these
leaf traits. Our results suggest that triploid apomictic plants of Hieracium alpinum are not able
to transfer nutrient information to their offspring and their response to nutrients is mainly
through fenotypic plasticity. The effect of 5-azacytidin was in accordance with other published
consequences of DNA methylation changes in other species. This suggest that DNA
methylation might play a key role in plant adaptations.
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1. Teoreticka Cast

1.1 Uvod

Predkladana diplomova prace se zabyvd moznym transgeneraCnim pienosem
informace o prostfedi apomiktickych matetskych rostlin do jejich potomkl. Zamétuje se
hlavné na fenotypovou plasticitu rostlin péstovanych v druhé generaci. Semena byla
sebrana v ptirodnich populacich v roce 2014, nasledné v roce 2015 byla péstovana ve
skleniku v ramci kultiva¢niho experimentu I v riznych podminkach se snahou indukovat
v rostlinach epigenetické zmény. Semena téchto rostlin byla nasledné sebrana a vysazena
v bieznu 2016 v ristové komote. Poté byly semenacky z ristové komory ptresunuty do
skleniku, kde probihal hlavni transgeneracni experiment (kultivacni experiment II).
skrze zmény funkcnich vlastnosti rostlin (fenotypové reakce), zhodnoceni kliceni jejich
potomkii v kli¢icim experimentu a zhodnoceni mozného transgenera¢niho pienosu
informace o prostiedi z matefskych (apomikticky se rozmnozujicich) rostlin do svych

potomku v kultivaénim experimentu II.

1.2 Co je epigenetika?

vvvvvv

druhti v riznych ekosystémech, dynamiku jejich populaci a jejich evolu¢ni potencial. Pro
aplikovany 1 teoreticky vyzkum té€chto otdzek je nezbytné, aby modely dédi¢nosti co
nejpresnéji odraZely biologickou realitu a umoznovaly pfesné predpovidat déje na urovni
jedincti, populaci i spoleCenstev. V poslednich desetiletich se objevuje fada diikazii o
neuplnosti stavajicich modelt dédi¢nosti (Jablonka a Lamb 2002, Richards 2006). Ur¢itym
vysvétlenim této netplnosti miiZze byt historickd zatiZenost na genocentricky zamétenou

moderni evoluéni syntézu a nedostate¢nou reflexi epigenetickych procesti v minulosti.
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1.2.1 Historicky kontext
Epigenetika mé dlouhou historii v mysleni ptirodnich véd (Jablonka a Lamb 2002,

Bonduriansky a Day 2009, Waddington 2012), ale az moderni molekularni metody
umoznily jeji empirické a detailni zkoumani. Tento pojem v moderni dob¢ zacal pouzivat
britsky vyvojovy biolog Conrad Hal Waddington (Jablonka a Lamb 2002) a v jeho pojeti
se epigenetika zamétovala na interakce mezi geny béhem vyvoje, stojici v pozadi genetiky
(Diez et al. 2014). Nutno ovSem zminit, ze Waddingtontv koncept ,,epigenetické krajiny*
(znazornéni kuli¢ek jako osudii bun€k, pohybujicich se po krajin€ z riznych vyvojovych
cest) zmoderniho studia epigenetiky v podstaté zmizel (Stelmach a Nerlich 2015).
Epigenetika byla co nejptesnéji formalné vymezena na setkdni pofddaném Cold Spring
Harbor Laboratory a Banbury Conference Center v prosinci 2008, kdy epigeneticky znak
byl definovan jako ,,stabiln¢ dédicny fenotyp, vyplyvajici ze zmén v chromozomech beze
zmén v DNA sekvenci® (pfevzato z Berger et al. 2009). Z toho vyplyvéa, Ze moderni pojem
epigenetika se tyka predevsim modifikaci struktury DNA a z toho odvozenych rozdili
v jejim Cteni. Jedna se spiSe o doplnéni stavajiciho modelu dédi¢nosti (Jablonka a Lamb

2008, Schrey et al. 2012) a ne o jeho Gplné zavrzeni (Pigliucci 2007).

1.2.2 Epigenetické déje

Epigenetickymi dé&ji rozumime takové déje, pii nichZ nedochazi ke zménam
v primarni struktute DNA, ale diky epigenetické regulaci dochazi k rozdilné expresi gent
(Richards 2006, Verhoeven et al. 2010). Bez epigenetickych mechanismii by nebyl mozny
vznik slozitych a diferencovanych struktur v Zivych systémech. Piikladem muze byt
diferenciace riznych bun&énych linii a stejna exprese jejich genetické informace do dalSich
generaci, jako je tomu napf. u jaternich nebo nervovych bunék (Jablonka a Lamb 2002). |
pfes to, Ze tyto bunky obsahuji stejnou DNA informaci, je jejich projev ve fenotypu
rozdilny diky riznym upravam c&teni jejich shodného genomu. Tyto procesy probihaji
v organismech na mnoha urovnich — od struktur mensSich nez burika, az po slozit€ vzajemné

se ovliviiyjici déje mezi komplexy bunék (Jablonka 2012).

1.2.3 Epigeneticka dédi¢nost
V poslednich letech se objevuje fada studii, upozoriiujicich na mozny ptenos téchto

uprav DNA do dalSich generaci. Jedna se pfedevsim o tzv. transgenera¢ni pienos informace

o prostiedi rodict do svych potomka (Grant-Downton a Dickinson 2005, Angers et al.
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2010, Verhoeven et al. 2010, Verhoeven a Van Gurp 2012). Pti takovém pienosu nedochazi
ke zménam primarni sekvence DNA, ale k tipravam jeji struktury a s ni spojenych proteinti
a k jejich prenosu do dalSich generaci. Pro dédi¢nost je nutny i mechanismus pfenosu
epigenetickych mechanismt skrze mitotické a meiotické déleni (Latzel a KlimeSova 2010,

Jablonka 2013, Takeda a Paszkowski 2006).

Ptenos epigenetické informace zrodici na potomky miize byt problematicky
zejména v piipad¢ sexudlniho rozmnozovani, kdy dochézi ke vzniku zygoty a epigenetické
modifikace mohou byt resetovany (Feng et al. 2010). Naopak v pfipad¢ mitosy dochéazi
k ptenosu epigenetickych modifikaci pravdépodobné v mnoha piipadech efektivnéji
(Jablonka a Raz 2009). Existuje ale fada ptipadu, kdy se epigenetické modifikace udrzuji 1
po meiose v ramci sexudlniho rozmnozovani (Jablonka a Raz 2009). Brzy po vzniku
embrya dochazi k rozsahlému odstranovani epigenetickych znacek (Richards 2006), ale
napi. v pfipadé metylace DNA mize byt toto odstrailovani znacné nekompletni a
epigenetickd informace miZze ptetrvavat v dalSich generacich (Macleod et al. 1999).
Experimentaln¢ je zdokumentovano udrzovani téchto znacek a jejich stabilni pienos skrze
meiosu 1 mitosu, napt. v ptipadé teplotniho rezimu u Arabidopsis thaliana (Whittle et al.
2009). Epigenetické modifikace se lisi od genetickych zmén hlavné svou nestabilitou a
mohou s pfibyvajicimi generacemi i postupné mizet. Lisi se i1 efektivita pfenosu riznych
epigenetickych modifikaci. U rostlin navic nedochédzi k oddéleni zarodecné linie od
somatickych bun¢k a zmény v meristematickych bunikach tak mohou byt preneseny jak do

rozmnozovacich, tak i vegetativnich bun€k (Jablonka 2012).

1.2.4 Evoluc¢ni vyznam epigenetickych déji
V kontextu dé&dic¢nosti epigenetickych modifikaci je hlavni otdzkou vliv

epigenetickych modifikaci na fitness zkoumanych organismt (Zhang et al. 2013) a s tim
souvisejici role adaptace na prostiedi a jeji rychlost (Boyko et al. 2010). Parentalni efekty
(jejichz soucasti mohou byt epigenetické zmeény) mohou byt adaptivni, pokud je dosazeno
zlepSeni fitness potomkil pomoci pfenosu informace o prostfedi rodicovského organismu
(Mousseau a Fox 1998). Pokud epigenetické zmény ovliviiuji fitness organismil (skrze
fenotypovou variabilitu), pak mohou podléhat pfirodnimu vybéru (Baulcombe a Dean
2014) a ménit tak evolu¢ni potencial zkoumanych organismu. V takovém piipad¢ je tteba
doplnit konzervativni soustiedénost na postupnost nukleotidii a jejich mutacnich zmén

zkoumanim evolué¢nich disledkii epigenetickych modifikaci.
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Organismy ve stresujicich situacich (napt. pii hybridizaci, polyploidizaci,
fyziologickém stresu nebo i pti poklesu velikosti populace) podle modernich vyzkumi
dokézou reagovat rozsahlymi zménami na epigenetické, genetické i fenotypové trovni a
rychleji tak dosahovat vyhodnych adaptaci (Rapp a Wendel 2005). Tento fakt mize znacné
ménit dosavadni populacni modely a to, co usuzujeme o evolu¢nim potencialu fady
ohroZenych organismu. Navic ma tento fakt konceptualné blizko k alternativnim teoriim
k soucasné Siroce piijimané moderni evolucni syntéze - napf. k tzv. teorii pferusovanych
rovnovah, kladouci diraz na kratkd obdobi néhlych a prudkych zmén (Eldredge a Gould
1972), teoreticky vtomto piipad¢ vyvoland vySe zminénymi stresy. Napf. v pfipade
hybridizace je totiz zdokumentovano, Ze v genomu dochdzi k rozsdhlym zméndm
metylacniho vzorce genomu (Chen a Chen 2008). Metylace DNA pfitom patii mezi hlavni

epigenetické mechanismy.

1.2.5 Evoluc¢ni vyznam epigenetickych déji v kontextu asexualnich organismu
Podle teorie Mullerovy rohatky jsou asexualni organismy povazovany v podstaté za

slepé ulicky evoluce (Lynch et al. 1993). Jsou odsouzeny hromadit §kodlivé mutace a tento
osud nemohou zvratit (proto ,rohatka® v ndzvu modelu; Muller 1964) procesem
rekombinace a segregace, podobné jako sexudlné se rozmnozujici organismy. Jedinym
zdrojem variability jsou pak somatické mutace (Storchova et al. 2002). Navzdory tomu jsou
vSak asexudlni organismy v pfirod¢ hojné nalézany, dokazi osidlovat velké arealy
(Castonguay a Angers 2012, Verhoeven a Preite 2014) a pfedev§im v nich dlouhodobé
prezivat. Tento fakt je zvIasté napadny napt. v ptipade pijavenek (tfida Bdelloidea z kmene
Rotifera), schopnych existovat desitky milioni let bez sexudlniho rozmnozovéani (Welch a
Meselson 2000). Objevuje se zde tedy paradox, ktery se z€asti pokousi vysvétlit teorie
univerzalniho genotypu (tzv. General purpose genotype; Baker 1965). Tato teorie fika, Ze
dlouhodobé¢ piezivajici asexudlni linie jsou zpravidla generalisté, schopni osidlovat co

nejvetsi mnozstvi ekologickych nik (Lynch 1984).

Prostfednictvim tzv. epialel, epigenetickych modifikaci vznikajicich interakci
genomu organismu s prostfedim, by ale asexudlni organismy mohly teoreticky ziskat
chybéjici variabilitu rychleji nez vzacnymi genetickymi mutacemi (Castonguay a Angers
2012) a efektivnéji tak cCelit heterogennimu prostfedi. To by bylo 1 v souladu s tim, ze

asexualni organismy rozmnoZzujici se mitosou by nepodstupovaly tak silné epigenetické
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resetovani, jako je tomu pii meiose (Feng et al. 2010, Baulcombe a Dean 2014). Timto

zpusobem by teoreticky asexudlni organismy mohly byt schopné evoluce.

Epigeneticka variabilita mize pfitom byt bud’ ndhodna, nebo piimo vyvolana
prostiedim. Nahodna variabilita mtize vznikat napf. zhorSenou funkci enzymu udrzujicich
epigenetické modifikace (Verhoeven a Preite 2014), napt. nasledkem vySe zminénych
stresii. Vysledkem by byla fada chyb (tzv. epimutaci), které by pak mohly podléhat
ptirodnimu vybéru (Castonguay a Angers 2012, Verhoeven a Preite 2014). U variability
vyvolané prostfedim je situace teoreticky vyhodné&jsi (vysledkem je totiz konkrétni
fenotypova adaptace) a pfi vyskytu stabilniho systému epigenetické dédicnosti maze takto
byt asexudlni organismus teoreticky schopny pomérné rychlé a efektivni evoluce (Angers

et al. 2010).

1.3 Epigenetika u rostlin

U rostlin jako sesilnich organismi miiZe mit transgenerac¢ni pienos informace
z prostiedi rodici na potomky velky adaptivni vyznam. Pro rostliny je dilezité pruzné
reagovat na prostiedi vétsi fenotypovou plasticitou (Grossniklaus et al. 2013, Zhang et al.
2013, Baulcombe a Dean 2014). Zvlasté pak v ptipad€, Ze potomci rostou ve stejném
prostiedi, predstavuje takovy pienos informace velkou vyhodu. Obecné se to tyka druht,
jejichZ semena se nesifi na stejné vzdalenosti jako jejich pyl a jejich prostiedi se neméni na
stejné Skale jako je vzdalenost dopadu jejich semen (Galloway 2005). Jejich potomci tak
zazivaji prostfedi podobné matce, ale ne nutné otci (Galloway 2005, Latzel a KlimeSova
2010). Tyto podminky velk4d ¢ast druhl rostlin spliluje a transgeneracni epigeneticka

dédicnost tak pro né¢ mize byt teoreticky adaptivni.

1.3.1 Konkrétni epigenetické studie v ekologii rostlin
Existuje cel4 fada piipadii transgeneracnich efektt, kdy epigenetické dé&je nabizeji

vysvétleni pfenosu informace o prostfedi rodi¢ti do potomkii. Napf. vystaveni riznym
teplotnim rezimim zvysilo u Arabidopsis thaliana produkci semen az pétinasobné v F3
generaci (Whittle et al. 2009) a jednalo se pfitom o inbredni linie z jedné rostliny (coZ mélo
maximalné omezit genetickou variabilitu zkoumanych rostlin). Rostliny byly péstovany

v rezimu 30 °C (mirn¢ teplé oSetfeni) a 16 °C (chladné oSetteni). Kvili otazce, zda se
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epigenetickd pamét’ rodicovského prosttedi udrzuje 1 po vice generaci, byla teplotnimu
stresu pfitom vystavena rodiCovskd generace a generace F1, ale generace F2 zazila
normalni podminky (Whittle et al. 2009). ZvySeni fitness u potomki v generaci F3 (ve
stejném prostiedi, kde se nachazely ptivodni matetské rostliny) bylo soustavné, i kdyz
potomci pochézeli z riznych (inbrednich) genetickych linii a moznost vlivu genetické

mutace je tak extrémné nepravdépodobna (Whittle et al. 2009).

Kdyz byl druh Mimulus gutattus vystaven simulované herbivorii, zvysila se u jeho
potomkl hustota trichomt na listech oproti normalu (Holeski 2007). V jiném herbivornim
experimentu se diky simulované herbivorii (kyselinou jasmonovou) zvysila u potomstva
Raphanus raphanistrum hustota trichomt 1 koncentrace biochemickych obrannych latek a
rostliny byly mén¢ konzumovany housenkami Pieris rapae (Agrawal et al. 1999). U rostlin
vystavenych simulované herbivorii navic doslo v nékterych ptipadech i ke zvyseni fitness

skrze pocet produkovanych semen (Agrawal 2002).

V jiném experimentu byly apomiktické rostliny Taraxacum officinale vystaveny
riznym environmentalnim stresiim jako je nedostatek zivin, aplikace kyseliny jasmonové
a solny stres (Verhoeven a van Gurp 2012). Nasledkem toho doslo k metylacnim zménam
genomu a u potomkul se projevily zmény v poméru biomasy podzemnich a nadzemnich
¢asti, zmény v morfologii listh (zkraceni délky u Zivinového stresu a zvySeni délky u
soln¢ho stresu) a v koncentraci fosforu v pletivech stonkti (Verhoeven a van Gurp 2012).
Dutlezitym zjisténim byly i soustavné zmény po aplikaci demetylacniho ¢inidla zebularinu
(stabilngjsi ekvivalent 5-azacytidinu), ukazujici na roli metylace DNA v celém procesu

(Verhoeven a van Gurp 2012).

Ptikladem adaptibilni epigenetické zmény je napt. experimentalni vystaveni rostlin
druhu Arabidopsis thaliana patogenickému oomycetu Hyaloperonospora arabidopsidis,
které zptisobilo v dalSich generacich zvySeni rezistence na tuto houbu (Luna et al. 2012).
D¢lo se tak ale jen u rostlin vystavenych predtim bakterii Pseudomonas syringae pv. tomato
(Luna et al. 2012), pti déji oznacovaném také jako priming, kdy je organismus vystaven
urCité hrozbé (napf. patogeniim nebo herbivortim) v mens$i mife a miize reagovat pii
opétovné veétsi hrozbe (v tomto ptipadé oomycetil) adekvatni odpovédi. Tento efekt byl
pfitomen i v dalS$i generaci a opét tak ukazuje na pfenos pomoci epigenetickych
mechanismi, spiSe neZ napt. pouhym pfenosem biochemickych latek z matky (Luna et al.

2012).
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Za zminku stoji 1 pfipad maternalniho efektu a jeho vysvétleni bez epigenetickych
mechanismu v experimentu s Polygonum persicaria a P. hydropiper (Sultan et al. 2009).
Matetské rostliny byly péstovany v suchych a vlhkych podminkach a v pfipadé P.
persicaria se efektivné prenasSela informace z prosttedi do potomkli a umoziovala diky
delsimu kofenovému systému lépe reagovat na sucho (Sultan et al. 2009). Vysledek tak
castecné vysveétluje uspéch P. persicaria v lokalitdch s riznym vodnim rezimem oproti P.
hydropiper (Sultan et al. 2009). Zajimavé¢ je, ze autoti vysledek zdivodiuji jen rozdilnou
investici do semen v riznych podminkéch, coz ma podle nich u téchto druht nejvétsi vliv

na vysledné fenotypy (Sultan et al. 2009).

1.4 Nejvyznamnéjsi epigenetické mechanismy

1.4.1 Metylace DNA

Metylace DNA je pfitomna ve vétSiné epigenetickych d&ti a je 1 nejvice
prozkoumana a popisovana (Angers et al. 2010, Boyko et al. 2010, Verhoeven et al. 2010).
Ze vsech epigenetickych modifikaci se tedy jevi jako nejcastéjsi, ale pravdépodobné je
pouze soucasti vétsSiho komplexu déjii. Hraje tlohu v genovém imprintingu (Verhoeven et
al. 2010), paramutaci (Walker 1998) a jeji vyskyt v kédu DNA je silné korelovan
suml¢enim genli a zastavenim transkripce metylovanych usekt (Grant-Downton a

Dickinson 2005).

Proces je zaloZen na pfipojeni metylové skupiny na paty uhlik cytosinu (to plati
hlavné pro rostliny, u jinych organismi to mize byt i jiny nukleotid) pomoci enzym1 tzv.
DNA metyltransferaz. Téch obecné u organismi existuje nékolik druhli: Dnmt1 zajistuje
hlavné pfeneseni stavajicich mist metylace (Castonguay a Angers 2012), Dnmt3 se pak
podili na tvorb& novych mist metylace (Grant-Downton a Dickinson 2005) a funkce Dnmt2
dosud neni uspokojivé vysvétlena. Konkrétn€ u rostlin vystupuji homologni ekvivalent
Dnmtl s nazvem METI, déle pro rostliny specificka CMT3 a dvojice DRM1 a DRM2,

zodpovidajici za metylaci de novo (Chinnusamy a Zhu 2009).

Metylace DNA se vyskytuje hlavné v oblastech souvisejicich s vyskytem
transposibilnich elementii (Boyko et al. 2010, Diez et al. 2014). U rostlin je pak nalézéna
ve sledech nukleotidii CpG a CpNpG (Grant-Downton a Dickinson 2005), kde C je cytosin,

G guanin, N je jakykoliv nukleotid a p je zbytek kyseliny fosforecné. To je oznacovano
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jako symetricka metylace a metylace na jinych mistech cytosinu je oznaCovana jako
asymetricka metylace — napi. CpNpN (Grant-Downton a Dickinson 2005, Chinnusamy a
Zhu 2009).

Dusledkem procesu metylace DNA je zpravidla preskoceni transkripce
metylovaného useku. Tyto geny jsou tedy umlCeny a neprojevuji se ve fenotypu (Jablonka
a Lamb 2002). Existuje fada ptikladl tohoto jevu v piirode, ptivodné vysvétlovanych jako
jakési podivné vyjimky z pravidel mendelismu. Napf. u zndmé pelorie kvéth Linaria
vulgaris se ukazalo, ze hlavnim mechanismem je umléeni genu CYCLOIDEA

prostiednictvim metylace DNA (Cubas et al. 1999, Paszkowski a Grossniklaus 2011).

1.4.2 Modifikace histoni
Vyse zminény proces metylace DNA postihuje predev§im primarni strukturu DNA,

na terciarni strukturu DNA pak plisobi epigeneticky mechanismus modifikace histonil.
DNA se na nadSroubovicové turovni organizuje do tzv. nukleozomt a d¢ini tak
prostiednictvim proteint histont. To, jestli dany isek DNA piiléha na histon, ma pfimy
vliv na pfistup enzym i na to, zda mize byt tento Usek transkribovan (Holeski et al. 2012).
Histony vystupuji ve 4 variantach (H3, H4, H2A a H2B), dohromady po dvojicich tvofici
oktamer (Aalfs a Kingston 2000). Pokud je fetézec natésno sbalen a nachazi se ve formé
chromatinu oznacCované jako heterochromatin, tak zpravidla neni transkribovan. Takto
vzniklé nukleozomy maji pak vliv na stav chromatinu, tzn., jestli je kondenzovanym a
netranskribovanym heterochromatinem, nebo naopak rozvolnénym a hojné piepisovanym
euchromatinem (Grant-Downton a Dickinson 2005). Deacetylace histond je potom spojena
s tvorbou heterochromatinu, a tedy umlc¢ovanim ¢asti DNA (Grant-Downton a Dickinson
2005, Chinnusamy a Zhu 2009). Je fizena histonovymi deacetyldzami, které mohou ptimo
reagovat na stres, nebo mohou byt fizeny skrze ¢innost malych interferujicich RNA
molekul oznacovanych jako siRNA (Chinnusamy a Zhu 2009). Stejné tak je metylace
zbytku aminokyseliny lysin na misté 9 na histonu H3 spojovéna s uml¢ovanim geni (Kalisz
a Purugganan 2004, Baulcombe a Dean 2014). V obou piipadech tak hraje roli interakce

ruznych epigenetickych mechanismi.
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1.4.3 Malé interferujici RNA molekuly (siRNA)
V ramci protivirové ochrany jsou schopny buiiky rozpoznavat jednovlaknové useky

RNA a syntetizovat k nim komplementarni fetézec pomoci RNA-dependentni RNA
polymerazy tak, aby vznikl dvouvldknovy fet¢zec RNA (dsRNA; Baulcombe a Dean
2014). Pomoci enzymu dicer jsou pak tyto dsRNA rozdéleny na tzv. malé interferujici
siRNA a ty se posléze ucastni metylace vybranych usekii genomu (Baulcombe a Dean
2014). Mal¢ interferujici RNA molekuly se podileji i na rekrutovani histonovych
metyltransferaz a timto procesem ovliviiuji DNA 1 na vysSich trovnich jeji struktury

(Grant-Downton a Dickinson 2006, Holoch a Moazed 2015).

Predpoklada se, ze ptivodni ulohou siRNA mohla byt napt. bunécné imunita proti
¢innosti transpozomi a snimi souvisejici vysSsi mife mutaci (Diez et al. 2014).
V soucasnych vyzkumech je zdokumentovan podil tohoto systému hlavné na odpovédich
na vystaveni stresu (Khraiwesh et al. 2012). Nutno podotknout, Ze ¢innost siRNA se
neodehrava v izolaci, ale souvisi s metylaci DNA, zménami chromatinu a dal$imi
epigenetickymi procesy a tvoii tak spiSe vysoce komplexni systém se slozitou (a mezi
organismy nejednotnou) hierarchii. Napt. metylace DNA, fizena skrze aktivitu siRNA je

vysoce piesnd a postihuje jen konkrétni useky (Bender 2004).

1.5 Vybrané metody studia epigenetickych déji

1.5.1 Bisulfidova modifikace

Tato metoda patii mezi nejznaméjsi a nejrozsirenéjsi zpiisoby zkoumani metylace
DNA. Bisulfidovou reakci je nahrazen nemetylovany cytosin za uracil pomoci
hydrogensifi¢itanu sodného (Sasaki et al. 2003). Dale je pouzita metoda PCR k vySetfeni
metylovanych a nemetylovanych useki a jejich sekvenace. Je tak mozné studovat vzorec

metylace jednotlivych usekt genomu (Grant-Downton a Dickinson 2006).

1.5.2 Metyl-sensitivni AFLP (délkovy polymorfismus amplifikovanych fragmentii)
Pii pouziti této metody (zkracované jako MSAP) je rozpoznavan riizny stav

metylace anonymnich tsekt, kdy u metylace DNA je zkouméno ptedevsim potradi CCGG
isoschizomery Hpall a Mspl (Cervera et al. 2002). DNA je rozdélena metyl-sensitivnimi
restrikénimi enzymy a opatiena tzv. adaptory, coz jsou kratké useky DNA o znamé

sekvenci (Yaish et al. 2014). Po amplifikaci nasleduje elektroforeticka separace fragmentt
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a jejich vizualizace. Celkovy rozdil v metylatnim vzorci téchto usekt v ramci celého
genomu je mozné zjistit porovnanim vzorct ziskanych z MSAP a normalniho AFLP,
pouzitych na daném useku DNA. ,,Normalni‘ AFLP na rozdil od MSAP vyuziva izomery
enzymu se stejnym S$tépnym mistem, ale tyto enzymy nejsou citlivé na pfitomnost

metylovaného cytosinu.

1.5.3 Metylovana-DNA Imunoprecipitace
DNA je fragmentovana a vysraZena s protilatkami specifickymi na metylovany

cytosin (Chinnusamy a Zhu 2009). Posléze jsou pfidany magnetické koralky obsahujici
druhou protilatku vazajici se na tu prvni. DNA vazana na tyto protilatky je pak separovana
od zbytku pomoci magnetu (Thu et al. 2010). Tuto metodu pak 1ze pouzit ke studiu rizného
metylacniho stavu jednoho genu pomoci specifickych primert v nasledné PCR (Jacinto et

al. 2008).

1.5.4 Analyza pristupnosti chromatinu a jeho konformace
Heterochromatin je pomoci nukleozomu natésno sbalena forma chromatinu a jejich

pozice mé zasadni vliv na pfistup transkripéniho aparatu (Grant-Downton a Dickinson
2005, Herman a Sultan 2011). Tato metoda stoji na pouziti DNA nukledz s ptfistupem
k ¢astem DNA, které nejsou pfimo navinuté na histony a ty rozkladaji. Chromatinové
segmenty jsou sitovany formaldehydem a vysledny produkt je pak rozdélen restrikénimi
enzymy (Dekker 2006). Na konci procesu vznika tzv. 3C templat, slozeny z mnoZstvi
produktli ligace (Cinnosti DNA ligazy), znichZz kaZzdy poukazuje na interakci dvou
fragmentt (Dekker 2006). Frekvence a identita téchto fragmentl je detekovana pomoci

PCR a skrze interakéni frekvence se da odhadovat stav chromatinu.

1.6 Cile prace

Hlavnim cilem prace je pokusit se zachytit mozny vliv transgeneracniho pfenosu
informace o prostedi (v tomto pfipad¢ koncentrace zivin matefskych rostlin) na kli¢eni
klonaln¢ (apomikticky) vzniklych potomku triploidnich rostlin Hieracium alpinum a na
vybrané funk¢ni vlastnosti rostlin. Nase hypotéza je, ze rostliny dokazi predat svym
potomkiim informaci o prostfedi skrze nepohlavné vznikla semena a takto predana

informace se projevi v kliceni a dalSich funkénich vlastnostech. Jak bylo uvedeno vyse,
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takovéa prostiedim indukovana dédi¢na zména ve fenotypu by méla obrovsky vyznam pro
pochopeni adaptibility a evolu¢niho potencialu klonalnich rostlin, jakymi jsou i triploidni

apomiktické rostliny Hieracium alpinum.

Hlavni otazky prace:

1. Dokazou rostliny druhu Hieracium alpinum odpovidat fenotypovou zménou na
rizné podminky prostredi?

2. Dokazou rostliny druhu Hieracium alpinum reagovat prostfednictvim kli¢eni na
riznou Uroven Zivin v matefském oSetieni?

3. Dokazou rostliny druhu Hieracium alpinum prosttednictvim transgeneracniho

efektu ovlivnit fenotypové znaky svych potomkii?
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2. Metodika

2.1 Popis druhu

Hieracium alpinum L. (Asteraceae), jestiabnik alpsky, je arkticko-alpinsky druh
vyskytujici se v pohotich stfedni (Alpy, Karpaty) a severni Evropy (Fennoskandinévie,
Skotsko, severozapadni Rusko az po poloostrov Yamal), dale v arktickych oblastech
Islandu a Gronska (Mraz et al. 2009). Lodyha je az 25 cm vysoka s ¢etnymi hvézdicovitymi
chlupy (v horni ¢asti) a s 5 1 vice listy v pfizemni rtzici s ¢etnymi chlupy a 0-2 listy na
lodyze. Vyskytuje se v tundrovém typu habitatu v nezapojené vegetaci a mize sestupovat
do smilkovych luk. V Ceské republice patii druh k silné ohroZenym druhtim (C2b) a
vyskytuje se u nas misty v nejvyssich polohach v KrkonoSich, Hrubém Jeseniku a vzacné

v Jizerskych horach (Chrtek 2004).

Ve volné ptirod¢ se vyskytuji dva cytotypy. Diploidni (2n = 2x = 18) populace se
vyskytuji jen v jiznich a vychodnich Karpatech (jen Ukrajina a Rumunsko) a triploidni (2n
=3x = 27) populace ve zbytku arealu (Mraz et al. 2009). Diploidni populace se rozmnozuji
striktné sexualng, pfi¢emZ jedinci jsou striktné autoinkompatibilni, takze na UspéSnou
tvorbu semen potiebuji pyl jiné rostliny (Chrtek 1997). Na rozdil od diploida jsou triploidni
populace povazovany za obligatné apomiktické, coz ukdzaly kastracni experimenty (Chrtek
1997) a hlavné recentni diplomova prace Pavla Zdvotaka, ktery cytometricky analyzoval
vice jak 2532 semen ze 499 rostlin z triploidniho aredlu druhu a zjistil, Ze se zde
nevyskytuje vitbec zadné sexualita (Zdvorak, nepublikovéno). Navic molekularni analyzy
(isozymy a RAPD) zjistily nizkou (klonalni) uroven variability (Chrtek a Plackova 2005,
Storchova et al. 2002). Rozsifeni druhu Hieracium alpinum je v Evropé vyraznym
ptikladem geografické partenogeneze, podle niZ nepohlavné se rozmnoZujici organismy
jsou castéj$i v extrémnich ekosystémech. Zvlast¢ patrnd muize byt geograficka
partenogeneze ve velikosti arealti asexualnich organismii v diive zalednénych oblastech
oproti velikosti aredl jejich sexualnich ptibuznych (Cosendai et al. 2013), jako je tomu 1

v ptipad€ Hieracium alpinum (Mréz et al. 2009).

Apomiktické linie rodu Hieracium se rozmnozuji asexudlné mechanismem
diplosporie typu Antennaria, kdy dochéazi k nahrazeni samic¢i meiosy mitotickym délenim

(Bergman 1941, Skawinska 1963, Chrtek et al. 2004). Jelikoz zde absentuje redukcni
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déleni, rekombinace pii tvorbé gamet a syngamie, vzniklé potomstvo je genetickou kopii
mateiské rostliny, tzn. je jejim klonem. Dulezité je i to, Ze pro vyvoj endospermu neni nutna
pritomnost pylu (Chrtek et al. 2004). Mraz et al. (2009) zjistili, Ze co se tyce produkce pylu,
triploidni rostliny jsou zpravidla upln¢ sterilni, zfidka tvoii malo velikostné heterogenniho

pylu (ziejmé v disledku poruch sam¢i meiosy).

2.2 Zvolené populace

Pro studium transgenera¢niho efektu byla v roce 2015 vybrana semena, nasbirana
vroce 2014 vpéti triploidnich apomiktickych populacich (viz tab. 1). Zpisob
rozmnozovani, stejné jako 1 ploidie potomstva byla ovéfena pritokovou cytometrii semen

(Zdvorak, nepublikovano). Pfesnd lokalizace a charakteristika populaci je uvedena v tab.

1.

Tabulka 1 - Charakteristiky triploidnich asexudlné se rozmnozujicich populaci druhu Hieracium alpinum, ze kterych byla
pouZita semena k transgeneracnimu pokusu.

Kod nadmotrska datum zemépisné
populace zemé, lokalita vyska sbéru souradnice
H20 Rakousko, Tirol, Defereggengebirge, 2359 m.n.m.[22.8.2014| 46.89N, 12.37E
H33 Slovensko, Nizké Tatry, Chopok 1961 m.n. m.|10. 8.2014| 48.94N, 19.32E
H42 Slovensko, Nizké Tatry, Kralova hola 1931 m.n.m.| 9.8.2014| 48.89N, 20.13E
H87 Bosna a Hercegovina, Vranica planina 2040 m.n.m.| 5.8.2014| 43.96N,17.74E
H99 Norsko, Mo i Rana, Hellerfjellet 871 m.n.m.[25.8.2014( 66.19N, 14.53E

Semena téchto populaci byla sbirdna v terénu mezi 5. a 25. 8. 2014 pro nasledujici
experimenty v ramci projektu GACR 14-02858S, zaméfeného na studium geografické
partenogeneze. Po sesbirani byla semena nejdtive uloZena 4-6 tydnii v pokojové teploté a

poté ptesunuta do lednice s teplotou 4°C.

Kultivaéni experiment I probihal ve skleniku Botanického ustavu AV CR
v Prtthonicich v roce 2015 (Unor-zati). V pokusu se vyselo 48 dobrych semen z kazdé z
ttech nahodné vybranych rostlin za populaci (za populaci se sbirala semena z 30 rostlin) do
sadbovact (o rozmérech 2 x 2 x 4 cm) se substratem ve sloZeni: raSelina : zahradnicky
substrat : kiemicity pisek = 4 : 2 : 1. ProtoZe matetské rostliny nebyly genotypovany a na
lokalité se miize vyskytovat i1 vice kloni (Mraz et al., nepublikovano), matefské rostliny

mohou piedstavovat samostatné klony.
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2.3 RozloZeni pribéhu prace

Pro vétsi prehlednost bylo vytvoieno grafické znazornéni prubéhu celé prace (viz
obr. 1). Autor sdm provadél klicici experiment a kultivacni experiment II. Kultivacni
experiment I, z néhoz byl ziskédn material pro kultivacni experiment I, pak autor statisticky

vyhodnotil.

Obrazek 1 - Grafické zndzornéni priibéhu diplomové préce.

Sbér semen z prirodnich populaci

\

Kultivaéni experiment I.

Klicici experiment

¥

Kultivani experiment II.

2.3 Kultivaéni experiment I

Po vykliceni rostlin v sadbovacich probehlo vysazeni rostlin 3. dubna 2015 do
kvétinacli o praiméru 10 cm a objemu 0,38 1 ptdy se sloZzenim: raselina : zahradnicky
substrat : kiemicity pisek =4 : 2 : 1. Rozbor pidy ukazal, Ze hodnota pH je 5,63, obsah
dusiku 0,3 % a obsah uhliku 10,45 %. Rostliny byly péstovany ve skleniku Botanického
ustavu AV CR v Prithonicich-Chotobuzi. Piivodné bylo planovano ziskat 15 rostlin
(potomk z jedné matetské rostliny) tak, aby bylo po 5 rostlinach (opakovanich) na kazdé

osetfeni. Ne vzdy se vSak podafilo ziskat dostate¢ny pocet rostlin. Napt. populace H99 z
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davodi dormance semen celkove slabé a pozdé klicila, nasledné péstované rostliny pomalu
rostly 1 mélo kvetly a podatilo se pfi pokusu ziskat potomstvo pouze ze dvou matetskych

rostlin (99-100 a 99-3h).

Semenacky byly pfesunuty do kvétinacl v priabéhu jednoho dne 16. kvétna. Po

aklimatizaci byla dne 8. Cervna zmeéfena inicidlni biomasa, vypoctena jako:

délka nejdelsiho listu % sirka nejdelsiho listu
2 2

pocet listd v riizici X X 1. Vzorec bere v uvahu
elipticky tvar listii. Inicidlni biomasa dobfe koreluje se skuteCnou biomasou rostlin H.
alpinum (Spearmantv test, r = 0,8, n = 20; M. Hartmann, nepublikovano). Inicialni biomasa
byla pouzita jako kovaridta ve statistickych modelech k zjisténi toho, nakolik pocatecni

rozdily ve velikosti rostlin mizou mit vliv na odpovéd’ rostlin na jejich oSetfeni. Finalni

biomasa byla pak spocitana ve vysledcich stejnym zptsobem, jako je uvedeno vyse.

Rostliny po zméteni inicialni biomasy byly nasledné péstovany ve tfech riznych
osetienich. Cast v kontrolni ptidé, ¢ast s pfidanymi Zivinami prostfednictvim ty¢inkového
hnojiva (vyrobce Floria, ,,Univerzalni ty¢inkové hnojivo s gudnem*; pomér Zivin: dusik :
fosfor : draslik = 10 : 5 : 6) a ¢ast v kontrolni ptid¢ s postfikem kyselinou salicylovou
(jednou tydnég). Kyselina salicylova byla pouzita jako uméla indukce herbivorniho stresu a
rostlinnych patogent (Delaney 1997, Latzel et al. 2012). Dvakrat bylo v pribéhu celého
experimentu aplikovdno ve vodé rozpustné hnojivo (Krystal Gold, pomér Zivin: dusik :

fosfor : draslik = 19 : 6 : 20) a to na vSechny rostliny.

Vegetativni ¢asti rostlin byly dvakrat zméteny, jednou na zacatku (18. kvétna 2015)
a poté na konci experimentu (24. ¢ervna 2015). Prvni méfeni pfedstavovalo inicialni
biomasu a druhé méfeni findlni biomasu, ta byla zméfena pied vykvetenim prvni rostliny.
V obou ptipadech byly méteny nasledujici znaky: pocet listii v razici (delSich nez 3 mm),
délka nejdelSiho listu, Sitka nejdelSiho listu, po€et boc¢nich (akcesorickych) riizic. Pti
druhém méieni se zjistovala také specificka listova plocha (SLA, plocha listu v cm?/susina
listu v mg) a pomér susiny a Cerstvé hmotnosti listu (LDMC) na nejdelSim listu. Déle se u
rostlin, které vykvetly, zaznamenaval 1 pocet dnti do zacatku kveteni, datum kveteni, pocet
stonkti, vyska stonku (pokud jich bylo vice, tak prvniho, resp. nejvyssiho) a pocet kvét na

ubor.

Postupné byla sbirana semena u vykvetlych rostlin, vlozena do papirovych sackl a
uskladnéna nejdiive po dobu 6 az 8 dnu pfi pokojové teploté a nasledné v chladnicce pii

4°C. Cely experiment byl ukoncen po sbéru poslednich semen na konci zaii 2015. Na tomto
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misté je nutno poznamenat, ze celé této prvni Casti (sbér v terénu a nasledny kultivaéni
experiment, az na vazeni semen) se autor prace neucastnil, ale statisticky zpracoval
vysledky tohoto pokusu. Vzhledem k malému poctu opakovani pro jednotlivé mateiské
rostliny byla pro statistické zhodnoceni zvolena jako porovnévaci jednotka populace.
Pti¢emz je predpokladano, ze se bud’ v krajnim piipad¢ jedna o jeden klon, nebo Ze lokalni

adaptace bude siln¢jsi nez efekt genotypu (klonu).

2.3.1 Vybrané méfené funkéni vlastnosti v kultivaénim experimentu
LDMC (Leaf dry matter content — pomér suSiny listu): udava hodnotu poméru

hmotnosti ususenych listd a hmotnosti Cerstvé odfiznutych listl. Vyjadfuje tak hustotu
pletiva a také to, jak je rostlina adaptovana na poskozeni napt. herbivorii (Cornelissen et

al. 2003).

SLA (Specific leaf area — specifickd listova plocha): SLA je pomér plochy jedné
strany listu a vahy jeho suSiny (Cornelissen et al. 2003). Udava se v cm? na mg, piipadné
také m? na kg. Hodnoty SLA vykazuji zmény podle dostupnosti zivin v ekosystému a
souvisi tedy s tim, jak s nimi rostlina dok4ze hospodatit (Garnier a Navas 2012). Nizsi
hodnoty jsou typické pro stresované rostliny ¢asto limitované napt. mnozstvim zivin nebo
vody (Lavorel et al. 2007). Vyss§i hodnoty se mohou objevovat u rychle rostoucich rostlin,

které nejsou limitované zivinami (Cornelissen et al. 2003).

2.4 Hmotnost semen a velikost aboru

Semena rostlin z kultiva¢niho experimentu byla nejdiive spocitana a rozdélena do
3 kategorii podle plnosti endospermu. V prvni kategorii byla zafazena tvrda (plnd) semena
s vyraznou tmavou barvou (SK1). V druhé kategorii byla zafazena semena s m&€kcim
endospermem (SK2), ale tvofici mezistupen k tfeti kategorii. Tam byla zafazena mékka
(prazdna), zjevné sterilni semena se svétlou barvou (SK3). Zvazena pak byla jen semena
prvni kategorie (SK1) a byla ur¢ena jejich celkova vaha (TSM). Individudlni hmotnost

semene (ISM) byla vypoctena jako ISM = ?TA{ Dale byl zméten pocet kveth v uboru

seCtenim semen vSech tii kategorii (vSech semen za tibor) a tato hodnota tak piedstavuje

velikost uboru.
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2.5 Kli¢eni semen v rastové komore

Pro klicici experiment byla zvolena jen semena z rostlin populaci: H20, H33, H42
a H99. Bylo tak u¢inéno z toho diivodu, ze v semenech populace H87 nebylo dostatecné
pokryti vSech pozadovanych oSetfeni matefskych rostlin. Tato mateiska oSetfeni jsou
oznacena nasledujicim zptisobem: N = zvySena koncentrace zivin, K = kontrola, NA =
zvySena koncentrace zivin a pridani 5-azacytidinu pfi kli¢eni a KA = kontrola a pfidani 5-
azacytidinu pii klieni. 5-azacytidin je demetylacni cinidlo, jehoz pfitomnost vede
k snizené¢ metylaci DNA (Jones 1985) a narusSuje piipadnou epigenetickou pamét
odstranénim metylovanych useki a reaktivaci uml¢enych geni (Lee a Chen 2001). Déje se
tak nahrazenim 5° uhliku atomem dusiku, jehoZ pfitomnost zabraniuje pfipojeni metylové

skupiny, a tak inhibuje ¢innost metyltransferaz (Zagris a Podimatas 1994; viz Obr. 2).

Obrazek 2 - Grafické znazornéni molekuly cytidinu, 5-metyl cytidinu a 5-azacytidinu. Dusik na tfetim obrazku uz nemze
vazat metylovou skupinu a je tak zabranéno nasledné metylaci cytidinu, pokud je zabudovan do molekuly DNA (prevzato
a upraveno z Fenaux 2005).
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Semena vybranych rostlin byla 11. bfezna 2016 vyseta do sklenénych petriho misek
o praméru 10 cm (v kazdé misce semena jednoho klonu z matetské rostliny z konkrétniho
oSeteni. Napf. tedy ,,99-3h-3 N*, kdy 99 je oznaceni populace, 3h je oznafeni matetskeé
rostliny (klonu), 3 je oznaceni potomka daného klonu z kultiva¢niho pokusu I a N oznaceni
puvodniho (matefského) oSetieni v kultivaénim experimentu I. Semena byla rovnomérné
rozloZena na filtra¢ni papir a byly pfidany 3 ml vody. Po celou dobu trvani pokusu bylo
toto pivodni mnoZstvi udrZzovano ve vSech miskach a misky byly v ristové komote
ctyfikrat randomizovéany. Semen bylo rozlozeno vzdy 100 na misku, pouze v nékolika

ptipadech bylo ddno mén¢ semen z diivodu limitace materidlem z kultiva¢niho pokusu I.
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Misky byly pak umistény do rastové komory pii rezimu 12 hodin 10 °C (noc) a 12
hodin 20 °C (den). Zpocatku probihalo pocitani vyklicenych semen denné¢ a od 27. 3.
maximalné obden. Do misek se symboly NA a KA byl od 16. 3. do 25. 3. ptidan desetkrat
5-azacytidin v koncentraci 50 uM (Vergeer et al. 2012) kazdy po sob¢ jdouci den a kazdy
den byl odstranovan 5-azacytidin z ptfedchoziho dne z misek pipetou. 5-azacytidin se v
roztocich rychle rozpada (Yaish et al. 2014) a kdyby se roztok pravidelné¢ nevyménoval,

tak by se jeho koncentrace snizovala. Pokus byl ukoncen 29. dubna 2016.

Tabulka 2 - Pocty dostupnych osetfeni (misek v ristové komore) z vybranych triploidnich apomiktickych populaci
Hieracium alpinum (miska predstavuje vidy potomstvo jedné mateiské rostliny; uvedena osSetfeni jsou matefska
osetreni z kultivacniho experimentu I: K = kontrolni oSetfeni, N = zvy$ena koncentrace Zivin, KA = kontrolni osetfeni a 5-
azacytidin a NA = zvySena koncentrace Zivin a 5-azacytidin).

Populace
Osetfeni |H20 H33 H42 H99
K 2 5 1 1
N 1 6 8 3
KA 0 5 1 1
NA 0 4 5 1
Celkem 3 20 15 6

2.6 Kultivac¢ni experiment 11

Semenacky z kli¢iciho experimentu I byly vysazeny do sadbovaci o velikosti jamek
2 x 2 x4 cm vyplnénych substratem ve sloZeni: raelina : zahradnicky substrat : kfemicity
pisek = 4 : 2 : 1. Prvni vysazeni probéhlo 29. 3. 2016 a druhé 16. 4. 2016 tak, aby
reflektovala dva vrcholy v kliceni semen. Ve skleniku byla v jarnich mésicich stala denni
teplota okolo 20 °C a no¢ni 10 °C, ale postupné se ménila podle venkovni teploty s letnim

oteplovanim.

Nasledné byly v prib¢hu jednoho dne 22. 5. 2016 vSechny rostliny ptfesazeny ze
sadbovact do kvétinadclt o priméru 10 cm a objemu 0,38 1 s pidou se stejnym slozenim,
jako je uvedeno vyse. Provedeni bylo tedy uplné stejné, jako v kultivatnim experimentu |

v Prithonicich v roce 2015. Rostliny byly po dobu experimentu zalévany podle potieby.
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Design experimentu je zobrazen na obr. 3. Potomci rostlin z matefskych oSetieni N
a K byly péstovany v obou osetienich. Experiment byl pravidelné¢ nékolikrat v pribéhu

randomizovan.

Obrazek 3 - Experimentdlini design kultivaéniho experimentu Il sF1 potomky triploidnich apomiktickych rostlin
Hieracium alpinum (uvadéno je materské oSetfeni z kultivaéniho experimentu | a soucasné oSetfeni potomki

v kultivaénim experimentu Il; K = kontrola, N = oSetfeni s pfidanymi Zivinami, 5-azaC = 5-azacytidin)

Materske osetreni

Materskeé osetreni

Materske osetreni

Matefske osetreni

K K K K
Osetreni potomka - | Osetreni potomka- | Osetreni potomka - | Osetreni potomka -
K N K N

( +5-azaC) (+5-azaC)

Materské osetreni

Materskée osetreni

Materské osetreni

Matefskeé oSetreni

N N N N
Osetreni potomka - | OSetreni potomka- | Osetfeni potomka - | Osetreni potomka -
K N K N

(+5-azaC) (+ 5-azaC)

Meéfeni inicidlni biomasy bylo provedeno 8. 6. 2016 a byly méfeny tyto vlastnosti:
délka nejdelsiho listu, Sifka nejdelsiho listu a celkovy pocet listil v pfizemni rizici. Finalni
biomasa, délka nejdelSiho listu, Sitka nejdelSiho listu a celkovy pocet listii v ptizemni riiZici
byly pak zméteny 28. 7. 2016. Ve dnech 11. 6. 2016 a 29. 6. 2016 pak byly do kvétinaca
s oSetfenim N aplikovany ty€inky se Zivinami (stejné jako v kultivaénim experimentu I na
matetskych rostlinach). Tycinky byly aplikovany vzdy po pil ty€ince do kvétinace.
V pribéhu experimentu bylo na vSechny rostliny zaroven tfikrat aplikovano hnojivo
Krystal Gold — 11. 6. 2016, 29. 6. 2016 a 7. 7. 2016, tedy stejné¢ jako Vv

pfedchozim kultiva¢nim experimentu I, a to hlavné kvili stimulaci kveteni.

2.7 Analyza dat

2.7.1 Vyhodnoceni dat o kli¢eni
Pro jednotlivé misky (v kazdé misce semena jednoho oSetfeni z jedné matefské

rostliny) byly vytvofeny kumulativni kiivky kliceni, a ty byly nasledné srovnadvany pomoci
boxplotli a rozdily mezi nimi hodnoceny na zakladé ANOVA a Tukey HSD testu pro

nalezeni rozdilii mezi skupinami (oSetieni a populace). Kromé procenta vykli¢enych semen
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byla pouzita jesté hodnota indexu rychlosti kliceni (GRI; Al-Mudaris 1998). Index rychlosti
kli¢eni (Germination rate index = GRI) odrazi procento kliceni v kazdém dni po celou dobu
trvani experimentu a ¢im je GRI vyssi, tim byla vétsi rychlost kliceni. Vzorec je: GRI =
% + % + % G1, G2, Gx oznacuji procento vykli¢enych semen v dany den. Dale byly
spoCitany i ndasledujici indexy: primérna doba kli¢eni, prvni den kli¢eni, koeficient
rychlosti kli¢eni, posledni den kli¢eni, ¢asové rozlozeni kliceni (Al-Mudaris 1998) a
logaritmus poméru vyklicenych semen a celkového mnozstvi semen. Ve vysledcich vSak

v v

nejsou uvadeény, protoze se v nich neprojevily témet zadné rozdily.

Vzhledem ke znaénému omezeni materialem (viz tab. 2) se vSak nemohla srovnavat
vSechna data. Bylo proto nutno provést jen ¢aste¢né srovnani tam, kde se nachdzely 3 a
vice misky na oSetfeni. Srovnavéana byla tedy vSechna oSetfeni populace H33 (kde bylo

opakovani dost) a oSetfeni N mezi populacemi H33, H42 a H99.

K statistickému vyhodnoceni dat byl pouzit program R 3.2.3. (R Development Core
Team 2015). Nasi hypotézou bylo, Ze rostliny z oSetfeni s pfidanymi zivinami budou klicit
diive a vice nez semena z kontrolniho oSetfeni. Zaroven by tento efekt nemél byt pfitomen
u semen vystavenych ptisobeni demetylac¢niho Cinidla 5-azacytidinu, ktery by mél ptipadné

epigenetické adaptace skrze hypometylaci DNA narusovat (Yaish et al. 2014).

2.7.2 Vyhodnoceni dat z kultiva¢niho experimentu I a II
Pro vyhodnoceni dat ve vSech Castech prace byly vytvofeny obecné linearni modely

a zobecnéné linearni modely (GLM). U obecnych 1 zobecnénych linedrnich modeli byla
testovana normalita residualii pomoci Shapiro-Wilkova testu normality a Q-Q ploti. V
ptipadé¢ SLA, LDMC, inicialni biomasy, findlni biomasy a poctu listli bylo nutno pouZit
logaritmickou transformaci tak, aby bylo splnéno kritérium normality rozdéleni residuali

modelu.

Pomoci modelti byly testovany v kultivaénim experimentu I efekty populace,
oSetfeni a inicidlni biomasy na vybrané funkc¢ni vlastnosti. Inicialni biomasa byla pouzita
v modelech jako kovariata. Vysledky modelt jsou shrnuty v tabulkach 3 a 4. V kultivaénim
experimentu II byly testovany vlivy matetského oSetfeni, oSetfeni F1 potomku, 5-
azacytidinu a inicidlni biomasy na fenotypové vlastnosti jednotlivych populaci a (tam, kde

to bylo mozné testovat) matetskych rostlin. Vysledky modelti jsou shrnuty v tabulkach 7,
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8 a 9. Ve vysledcich obou kultivacnich experimentl jsou uvadény F statistiky, stupné

volnosti a statisticka signifikance.
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3. Vysledky

3.1 Kultivaéni experiment I

V této Casti jsou zpracovany reakce rostlin na tfi osetfeni v kultivaénim experimentu

I, ktery probihal v roce 2015 v Prthonicich.

3.1.1 Modely fenotypové plasticity v kultivaénim experimentu I

Tabulka 3 - Vysledky linedrnich modell testujicich efekt zvysené koncentrace Zivin (N) a aplikace kyseliny salicylové (S)
na triploidni apomiktické rostliny Hieracium alpinum pochazejici z péti populaci. Testovany jsou efekty oSetfeni,
populace a jejich interakce. Inicidlni biomasa byla pouZita jako kovariata. Uvedeny jsou hodnoty F, spodniindex oznacuje
stupné volnosti, znaménka signifikance: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Sipky oznacuji smér zmény v daném
oSetfeni (nahoru znamena zvySeni a doldl znamena sniZzeni hodnot dané vlastnosti). Vidy je uvedeno srovnavané

osSetreni (napt. N versus K).
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Zavisla
proménna/ Pravdépodob-
faktory SLA LDMC Finalni biomasa Pocet listt nost kveteni
N versus K
Transformace log log log log
Osetreni 14,8981 *** 10,239:**J, 196,064 *** 47,529, ¥** 34,471 %%
Populace 1,4834 4,1244** 21,1384*** 14,6954%** 0,7874
Populace x 1,5184 3,744** 2,6314* 1,6074 1,4004
oSetreni
Inicidlni 0,597: 0,6561 1,439 6,812:* 5,997:* 1
biomasa
RSV 66 66 66 66 66
Typ testu ANOVA ANOVA ANOVA ANOVA GLM
S versus K
Transformace log log log log
Osetreni 1,322, 0,0171 0,079 0,749 0,087:1
Populace 6,4084*** 12,4244%** 25,2924%** 28,4354%** 6,3074***
Populace x 0,7324 0,6834 1,0094 0,1764 1,0624
osSetreni
Inicidlni 0,620: 0,1261 2,039:* 25,535 *¥*¥* 4,402:* 1
biomasa
RSV 75 75 75 75 75
Typ testu ANOVA ANOVA ANOVA ANOVA GLM
Zavisld proména/ | Vyska Pocet dnii Tabulka 4 - Vysledek linearniho
faktory vykvetlych | do kveteni modelu  testujictho  efekt péti
stonkt populaci na vysku a pocet dnl do
O%etieni N kvett_enl' 'vykv.etlych 'apomik'siclty'/chl
rostlin Hieracium a/pmum v osetreni
Transformace log log N. Uvedeny jsou hodnoty F a stupné
02t | dogaLieee | o (e
Inicidlni biomasa 1,075 2,578, Znaménka signifikance: * p < 0,05, **
RVS 26 26 p <0,01, *** p <0,001.
Typ testu ANOVA ANOVA



3.1.2 Vysledky funkénich vlastnosti v modelech
Modely fenotypové plasticity a pravdépodobnost kveteni byly rozdéleny na dvé

¢asti. V prvni Casti bylo srovnavano oSetfeni N (pfidané ziviny) a kontrola a v druhé ¢asti
oSetfeni S (oSetfeni kyselinou salicylovou) a kontrola. Modely generativnich znaka (vyska
vykvetlych rostlin a pravdépodobnost kveteni) byly omezeny jen na oSetfeni s ptidanymi
zivinami. U téchto dvou modelii mohly byt srovnany pouze rostliny z osetieni s ptidanymi
zivinami, protoze v ostatnich dvou oSetfenich nevykvetl dostatek rostlin pro statistickou

analyzu.

Pii srovnani oSetfeni s pfidanymi Zzivinami a kontrolnich rostlin je népadny
statisticky vyznamny vliv oSetfeni na vSechny testované vlastnosti (viz tab. 3). Naopak pfti
srovnani rostlin oSetfenych kyselinou salicylovou a kontroly je ndpadny statisticky
signifikantni vliv populace u vSech méfenych fenotypovych znakd. Pfi srovnéni
kontrolnich rostlin a rostlin oSetienych zivinami byla v n€kterych ptipadech signifikantni i
populace (LDMC, findlni biomasa a pocet listl) a interakce oSetfeni a populace (LDMC a
findlni biomasa). Inicialni biomasa, pouZzitd v modelech jako kovariata, méla signifikantni
vliv jen u nékterych vlastnosti (pocet listll a pravdépodobnost kveteni u srovnani rostlin
z osetfeni N a K a finalni biomasa, pocet listl a pravdépodobnost kveteni u srovnani rostlin

z oSetteni S a K).

OSetteni pfidanymi Zivinami zvySovalo u vSech testovanych populaci specifickou
listovou plochu (SLA), jak je vidét na obr. 4-A, ale jen u populace H99 byl tento rozdil
statisticky vyznamny (Tukey HSD test, p < 0,05). Pti srovnani rostlin z oSetfeni kyselinou
salicylovou a kontrolou je napadna rozdilna reakce rostlin riznych populaci (signifikantni
vliv populace v modelech). SLA nebyla ovlivnéna aplikaci kyseliny salicylové (viz obr. 4-

B).

Obsah suSiny v listech (LDMC) byl u rostlin snizovan pfidanim zivin s jedinou
vyjimkou populace H33, kdy mély rostliny z oSetfeni N vys§i hodnoty nez kontrola (viz
obr. 4-C). Rozdily mezi oSetfenimi nebyly v jednotlivych populacich ani v jednom ptipadé
statisticky vyznamné (Tukey HSD test, p > 0,05). V modelu se projevil jako statisticky
signifikantni 1 vliv populace a interakce populace a oSetfeni. Rtzné populace tedy
reagovaly na oSetfeni riznym zplsobem. Na obrazku 4-C je patrné, ze populace H42 na

oSetfeni pfidanymi zivinami skrze tento znak v podstaté nereagovala. Pfi srovnani rostlin z

32



oSetfeni S a kontroly je vidét, ze rozdily mezi oSetfenimi jsou minimalni, liSi se opét pouze

praméry populaci (viz obr. 4-D).
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Obrazek 4 - Grafy srovnavajici populacni priméry mérenych znakl mezi péti triploidnimi apomiktickymi populacemi
Hieracium alpinum podle o3etfeni (K = kontrolni, N = zvySena koncentrace Zivin a S = kyselina salicylova; na vodorovné
ose jsou zobrazené zkratky populaci; znacky vyjadfuji primérné hodnoty a vertikalni ¢ary ukazuji konfidencni intervaly).
SLA je specificka listova plocha (cm?2/g), LDMC je obsah susiny v listech (pomér susina/Cerstvd biomasa), finalni biomasa
uvadéna v arbitrarnich jednotkach.
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Obrazek 5 - Grafy srovnavajici priméry mérenych znakd mezi péti triploidnimi apomiktickymi populacemi Hieracium
alpinum podle osetfeni (K = kontrolni, N = zvySena koncentrace Zivin a S = kyselina salicylova; na vodorovné ose jsou
zobrazené zkratky populaci; znacky vyjadfuji primérné hodnoty a vertikalni ¢ary ukazuji konfidencni intervaly). Vyska
stonkd je uvadéna v cm.
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Ptidani Zivin zvysilo finalni biomasu u vSech populaci (viz obr. 4-E). I v tomto
piipadé byl signifikantni vliv oSetieni, populace i interakce populace a oSetfeni (viz tab. 3).
Populace reagovaly na oSetieni Zivinami rizné vyraznym zvySenim biomasy. Tyto rozdily
byly statisticky signifikantni u vSech populaci kromé¢ H99 (Tukey HSD test, p < 0,05).
Rostliny nereagovaly na aplikaci kyseliny salicylové skrze biomasu, pouze se liSily
pruméry jednotlivych populaci (viz obr. 4-F). Populace H99 ze Skandinavie méla obecné

ze vSech populaci ve vSech oSetienich nejnizsi biomasu (viz obr. 4-E, F).

Ptidani zivin zpisobilo zvySeni po€tu listii (viz obr. 5-A). V modelu se jako
statisticky vyznamny projevil 1 vliv populace (ale ne interakce populace a oSetfeni) a
inicidlni biomasy (viz tab. 3). Signifikantni rozdily byly nalezeny v populacich H20 a H42.
Oproti tomu byly rozdily mezi oSetfenim kyselinou salicylovou a kontrolou minimalni,
lisily se pouze priméry jednotlivych populaci (viz obr. 5-B). Napadny zde byl velky vliv

inicialni biomasy v modelu (viz tab. 3).

V ptipadé pravdépodobnosti vykveteni byl vytvofen generalizovany linearni
model s binomickym rozdé€lenim (s funkei link). Projevil se zde stejny trend, jako ve vyse
zminénych znacich. V ptipad¢ srovnéani rostlin s pfidanymi zivinami a kontrolou byl
statisticky vyznamny vliv oSetfeni a v pfipad€ srovnani rostlin z oSetfeni kyselinou
salicylovou a kontrolou se jako statisticky signifikantni projevil vliv populace (viz tab. 3).
V obou ptipadech se také projevil vliv inicialni biomasy v modelu jako vyznamny. Nejvice
rostlin vykvetlo v oSetfeni N a to vZdy alesponi 50 % rostlin (viz obr. 6). Rostliny z oSetfeni
S mély pravdépodobnost vykveteni vyssi nez 50 % pouze v pfipadé populace H33.
Kontrolnich rostlin v zddném z oSetteni nevykvetlo vice nez 50 %. V ptipad¢€ populaci H87
a H99 pak vykvetly jen rostliny z oSetfeni s pfidanymi Zivinami. Napadnd je 1 zvySena

pravdépodobnost vykveteni v oSetfeni kyselinou salicylovou u populace H33.
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Obrazek 6 - Graf pravdépodobnosti kveteni triploidnich apomiktickych rostlin Hieracium alpinum v péti populacich a
trech osSetrenich (K = kontrolni oSetfeni, N = oSetfeni s pfidanymi Zivinami a S = oSetreni s kyselinou salicylovou; na
vodorovné ose jsou zobrazené zkratky populaci; vertikalni ¢ary vyznacuji konfidenéni intervaly)
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Dalsi dva generativni znaky byly testovany pomoci modelli jen v oSetfeni
s pfidanymi Zivinami, protoze ve zbylych dvou oSetienich nevykvetl dostatek rostlin. Na
obrazcich jsou nicméné zobrazeny i priméry v obou netestovanych oSetfenich pro populace

H20, H33 a H42 (viz obr 5-C, D, E a F).

Ve vysce vykvetlych rostlin v oSetieni N se projevil statisticky signifikantné vliv
populace (viz tab. 4). Napadné je to v piipad¢ populace H99 a H87 (jen v oSetfeni N), kdy

vykvetlé rostliny byly o néco mensi nez u ostatnich populaci (viz obr. 5-C).
V ptipad¢ poétu dni do kveteni v oSetfeni N se projevil jako signifikantni vliv
populace (viz tab. 4). U populace H99 je napadna delsi doba potiebnd k vykveteni, nez u

zbyvajicich populaci (viz obr. 5-E). Populace H99 se signifikantné¢ odliSuje od H33, H42 a
H87, ale ne od populace H20 (Tukey HSD test, p <0,05).
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3.2 Individualni hmotnost semen a velikost uboru

3.2.1 Individualni hmotnost semen

Celkové srovnani individudlni hmotnosti semen je znazornéno v tab. 5. Z tabulky
je patrné, ze v kontrole a v oSetfeni kyselinou salicylovou nevykvetlo dostate¢né mnozstvi

rostlin pro srovnavani vsech osetieni.

Tabulka 3 - Pocty vykvetlych triploidnich apomiktickych rostlin Hieracium alpinum z péti populaci v jednotlivych
osetrenich (K = kontrolni, N = zvySena koncentrace Zivin, S = kyselina salicylova) v kultivacnim experimentu I. Uvadén je
pocet vykvetlych rostlin z celkového poctu rostlin, které byly v dané populaci a osetteni k dispozici.

Populace
Osetfeni |H20 H33 H42 H87 H99
K 4/9 5/9 1/7 0/9 0/8
N 4/9 7/8 5/7 5/10 5/8
S 1/9 7/9 2/8 0/10 0/8
Celkem 9/27 19/26 8/22 5/29 5/24

Pro zhodnoceni individualni hmotnosti semen byla pouzita ANOVA a Tukey HSD
test (p > 0,05). Vzhledem k nedostatku opakovani v kontrole a oSetfeni kyselinou
salicylovou bylo v analyze variance pouZito jen oSetfeni s pfidanymi Zivinami (viz obr. 7).
Mezi populacemi nebyl v oSetfeni s pfidanymi Zivinami signifikantni rozdil (ANOVA a

Tukey HSD test, p > 0,05).
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Obrazek 7 - Boxplot hmotnosti semene v péti populacich triploidnich apomiktickych rostlin Hieracium alpinum v osetreni
s pfidanymi zivinami (tlusta ¢ara oznaduje median).
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3.2.2 Velikost uboru

Stejné jako u individualni hmotnosti semen byly u velikosti iboru také srovnavany
jen rostliny z oSetfeni s pfidanymi zivinami z divodu nedostatku opakovani v osetfenich
K a S (viz obr. 8). Mezi populacemi v oSetfeni N nebyly zaznamenany signifikantni rozdily

(ANOVA a Tukey HSD test, p > 0,05).
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Obrazek 8 - Boxplot velikosti Uboru (poctu kvétl na ubor) u péti triploidnich apomiktickych populaci druhu Hieracium
alpinum v osetfeni se zvySenou koncentraci Zivin (tlusté ¢ary oznacuji median).

Graf velikosti uboru (méfeno jako pocet kvétl na ubor) v oSetreni N

o : | | —T 28 o
5 8 ' : = '
Wy |
2 |
-— (] I
:§ ﬁ ]
=2 ]
=2 o i
(8] Ly — 1
o] -— :
= . | N R
17 ! !
£ 84 | :
:-” I :
o | |
) 1
I I I I I
H20 H33 H42 H&7 H99
Populace

3.3 Kli¢eni potomkii rostlin z kultivaéniho experimentu I

3.3.1 Celkova kli¢ivost
Pocty dostupnych opakovani (misek) jsou uvedeny v tab. 6. Je patrné, Ze kliceni

nelze srovnavat celkové ve vSech skupinach (nevykvetlo na to dost rostlin v kultiva¢nim
experimentu I) a bylo tak nutno dale pfistoupit k vytvofeni dvou podvybérti — srovnani
populace H33 ve vSech matefskych oSetfenich a populaci H33, H42 a H99 v matetském
oSetfeni s pfidanymi Zivinami.

Tabulka 4 - Pocty dostupnych opakovani (misek se semeny triploidnich apomiktickych populaci Hieracium alpinum)

v klicicim experimentu (K = kontrolni oSetfeni, N = zvySena koncentrace Zivin, KA = kontrolni oSetfeni a 5-azacytidin, NA
= zvySena koncentrace Zivin a 5-azacytidin).

Populace
Matefské oSetfeni |H20 H33 H42 H99
K 2 5 1 1
N 1 6 8 3
KA 0 5 1 1
NA 0 4 5 1
Celkem 3 20 15 6
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3.3.2 Klicivost populace H33
Z obr. 9 je patrné, ze semena rostlin z populace H33 o néco 1épe kli¢ila z osetfeni

K a KA nez z N a NA. Rozdily vSak nejsou signifikantni (ANOVA a Tukey HSD test, p >
0,05).

Obrazek 9 - Boxplot procenta kliceni triploidnich apomiktickych rostlin Hieracium alpinum z populace H33 podle osetreni
(tlusta ¢ara oznacuje median).
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3.3.3 Klicivost populaci H33, H42 a H99 v oSetreni s pridanymi Zivinami
Kli¢ivost populaci H33, H42 a H99 byla srovndvana v oSetfeni s pfidanymi

zivinami. Na obr. 10 je vidéet, Ze populace H42 méla vyssi primérnou kli¢ivost nez ostatni

populace, ale tento rozdil nebyl statisticky vyznamny (ANOVA, Tukey HSD test, p > 0,05).
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Obrazek 10 - Boxplot kli¢ivosti tfi populaci triploidnich apomiktickych rostlin druhu Hieracium alpinum v materském
osSetreni s pfidanymi Zivinami (tlusta ¢ara oznacuje median).

Graf klicivosti populaci H33, H42 a H99 v oSetieni N
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3.3.4 Index rychlosti kliceni populace H33

cv v

a NA (viz obr. 11). Rozdily mezi oSetfenimi nebyly signifikantni (ANOVA a Tukey HSD
test, p > 0,05).
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Obrazek 11 - Boxplot indexu rychlosti kli¢eni triploidnich apomiktickych rostlin Hieracium alpinum z populace H33 ve
Ctyrech materskych osetrenich (K = kontrola, N = pfidané Ziviny, KA = kontrola s 5-azacytidinem a NA = pfidané Ziviny a
5-azacytidin; tlustd ¢ara oznacuje median)
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3.3.5 Index rychlosti kliceni populaci H33, H42 a H99 v matefiském oSetieni N
Vindexu rychlosti kliceni populaci H33, H42 a H99 v mateiském oSetieni

s pfidanymi Zivinami (viz obr. 12) je patrny rozdil mezi populaci H42 a ostatnimi

populacemi. Tento rozdil vSak neni signifikantni (ANOVA a Tukey HSD test, p > 0,05).
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Obrazek 12 - Boxplot indexu rychlosti kliceni triploidnich apomiktickych rostlin Hieracium alpinum ze tfech populaci
v materském osetieni s prfidanymi Zivinami (tlustd ¢ara oznacuje median). Na horizontalni ose jsou uvedeny zkratky
jednotlivych populaci.
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3.3.6 Modely vysvétlujici klic¢ivost
Vzijemny vztah matefského oSetieni a kli€eni v populaci H33 byl testovan

linearnim modelem, testujicim efekt matefského oSetfeni a piidani 5-azacytidinu na
kli¢ivost. Efekt matefského oSetfeni ani 5-azacytidinu nebyl signifikantni (ANOVA, p >
0,05).

Vzéijemny vztah populace a kliceni v populacich H33, H42 a H99 byl testovan
linearnim modelem, testujicim efekt populace na kliivost. Efekt populace nebyl

signifikantni (ANOVA, p > 0,05).
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3.4 Kultivaéni experiment I1

V této cCasti jsou zpracovany vysledky kultivacniho experimentu II, ktery prob¢&hl
vroce 2016 ve skleniku Katedry botaniky Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy

v Benatské 2.

3.4.1 Modely transgeneracni paméti z kultiva¢niho experimentu II

Tabulka 5 - Vysledky linearnich modeld testujicich efekt matefského osetfeni, oSetfeni F1 potomk( a aplikace 5-
azacytidinu na funk¢ni vlastnosti F1 potomkd triploidnich apomiktickych rostlin Hieracium alpinum pochazejicich ze tfi
populaci. Uvedeny jsou F hodnoty, spodni index oznaduje stupné volnosti; znaménka signifikance: * p < 0,10, * p < 0,05,
** p<0,01, *** p < 0,001. Inicidlni biomasa byla pouZzita jako kovariata; navic je uvadén rezidualni pocet stupfii volnosti
v tabulce jako RSV. Sipky oznaduji smér zmény v daném odetfeni (nahoru znamena zvyseni a dolé znamend snizeni
hodnot dané vlastnosti). SLA je specificka listova plocha, LDMC je obsah susiny v listech.

Zavisla proménna/faktory Finalni biomasa SLA LDMC
Populace H20

Transformace log log log

Osetreni matky 0,77021 3,8971° 1,7531

Osetfeni F1 potomku 11,464, %* 1,8611 1,943,

Osetreni matky x Osetfeni 0,951 0,0471 0,239
F1 potomkd

5-azacytidin netestovdno netestovdno netestovano

Inicidlni biomasa 0,7951 0,805: 5,2421*
RSV 21 21 21
Typ testu ANOVA ANOVA ANOVA
Populace H33

Transformace log log log

Osetreni matky 0,049 0,9281 0,123

Osetfeni F1 potomkd 140,294, ¥** N 0,5571 5,292:*%\

Osetreni matky x 0,342 0,1271 0,0321
Osetreni F1 potomkd

5-azacytidin 0,178 4,2871*) 6,949, **

Inicidlni biomasa 3,7731° 0,933 0,021,
RSV 156 156 156
Typ testu ANOVA ANOVA ANOVA
Populace H42

Transformace log log log

Osetreni matky 0,001 0,080 0,1101

Osetfeni F1 potomkd 318,738, %** 8,762:1*%*(, 13,662:*%**,

Osetreni matky x 0,238 0,0121 0,001
Osetreni F1 potomkd

5-azacytidin 0,7311 2,7651° 4,0641*,

Inicialni biomasa 0,001 1,518: 0,7661
RSV 184 184 184
Typ testu ANOVA ANOVA ANOVA
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Tabulka 6 - Vysledky linearnich modeld testujicich efekt matefského oSetfeni, oSetfeni F1 potomki a aplikace 5-
azacytidinu na funkéni vlastnosti F1 potomk triploidnich apomiktickych rostlin Hieracium alpinum, pochazejicich ze t¥i
matefrskych rostlin. Uvedeny jsou F hodnoty, spodni index oznacuje stupné volnosti, znaménka signifikance: * p < 0,10,
*p<0,05 **p<0,01, *** p < 0,001. Inicidlni biomasa byla pouZita jako kovariata; navic je uvadén rezidualni pocet
stupfiti volnosti v tabulce jako RSV. Sipky oznacuji smér zmény v daném osetieni (nahoru znamena zvyeni a dolli
znamena snizeni hodnot dané vlastnosti). SLA je specificka listova plocha, LDMC je obsah susiny v listech.

Zavisla proménna/faktory Finalni biomasa SLA LDMC

Matefska rostlina H33-2

Transformace log log log

Osetreni matky 0,304, 0,1701 1,647,

Osetreni F1 potomku 82,7121 *¥** N 1,540, 2,5261

Osetfeni matky x OSetfeni 0,1721 0,287 1,152,
F1 potomkd

5-azacytidin 0,478 1,662 3,961

Inicidlni biomasa 1,655; 0,0011 1,4211
RSV 69 69 69
Typ testu ANOVA ANOVA ANOVA
Matefska rostlina H33-22

Transformace log log log

Osetreni matky 0,433 1,199, 0,041

Osetfeni F1 potomku 33,913 *** 0,1061 1,8721

Osetrfeni matky x  OSetteni 1,5251 2,1041 2,074,
F1 potomkd

5-azacytidin netestovano netestovano netestovano

Inicidlni biomasa 3,152;¢ 0,009 0,271
RSV 57 57 57
Typ testu ANOVA ANOVA ANOVA
Matefska rostlina H42-25

Transformace log log log

Osetreni matky 0,003 0,0961 0,2191

O3etieni F1 potomkd 239,388 ¥ ** 0,5971 15,721:%**{,

Osetfeni matky x  OSetteni 0,2261 1,3331 0,2501
F1 potomkd

5-azacytidin 5,922:1*¢ 8,1731** 1 5,3331*¢

Inicialni biomasa 0,001: 6,7371%* 2,402
RSV 119 119 119
Typ testu ANOVA ANOVA ANOVA
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Tabulka 7 - Vysledek linedrniho modelu testujiciho efekt dvou osetfeni, dvou populaci (H33 a H42) a pfitomnosti 5-
azacytidinu na inicidlni biomasu triploidnich apomiktickych rostlin Hieracium alpinum v kultivaénim experimentu II.
Zobrazeny jsou statistiky F a stupné volnosti (malé indexy). Inicidlni biomasa byla pouZita jako kovariata. Znaménka
signifikance: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Navic je uvadén rezidualni pocet stupnll volnosti v tabulce jako RSV.

Zavisla Inicialni
proménna/faktory biomasa
Materské osetreni 0,0511
Populace 26,724, %**
Materské osetfeni x 1,413,
Populace

5-azacytidin 9,6321*%*,
Typ testu ANOVA
RSV 359

3.4.2 Vysledky funkénich vlastnosti v modelech Kultivaéniho experimentu I1
Linearni modely byly vytvoieny pro jednotlivé populace H20, H33 a H42 a pro

matetské rostliny H33-2, H33-22 a H42-25 (viz tab. 7 a 8). V populaci H20 nebyl dostatek
rostlin pro vytvofeni oSetfeni s 5-azacytidinem, byly proto srovnavany jen rostliny
z kontroly a oSetfeni s pfidanymi Zivinami. Stejna situace plati i v pfipad€ matetské rostliny
H33-22. Signifikantni efekty v modelech jsou zobrazeny na boxplotech a rozdily byly
testovany pomoci Welchova t-testu (p > 0,05).

V modelu pro inicidlni biomasu, méfenou pred zalozenim osSetfeni F1 potomkd, se
projevily jako signifikantni efekty populace a aplikace 5-azacytidinu (viz tab. 9). V modelu
byly pouzity pouze populace H33 a H42, protoze jen u nich byl aplikovan 5-azacytidin.
Inicialni biomasa byla statisticky vyznamné vyssi v populaci H33 (viz obr. 13-A). Aplikace

5-azacytidinu inicialni biomasu signifikantné snizovala (viz obr. 13-B).

47



Obrazek 13 - Boxploty inicialni biomasy dvou populaci (H33 a H42) triploidnich apomiktickych rostlin Hieracium alpinum
ve 2 materskych osSetfenich (K = kontrola a N = pfidané Ziviny) na obr.13-A a podle pfidani 5-azacytidinu (0 =
nepfitomnost, 1 = pfitomnost) na obr. 13-B. Tlusté ¢ary oznacuji median; riznd pismena v obrazku oznacuji statisticky
signifikantni rozdily. Inicidlni biomasa uvadéna v arbitrarnich jednotkach.
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Vsechny populace i matetské rostliny reagovaly statisticky signifikantné na ptidani
zivin zvySenim findlni biomasy (viz tab. 7 a 8). Nejslabsi reakce na pfidané ziviny se
objevila u populace H20. U matetské rostliny H42-25 se navic projevil jako signifikantni 1
vliv 5-azacytidinu, kdy jeho pfidani vyznamné snizovalo findlni biomasu (viz tab. 8). U
vSech populaci doslo pfidanim Zivin k signifikantnimu zvySeni finalni biomasy (viz obr.

14-A, B a 15-B). Stejné tak i u vS§ech matetskych rostlin (viz obr. 16-B, C a D).

Listové znaky na pfidani Zivin nereagovaly tak vyrazné jako findlni biomasa.
Ptidani Zivin mélo vyznamny vliv na specifickou listovou plochu (SLA) pouze v ptipadé
populace H42 (viz tab. 7). Rostliny s pfidanymi Zivinami zde dosahovaly niz§ich hodnot
nez kontrola (viz obr. 15-C). Matefské Setfeni mélo na SLA margindlni vliv v pfipadé
populace H20. Aplikace 5-azacytidinu méla statisticky signifikantni vliv na SLA v ptipadé
populace H33 a mateiské rostliny H42-25 a margindlni vliv v pfipad¢ populace H42.
Aplikace 5-azacytidinu u populace H33 hodnoty specifické listové plochy vyznamné
snizovala (viz obr. 14-C) a naopak u mateiské rostliny H42-25 je signifikantn€ zvySovala

(viz obr. 17-B).

Obsah suSiny v listech (LDMC) byl signifikantn¢ ovlivnén oSetfenim s pfidanymi

zivinami v populacich H33 a H42 a v mateiské rostlin¢ H42-25 (viz tab. 7 a 8). U obou
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populaci, a i v ptipad¢ mateiské rostliny H42-25 ptidané ziviny statisticky vyznamné obsah
suSiny v listech snizovaly (viz obr. 14-D, 15-D a 17-C). LDMC byl dale signifikantn¢
ovlivnén pfidanim 5-azacytidinu u populaci H33, H42 (viz tab. 7), matetské rostliny H42-
25 a marginaln€ ovlivnén v pfipadé¢ matetské rostliny H33-2 (viz tab. 8). Aplikace 5-
azacytidinu u populace H33 (viz obr. 15-A) vyznamné zvySovala hodnoty LDMC a u
populace H42 je vyznamné¢ snizovala (viz obr. 16-A). U mateiské rostliny H42-25 aplikace
5-azacytidinu hodnoty LDMC signifikantné snizovala (viz obr. 17-D).
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Obrazek 14 - Boxploty fenotypovych vlastnosti tti populaci triploidnich apomiktickych rostlin Hieracium alpinum ve 2
matefskych osetrenich (K = kontrola a N = pfidané Ziviny) a 2 osetfenich F1 potomk( (K = kontrola, N = pfidané Ziviny) a
podle pfidani 5-azacytidinu (0 = nepfitomnost, 1 = pfitomnost). Tlusté ¢ary oznacduji median; rlizna pismena oznaduji
statisticky signifikantni rozdil). SLA je specificka listova plocha (cm?/g), LDMC je obsah susiny v listech (pomér
suina/Eerstva biomasa), findlni biomasa uvadéna v arbitrarnich jednotkéch.
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Obrazek 15 - Boxploty fenotypovych vlastnosti tfi populaci triploidnich apomiktickych rostlin Hieracium alpinum ve 2
matefskych osetfenich (K = kontrola a N = pfidané Ziviny) a 2 oSetfenich F1 potomk (K = kontrola, N = pfidané Ziviny) a
podle pfidani 5-azacytidinu (0 = neptitomnost, 1 = pfitomnost). Tlusté ¢ary oznacuji median; rlizna pismena oznaduji
statisticky signifikantni rozdil). SLA je specifickd listova plocha (cm?/g), LDMC je obsah susiny v listech (pomér
susina/Eerstva biomasa), findlni biomasa uvadéna v arbitrarnich jednotkach.
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Obrazek 16 - Boxploty fenotypovych vlastnosti tfi populaci triploidnich apomiktickych rostlin Hieracium alpinum ve 2
matefskych osetrenich (K = kontrola a N = pfidané Ziviny) a 2 osetfenich F1 potomk( (K = kontrola, N = pfidané Ziviny) a
podle pridani 5-azacytidin (0 = nepfitomnost, 1 = pfitomnost). Tlusté ¢ary oznacuji median; rlizna pismena oznacuji
statisticky signifikantni rozdil). SLA je specificka listova plocha (cm?/g), LDMC je obsah susiny v listech (pomér
susina/Cerstvd biomasa), finalni biomasa uvadéna v arbitrarnich jednotkach.
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Obrazek 17 - Boxploty fenotypovych vlastnosti tti populaci triploidnich apomiktickych rostlin Hieracium alpinum ve 2
matefskych osetfenich (K = kontrola a N = pfidané Ziviny) a 2 osetfenich F1 potomk( (K = kontrola, N = pfidané Ziviny) a
podle pfidani 5-azacytidinu (0 = neptitomnost, 1 = pfitomnost). Tlusté ¢ary oznacuji median; rlizna pismena oznaduji
statisticky signifikantni rozdil). SLA je specificka listova plocha (cm2/g), LDMC je obsah susiny v listech (pomér
susina/Eerstva biomasa), findlni biomasa uvadéna v arbitrarnich jednotkach.
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4. Diskuze

Epigeneticka variabilita mize byt ndhodna, nebo indukovana zménami v prostiedi
(Verhoeven a Preite 2014). Tato prace pracuje s hypotézou, ze u apomiktickych linii
Hieracium alpinum 1ze vnéjSim vlivem (v tomto pfipad€ riznou Grovni zZivin a kyselinou
salicylovou) indukovat transgeneracni efekt matefskych rostlin na potomstvo. Tato
hypotéza se uz diive potvrdila v piipad¢ asexudlnich apomiktickych linii Taraxacum

officinale pti vystaveni riznym druhtim stresu (Verhoeven a van Gurp 2012).

4.1 Kultiva¢ni experiment I

4.1.1 Reakce rostlin na oSetieni pridanymi Zivinami
Na hodnoty vSech vlastnosti mélo vyznamny vliv oSetfeni pfidanymi zivinami.

Rostliny siln¢ reagovaly piedevsim zvysenim biomasy a primérného poctu listi. Tyto dvé
vlastnosti byly pozitivné korelovany (r = 0,69, Spearmantiv korelacni koeficient). Méné
napadné pak byly rozdily u SLA, LDMC a pravdépodobnosti kveteni. Zaroven byl patrny
vliv ov§em i v ptipad¢ dalsich generativnich znakd, jako je vySka vykvetlych stonki a pocet
dnti do kveteni. OSetfeni pfidanymi zivinami mélo totiz zésadni vliv na GspéSné kveteni

rostlin.

Silna reakce celkové biomasy na zvySenou koncentraci Zivin je dobie zndmy fakt
(Goldberg a Miller 1990). Z ekologického pohledu ma vyssi dostupnost zivin ptimy efekt
skrze zvySenou nadzemni biomasu na zvySenou nadzemni kompetici (Wilson a Tilman
1991). Na gradientu produktivity od mén¢ do vice produktivnich prostfedi se méni
charakter kompetice z podzemni na nadzemni (Tilman 1986). Podzemni kompetice totiz
probihd ptedev§im o Ziviny a nadzemni hlavné o svétlo (Tilman 1986). V souladu s tim
probiha 1 rozdélovani biomasy rostlinou zprvu do podzemnich ¢asti a pti zvySeni Zivin do
nadzemnich ¢asti (Cambui et al. 2011). To je také znamo jako teorie optimalniho
prerozdélovani (optimal partitioning theory) a ta tika, Ze rostliny by mély investovat do
organd, kterymi ziskavaji limitujici zdroje (Bloom et al. 1985). Z konkrétnich populaci
reagovaly signifikantnim zvySenim populace H33, H42 a H99. U populace H20 a H87
existoval stejny trend, ale rozdil byl nesignifikantni. Je tedy patrn riizn4 reakce populaci
na pfidani Zivin. Rizné populace tedy mohou mit riznou plasticitu nebo riznou efektivitu
vyuziti zivin. Nebyl méfen Zadny index plasticity, rostliny z riznych populaci ale ¢asto
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reagovaly rtizné. Napt. populace H87 a H99 mély vétsi rozdil mezi oSetfenimi v piipadé
SLA (viz obr. 4-A), populace H42 nebyla vibec variabilni v LDMC (viz obr. 4-C),
populace H99 byla minimalné variabilni ve finalni biomase (viz obr. 4-E). Efektivita
vyuziti Zivin je vyjadfovana riznymi zpiisoby u riznych autorti (Baligar et al. 2001) a je
bézn¢ definovana napi. jako pomér sklizn€ na jednotku zivin, tzv. pomér efektivity zivin
(Baligar a Fageria 2015). Riizné reakce riznych populaci na mnozstvi zivin tak mohou
odrazet podminky na lokalitach a s nimi souvisejici adaptace. Ty pak mohou odrazet napf.

vyssi efektivitu vyuziti Zivin u populaci z prostiedi stresovanych zivinami.

Vyssi hodnoty SLA jsou spojeny s vyssi produktivitou, ale listy takovych rostlin
jsou zaroven mén¢ trvalé a herbivorie je mize postihovat vyrazngji (Grime et al. 1996).
SLA figuruje v LHS schématu rostlinnych strategii (Westoby 1998) jako zasadni proménna
urcujici stav urodnosti pudy. Vyssi hodnoty jsou Casté v prostiedich s vétsSim mnozstvim
zivin a disturbanci, obecné pak u rostlin oznacovanych jako r-stratégové (Lavorel et al.
2007). Nizsi hodnoty se pak mohou objevovat napf. u stresovanych rostlin, nebo rostlin
zivinami limitovanych (Lavorel et al. 2007). To mize vysvétlovat vyssi hodnoty SLA
v oSetfeni s ptidanymi hodnotami, signifikantni rozdil byl vSak pouze v ptipadé populace
H99. SLA zde bylo signifikantné vyssi v oSetfeni se zvySenou koncentraci Zivin oproti
kontrole (viz obr. 4-A). U vétSiny rostlin se vSak zmény skrze SLA pfili§ neprojevily a
tento znak by se tak pro apomiktické rostliny Hieracium alpinum dal povazovat za spiSe

konzervativni.

Obsah suSiny listu (LDMC) je v literatufe oznacovan za lepsi prediktor pozice
organismu na ose vyuziti zivin, neZ SLA (Wilson et al. 1999). Hlavnim divodem je asi
blizky vztah (nepifima umeéra) SLA a tloustky listu, ktera reaguje pfedevSim na stin
(Hodgson et al. 2011). To vedlo nékteré autory ke zpochybnéni vypoveédni hodnoty SLA v
ekologickych experimentech, a naopak k upozornéni na vétsi ekologickou validitu LDMC
(Witkowski a Lamont 1991, Wilson et al. 1999). Vyssi hodnoty LDMC jsou také typické
pro listy rostlin odoIngjSich vici fyzickému stresu (Cornelissen et al. 2003). To je v souladu
s teorii, ze r-stratégové maji vétsi hodnoty SLA a pfi nizSich investicich na jednotku plochy
tedy maji nizsi hodnoty LDMC (Lavorel et al. 2007). ZvySeni SLA a snizeni LDMC je
v literatufe zdokumentovany disledek pfidani Zivin, hlavné dusiku (Ackerly a Bazzaz
1995, Al Haj Khaled et al. 2005). Dalsim rysem je to, Ze LDMC je v experimentech méné
variabilni znak nez SLA (Wilson et al. 1999). To se ale neda fict v piipad¢ studovanych
rostlin v této praci, kdy v LDMC byly casto variabilngj$i nez SLA. V piipadé¢ LDMC byl
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krom¢ efektu oSetfeni v kultivaénim experimentu I signifikantni 1 efekt populace a
interakce populace a oSetieni. Na rozdil od SLA je vSak z obr. 4-C patrny opacny trend u
populace H33 (ukazujici spiSe na reakci typickou pro stres) a pouze v pfipadé populace

HO99 (stejné jako u SLA) se rozdil mezi osetfenim N a K projevil jako signifikantni.

4.1.2 Reakce rostlin na oSetieni aplikaci kyseliny salicylové
Rostliny na oSetfeni kyselinou salicylovou oproti kontrole nereagovaly. Ani

v jednom ptipad¢ nebyl u zadné populace a u zadného znaku zjistén statisticky vyznamny
rozdil. Namétené rozdily tak odrézeji v podstaté rozdily mezi jednotlivymi populacemi.
Napt. populace H99 je viditelné nejmensi s nejmensim pocétem listl (viz obr. 4-F a 5-B).
Aplikace kyseliny salicylové vedla v fadé¢ studii ke zvySenému rlstu napt. u Glycine max,
Zea mays, Matricaria chamomilla nebo Triticum aestivum (Rivas-San Vincente a Plasencia
2011). Tento rostlinny hormon se ovSem podili i na odpovédich na stres vy$Simi
koncentracemi toxickych latek. Napiiklad u rostlin Brassica napus jeho aplikace u takto
postizenych rostlin zvySovala velikost kofent i stonkti (Jazi et al. 2011). Kyselina
salicylova také dokaze snizit negativni dopady stresu u rostlin stresovanych nedostatkem
vody a zvySuje jejich velikost a plochu listl (Sayyari et al. 2013). Obecné se daji najit
dikazy o zvySené odolnosti rostlin s aplikovanou kyselinou salicylovou na stres, at’ uz
nedostatkem vody (Singh a Usha 2003) nebo napt. zvySenou salinitou (El-Tayeb 2005,
Gunes et al. 2007). Ptikladi aplikace kyseliny salicylové jako samostatného faktoru pftilis
neni. Napf. u rostlin Amaranthus tricolor vSak pozitivné ovliviiovala rist a vytézek
(Khandaker et al. 2011). To je v rozporu s vysledkem kultivacniho experimentu I, kde
nebyla zaznamenéana vilbec zadna reakce na aplikaci této latky. Hieracium alpinum je
rostlina vyskytujici se ve stresovanych prostiedich (suchem, vysokou mirou UV zéfeni,
mrazem). Je tedy mozné, Ze ma sama o sob¢ dostatek tohoto hormonu, aby se s témito

stresy vyrovnavala a exogenni aplikace kyseliny salicylové uz ji pfili§ neovlivni.

4.1.3 Generativni znaky rostlin
Pravdépodobnost kveteni rostlin byla v kultivaénim pokusu I zavisla pfedevSim

na oSetfeni. Kromé signifikantniho efektu pfidanych zivin se ukdzal byt signifikantni 1 efekt
inicidlni biomasy. Nejlépe kvetly rostliny v oSetfeni s pfidanymi zivinami. Pfidani zivin se
ukézalo tak zasadni, ze ve dvou populacich (H87 a H99) rostliny z jinych oSetfeni (kontrola

a pridand kyselina salicylovd) dokonce za celou dobu nevykvetly. Stalo se tak i pfes
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nekolikanasobnou aplikaci univerzalniho hnojiva na vSechny rostliny po zméieni finalni
biomasy. To bylo aplikovano k urychleni produkce semen. Nejpiekvapivejsi je vysoka
pravdépodobnost kveteni populace H33 v oSetfeni s kyselinou salicylovou, piesahujici 80
%. Mize se jednat o genetickou lokalni adaptaci v delSim ¢asovém métitku, ale 1 mistni
docasnou epigenetickou adaptaci, zvySujici fitness rostlinam napadanych herbivory
(Agrawal 2002). I ptes tento fakt ale neni z vysledkl patrny jakykoliv dalsi vliv (napft. ve
fenotypovych vlastnostech), ktery by mohlo oSetfeni kyselinou salicylovou na populaci

H33 mit. Kyselina salicylova byla pfitom uz diive zdokumentovana jako faktor, vedouci u

vvvvvv

V piipadé vysky vykvetlych rostlin i poctu dnit do kveteni se neprojevily statisticky
signifikantni rozdily mezi oSetfenimi u populaci H20, H33 a H42. Vyska vykvetlych
rostlin, ani doba do kveteni nejspiSe na osetteni u Hieracium alpinum ptilis nereaguje. Tyto
vlastnosti se pouze mirng, ale statisticky vyznamné (viz tab. 3) li§i mezi populacemi. Za
zminku stoji, ze populace H99 ze Skandinavie mé nejmensi primérnou vysku vykvetlych
stonktl (viz obr. 5-C) a potiebuje v priméru nejvice dnti do kveteni (viz obr. 5-E), pfi¢emz
kvetla jen s pfidanymi Zivinami. Interpretaci komplikuje skutecnost, ze dostatek opakovani
pro srovnani vSech populaci bylo jen v oSetfeni s pfidanymi Zivinami, kde se jako
vyznamny ukazal u vysky stonk i u poctu dnti do kveteni efekt populace, ale ptekvapivé
ne inicialni biomasy (oproti pravdépodobnosti kveteni). Vzhledem k vysledkiim jinych
studii by se dalo pfedpokladat, Ze ptfidani Zivin pozitivné ovlivni vysku rostlin (Tilman
1986, Tilman 1987). Vysledek v této praci by se dal snad vysvétlit fyziognomii rostlin
Hieracium alpinum, kdy stonek tvofi pouze kvetouci rostliny a produkce stonkll nastava,
az kdyz rostlina kvete. Znamena to, Ze Ziviny jsou u tohoto druhu spiSe investovany do
rustu listi a ve vySce stonku se tolik neprojevuji. Jejich pfidani ma pak u Hieracium
alpinum vliv pouze na to, zda rostlina viibec vykvete. Situace vypada podobné i u poctu
dnt potfebnych ke kveteni, kdy bez ohledu na oSetfeni potiebovala populace H99
v pruméru k vykveteni nejvic dnl. Celkové plsobi generativni znaky v kultivaénim

experimentu I konzervativnim dojmem oproti tém vegetativnim, bez vétsiho vlivu oSetfeni.

Zadné vétsi statisticky vyznamné rozdily se neprojevily ani u velikosti uboru.
VSechny rostliny neSlo vzhledem k nedostatku opakovani srovnavat. Nejvétsi velikost
uboru se objevila u rostlin z populaci H33 a H42 v oSetteni kyselinou salicylovou (neliSily
se ale statisticky vyznamn¢). V jedné studii druhu Amaranthus tricolor bylo zaznamenano

zvySeni vynosu po aplikaci kyseliny salicylové (Khandaker et al. 2011). Jinde bylo
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zaznamenano zlepSeni kvality 1 kvantity ploda napt. u Lycopersicum esculentum (Karlidag
et al. 2009) nebo Fragaria x ananassa (Javaheri et al. 2012). VySe zminéné vyssi hodnoty
v populacich H33 a H42 po aplikaci kyseliny salicylové v této praci jsou tak v souladu
s témito predikcemi. Naproti tomu pii srovnani velikosti iboru v oSetieni s pridanymi
zivinami nebyl mezi populacemi nalezen statisticky vyznamny rozdil (viz obr. 8). MiiZe se

tak jednat o dal$i dikaz konzervativnosti generativnich znakt u druhu Hieracium alpinum.

Stejna situace jako u velikosti iboru se objevila i u individualni hmotnosti semen.
Mezi populacemi nebyl opét nalezen vyznamny rozdil. Z toho se da usuzovat, ze ptipadny
transgeneracni pienos je u tohoto druhu zptisoben spiSe skrze modifikace epigenetickych
znacek na DNA, nez skrze zaopatfeni semen (tzv. seed provisioning; Herman a Sultan
2011). Zaopatfeni semene je fenomén, pii kterém dochazi k investici rizného mnozstvi
lipidii, uhlovodikd, bilkovin a mineral matetskou rostlinou do semen svych potomki
(Herman a Sultan 2011). Matetska rostlina tak mlize v kvalité potomstva odrazet napt. svij
svételny nebo Zivinovy rezim a podle toho v jejich kontextu produkovat dobie nebo htife
zasobend semena. Zdokumentovano vSak bylo i lepSi zaopatieni semen z rostlin
vystavenych stresu (Roach and Wulf 1987). U druhu Potentilla tanacetifolia ptidani zivin
matefskym rostlindm vyznamné sniZovalo hmotnost semen (Li et al. 2011). U druhu
Nicotiana attenuata se ukéazal podobny trend, a navic tim byla snizena i velikost rostlin
vzeslych z téchto semen (Van Dam a Baldwin 2001), coZ poukazuje na pomérné zasadni
vliv matetského prostfedi na fenotyp potomkil. Z vysledkii individualni hmotnosti semen
tedy opét vyplyva, ze Hieracium alpinum je druh sice plasticky v reakci na prostfedi napf.
skrze biomasu, ale v reprodukéni strategii (velikost semen, velikost uboru atd.) je

pravdépodobné spise konzervativni.

4.2 Kli¢eni potomki rostlin z kultiva¢niho experimentu I

Vysledky nepotvrdily plivodni hypotézu, Ze kliceni semen apomiktickych linii
Hieracium alpinum je ovlivnéno vice prostfedim matef'skych rostlin neZ jejich pfislusnosti
kur€ité populaci. Vzhledem kvySe zminénému omezeni ziskanym materidlem
z kultivaéniho pokusu I nemohl byt vytvofen idealni design, umoziujici uspokojivé
srovnani vSech rostlin ve vSech oSetienich.

V ramci kli¢eni, indexu rychlosti kli¢eni a rychlosti kliceni nebyl zjiStén vyznamny
vliv matetfského oSetfeni na kliceni potomkid. Ani v jednom ptipad€ nebyl u méfenych
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parametrii nalezen signifikantni vysledek. Lze se tedy domnivat, Ze mnozstvi dostupnych
zivin mateiskych rostlin neovliviiuje kli¢eni potomkti u tohoto druhu. Nejlépe klicila
semena z populace H42 (az na jednu vyjimku vzdy nad 75 % nakli¢enych semen). Nejhtie
kli¢ila semena z populace H99 (az na jednu vyjimku vzdy pod 25 % nakli¢enych semen).
Pouze u kliceni populace H33 byla patrna riizna kli¢ivost podle toho, zda bylo matetské
oSetfeni N nebo K (viz obr. 9). Tento rozdil ale nebyl statisticky signifikantni. Existuji
ptiklady vlivu matetského oSetfeni na kli¢eni potomkd. Stepni druhy Stipa krylovii a
Artemisia frigida mély na ziviny v matetském oSetfeni opacnou reakci, S. krylovii méla
snizenou kli¢ivost, pokud jeji mateiské rostliny mély vice dusiku a fosforu a u A4. frigida
tomu bylo opacné (Li et al. 2017). U druhu Potentilla tanacetifolia pak ptidani Zivin
matefskym rostlindm negativné ovlivnilo kli¢eni potomk (Li et al. 2011). Rychlejsi kliceni
semen z rostlin oSetfenych vysSim mnozstvim dusiku bylo zdokumentovdno u druhu
Nicotiana attenuata (Van Dam a Baldwin 2001). Tento trend se objevil i u Chenopodium
album, ale ne u Abutilon theophrasti (Fawcett a Slife 1978). Pokud tedy u rostlin matefské
osetfeni ovlivituje kli¢eni, mize byt tento vliv rizného rdzu a nejspise je izce spjaty s

ekologii daného druhu a neda se pfili§ zobecnit.

V charakteristikach klicivosti semen z kultiva¢niho experimentu I se neprojevily
zadné rozdily v kli¢ivosti mezi semeny z matetfskych oSetfeni K a N a stejnymi semeny
s pfidanym 5-azacytidinem ani v jedné populaci. Aplikace 5-azacytidinu se projevuje
zménami ve fenotypu rostlin, zahrnujicimi napf. zmény v dobé kveteni, zmény vysky
rostliny a zmény poctu kvéth (Bossdorf et al. 2010, Boyko et al. 2010). Neexistuje moc
dokladli o vlivu 5-azacytidinu na kli¢eni semen. V jednom experimentu, zkoumajicim
vzorec metylace DNA v souvislosti s kli¢enim, bylo pozorovéano zkraceni doby potiebné
ke kli¢eni o jeden den pfi aplikaci S-azacytidinu u parazitické rostliny Phelipanche ramosa
(Lechat et al. 2015). To ma jistou logiku, protoze ve stejné studii bylo zdokumentovano
postupné snizeni metylace (pfitomnosti 5-metyl cytidinu) na urovni celého genomu
pfedtim, neZ rostliny zacaly klicit (Lechat et al. 2015). Aplikace 5-azacytidinu tedy mohla
urychlit uz tak pfitomnou metylaci, pfedchazejici kliceni semen. I u Plantago lanceolata
v experimentalnim ovéteni parentdlnich efektli bylo kli¢eni siln€ ovlivnéno rodicovskym
prostfedim, a navic ¢im vyssi byla teplota rodi¢ovského prostredi, tim lepsi byla kli¢ivost

potomkt (Lacey a Herr 2000).

Epigenetické déje mohou mit zasadni vyznam pro kli€ivost rostlin. Velmi ndpadné

se to projevilo u druhu Campanula americana, kdy prostfedi rodi¢l a jeho korelace
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s prostfedim potomka miize ovliviiovat, zda dalsi generace bude klicit na podzim nebo az
na jafe (Galloway 2005). Jedna se tedy nejen o zménu v ramci délky kliceni, ale i zménu

zivotni historie rostliny.

-----

vymezujicimi jejich distribuci, pokud nejsou dormantni (Finch-Savage a Leubner-Metzger
2006). Znamena to, Zze dormantni semeno nebude klicit v ptfihodnych podminkach po urcity
cas (Baskin a Baskin 2004). Populace H99 az na jednu misku ve vSech oSetienich klicila
s vyraznym ¢asovym odstupem a pfitomnost dormance by to mohla vysvétlit. Dormance
vSak nebyla nijak vyhodnocovéna ani analyzovéna. U skandindvskych populaci
triploidnich apomiktickych rostlin Hieracium alpinum se ale jinde dormance skutecné
projevila v experimentalnim kli¢eni (Hartmann, nepublikovdno). Zemépisna Sitka meéla
vliv na dormanci u druhu Arabidopsis thaliana, ale populace ve vyssich zemépisnych
Sitkdch méely dormanci kratsi (Debieu et al. 2013). Stejné situace panovala u druhu Beta
vulgaris ssp. maritima (Wagmann et al. 2012). Casovy odklad kli¢eni populace H99 v této
praci je tedy v rozporu s témito studiemi. Na druhu stranu tyto druhy nezasahuji do tak
vysokych zemépisnych Sitek (ani nadmoiskych vysek) a zminénou potencialni dormanci

severskych populaci Hieracium alpinum mohou proto postradat.

Existuje fada studii, dokazujicich existenci velkych wvnitrodruhovych rozdilt
v kli¢ivosti (Pezzani a Montafia 2006, Karlsson a Milberg 2007). To je v souladu s teorii o
lokalnim pfizplsobeni a vnitrodruhové variabilité¢ v méfitelnych funkénich vlastnostech
(Bazzaz 1996). MoZnym vlivem je napi. zemépisna poloha a nadmoiska vyska, jejichz
podobnost podminek spolu ¢asteéné pozitivné koreluje. Toto vSe pak miize zpiisobit vétsi
efekt populace (a tedy asi 1 lokdlni adaptace) na vykliceni vétStho mnoZzstvi semen nez

materské oSetfeni.

4.3 Kultiva¢ni experiment II

Dosavadni studie transgenera¢ni paméti u rostlin se soustfedily pfedevSim na
odpovédi rostlin na stres (Chinnusamy a Zhu 2009, Sultan et al. 2009, Boyko et al. 2010,
Verhoeven et al. 2010, Boyko a Kovalchuk 2011, Herman a Sultan 2011, Khraiwesh et al.
2012). Pokud bylo ptedmétem studia mnozstvi Zivin, téméf vzdy se jednalo o stres

zpusobeny nedostatkem Zzivin (Sultan 1996, Verhoeven et al. 2010, Latzel a KlimeSova
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2010, Kou et al. 2011, Verhoeven a van Gurp 2012). Studie, zabyvajici se transgeneracnim
efektem ptidanych zivin matefskych rostlin na jejich potomstvo, jsou spiSe vyjimkami
(Miao et al. 1991, Wulff et al. 1999, Lau et al. 2008, Li et al. 2011). ZvySené depozice
dusiku pfitom patii mezi vyznamné faktory clovékem ovlivnénych zmén v ekosystémech
(Nadelhoffer et al. 1999) a do budoucna je odhadovan trend jejich zvySovani (Bobbink et
al. 2010). Existuje piitom fada dikazli o snizovani diverzity rostlin, zpisobené prave
zvySenymi depozicemi dusiku (Phoenix et al. 2006, Hautier et al. 2009). Toto postupné
zvySovani je dokonce oznacovano za treti nejdilezitéjsi hnaci kolo ¢lovékem ovlivnénych
zmén v ekosystémech (Sala et al. 2000). Vtéto praci bylo pouzito k indukci
transgenera¢niho efektu oSetfeni zivin a kyselinou salicylovou vramci vté dobé

probihajiciho projektu Vitka Latzela z Botanického ustavu AV CR, v. v. i.

Pro apomiktické rostliny druhu Hieracium alpinum je ptitom plastickd evolu¢ni
reakce na zmény prostiedi podle stavajiciho evoluéniho paradigmatu velmi omezena. Podle
n¢ho by totiZ jedinou moznosti evoluc¢ni zmény u apomiktickych rostlin Hieracium alpinum
mohly byt pouze vzicné somatické mutace, tvofici nové linie. Tato prace pracuje
s hypotézou, ze jejich omezena geneticka variabilita by mohla byt doplnéna variabilitou
epigenetickou. Ta by mohla skrze transgeneracni pfenos informace o prostfedi do potomkt
poskytovat alternativni zptsob evoluce a zvySovat tak jejich evolu¢ni potencial
(Castonguay a Angers 2012, Verhoeven a Preite 2014), pokud by byl tento pfenos pfitomen
v nasledujicich generacich. To by pak mohlo vést k zvySené Sanci téchto linii prezit ve
zménéném prostiedi, napt. pravé pifi zvysSeni atmosférickych depozic dusiku a s nimi
souvisejici zvySenou kompetici o svétlo a kompetitivnim vyloucenim maélo plastickych
druhii. Prokazani vlivu epigenetickych mechanismti na plastickou odpovéd na mnozstvi
zivin by znamenalo prokézéani jejich nedocenéné role v evoluci a reakcich na zmény

prostiedi (Zhang et al. 2013) u apomiktickych rostlin Hieracium alpinum.

vvvvvv

informace o prostiedi rodicli na potomky triploidnich apomiktickych rostlin v F1 generaci
a tedy vylouceni této moznosti. Rostliny reagovaly plasticky na oSetfeni ptfidanymi
zivinami v F1 generaci predevsim zvySenim biomasy (ve vSech ptipadech). To je v souladu
s jinymi studiemi (Goldberg a Miller 1990). Na tuto reakci ale nemélo statisticky vyznamny
vliv prosttedi jejich rodic¢t u zadné ze studovanych populaci ani matetskych rostlin (viz

tab. 7 a 8). Z pohledu na rozdily mezi kontrolou a pfidanymi Zivinami pfitom je v reakci
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biomasy zfejma fenotypova plasticita. Ta u tohoto druhu v rdmci reakce na ziviny vsak

pravdépodobné neni doplnéna epigenetickou slozkou (viz nize).

Stejna situace panuje i u obou dal§ich zkoumanych fenotypovych znakii SLA a
LDMC. V jejich ramci navic statisticky vyznamné reagovaly pouze nékteré populace a
mateiské rostliny. Zménou SLA reagovala pouze populace H42 a zménou LDMC
reagovaly populace H33 a H42 a matefska rostlina H42-25. Snizeni LDMC u populace H42
a H33 a mateiské rostliny H42-25 bylo pfitom v souladu s publikovanymi studiemi
(Lavorel et al. 2007), kdy rostliny z produktivnéjsich prostiedi s vice zivinami maji nizsi
hodnoty LDMC (mén¢ investic do pletiv listl). Pfekvapivym zjisténim naopak bylo, ze u
populace H42 doslo k signifikantnimu sniZzeni hodnot SLA po pfidéani zivin. To je v rozporu
s predikcemi, ze by zvySeni zivin mélo byt provazeno zvysenim hodnot SLA (Cornelissen
et al. 2003, Lavorel et al. 2007). Naopak reakce populace H42 miiZze naznacovat, Ze rostliny
byly urovni Zivin spiSe stresovany. Rostliny snaSejici stres maji totiz zpravidla nizsi

hodnoty SLA (Lavorel et al. 2007).

4.3.1 Aplikace demetyla¢niho ¢inidla 5-azacytidinu
V kultivacnim experimentu II se také ukdzal v n€kolika modelech jako statisticky

vyznamny vliv aplikace demetylacniho ¢inidla 5-azacytidinu (hlavné u listovych znak).
V ptipadé¢ biomasy tomu tak bylo v ptfipadé¢ mateiské rostliny H42-25, kdy doslo
k statisticky vyznamnému sniZeni biomasy. Vétsi vliv v experimentu mél 5-azacytidin
v ptipadé listovych znaki SLA a LDMC. V piipad€ SLA aplikace 5-azacytidinu sniZovala
jeji hodnoty u populace H33 a u matefské rostliny H42-25 je naopak zvySovala. V ptipadé
LDMC doslo u populace H33 ke zvySeni hodnot suSiny listu a u populace H42 naopak ke
snizeni hodnot. U matetské rostliny H42-25 aplikace 5-azacytidinu hodnoty LDMC
snizovala. Napadny je pfitom opacny trend zmény SLA a LDMC v ptipadé populace H33
a matetské rostliny H42-25. U populace H33 sniZzeni SLA a zvySeni LDMC ukazuje na

reakci typickou pro stresované rostliny.

Stres a sniZzeni biomasy jsou zdokumentované disledky aplikace 5-azacytidinu
(resp. jeho analogu zebularinu) na rostliny v jinych studiich (Verhoeven a van Gurp 2012).
To je v souladu i s pozorovanym snizenim inicialni biomasy po jeho aplikaci na zacatku
kultivacniho experimentu II (viz tab. 9, obr. 13-B). U listovych znakl je ale situace
slozit€j$i, minimaln¢ v jedné studii doslo ke zvySeni hodnot SLA po aplikaci zebularinu
(Verhoeven a van Gurp 2012). Demetylace DNA pfitom u riznych organisml nevykazuje
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jasné ekologické trendy. Naopak vede napt. u riiznych druhti, populaci a v jedné préci
dokonce uvniti riznych linii rostlin Arabidopsis thaliana k raznym reakcim (Bossdorf et
al. 2010). Demetylace DNA tedy spise zvySuje epigenetickou riiznorodost a kdyz nasleduje
po stresu, mize touto cestou tvofit vhodnou variabilitu pro pfirodni vybér (Day a
Bonduriansky 2011). Dal§im moznym vysvétlenim pozorovaného trendu je naruseni
lokalni epigenetické adaptace rostlin z populaci H33 a H42. Existuje totiz fada diikazi pro
zasadni roli metylace DNA v lokdlnich adaptacich napt. u druhl Arabidopsis thaliana
(Dubin et al. 2015) a Quercus lobata (Platt et al. 2015). Demetylace DNA pak mtize tuto
lokalni epigenetickou adaptaci odstranit a rostliny mohou vykazovat opacné trendy.
Celkové statistickd vyznamnost aplikace 5-azacytidinu v modelech v této praci podtrhuje
dilezitost metylace DNA v reakcich rostlin na Zziviny a jejich zmény v prostiedi

(Verhoeven a van Gurp 2012).

Dosavadnich studii transgenera¢niho pfenosu informace o tirovni Zivin v prostiedi
do potomkil (pokud se nejednd o Zivinovy stres) je minimum a jejich vysledky si do jisté
miry vzéjemné odporuji. V jedné studii byl zaznamenan vliv matef'ského oSetfeni zvySenou
koncentraci CO» a pfidani zivin a ukéazalo se, ze rostliny s pfidanymi zivinami reaguji
pozitivnéji ristem na zvySenou koncentraci CO2 v prostfedi potomkl (Lau et al. 2008).
Neplatilo to ovSem v ptipadé ptezivani druhu Poa pratensis a snizené piezivani bylo patrné
i u dalSich druht s pfidanymi matetskymi zivinami v prostfedi potomkl se zvySenou
koncentraci CO> (Lau et al. 2008). V jiné praci bylo prokazano, ze oSetfeni matefskych
rostlin Zivinami ovliviluje charakteristiky kliceni u druhu Potentilla tanacetifolia (Li et al.
2011). Potomci méli vice semen o mensi hmotnosti a hiife kli¢ily a v kontextu této prace
je dilezité, ze matetské osetfeni zivinami nemélo téméf viibec vliv na biomasu semenacku
potomki (Li et al. 2011). To je srovnatelny vysledek s vysledkem inicialni biomasy v této
praci, kdy mateiské oSetfeni z kultivacniho experimentu I nemélo signifikantni vliv na
biomasu rostlin (méfeno jest¢ nez byly aplikovany ziviny v kultivaénim experimentu II;
viz tab. 9). V jiné praci menSi mnoZstvi matetskych zivin pozitivn€ ovliviiovalo biomasu
kvétnich klasti u druhu Plantago major, kdyz dostavaly puls zivin (Miao et al. 1991).
Rostliny z vy$$i Grovné matetskych zZivin uz ovlivnény nebyly (Miao et al. 1991), coz
poukazuje na odliSnosti v plasticité¢ fenotypovych reakci podle matefského oSetieni
zivinami. V jiné studii se ukdzalo, Ze u ¢asti zkoumanych linii druhu Chenopodium album
mély rostliny péstované v matetském oSetfeni s pfidanymi zivinami zvySenou vysku,

hmotnost, plochu listh a hmotnost listd, kdyZz byly péstovany v oSetfeni s pfidanymi
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zivinami (Wulff et al. 1999). Opét se v této studii ukazal fakt, ze semena z prostiedi s vice
zivinami hate klicily (Wulff et al. 1999). To vSe svéd¢i o moznych komplexnich reakcich
v ramci epigenetické paméti na mnozstvi zivin v mateiském prostiedi rostlin. Zarovei je
patrny nedostatek studii, davajicich do kontextu fenotypovou plasticitu (métenou skrze
funk¢ni vlastnosti) a transgeneracni pamét urovné zivin dospélych rostlin. VétSina
dosavadnich publikovanych studii se soustfedi bud’ Gpln€, nebo alesponi s vétSim dirazem

na charakteristiky semen a piipadné semenacki.

Zde je vhodné poznamenat, Ze tento typ prace sebou piinasi v kazdém kroku riziko
nevyvazenosti designu kvuli nedostatku materidlu. V kultivatnim experimentu I se to
projevilo tim, Ze piednostné kvetly rostliny v oSetfeni zivinami a o dost mén¢ v kontrole a
oSetfeni kyselinou salicylovou (viz obr. 6). Dal§im problematickym krokem bylo pak
kliceni, kdy opét n€které misky nevykli¢ily (nebo nekli¢ily dost na vysazeni ve vSech
oSetfenich) a dale tak omezovaly ziskany materidl z kultiva¢niho experimentu 1. Ziskany
material tedy nepokryval idedln¢€ oSetieni u vSech matetskych rostlin (proto se daly testovat
vegetativni znaky v kultivaénim experimentu II na trovni 3 populaci a 3 matefskych
rostlin). Dal$i omezeni vyplyva z povahy prace, kdy pro uspokojivé studium epigenetické
variability by bylo idedln¢ tifeba experimenty vést né€kolik let a sledovat mozny
transgeneracni ptenos a jeho efektivitu v nasledujicich generacich. Transgeneracni efekt
zivin by se mohl objevit az v dalSich generacich i1 pfes svou neptitomnost ve zkoumané F1

generaci. Podobna prace by vSak byla extrémné ¢asové i finanné€ naroc¢na.

Schopnost reagovat na pifipadné zvySovani dusiku na lokalitach apomiktickych
rostlin druhu Hieracium alpinum je tak podle vysledkl této prace ddna pouze jejich
plasticitou a pii vétSich zménéch by pro tento druh mohly zmény prostiedi mit katastrofalni
dasledky. Rostliny by nemusely byt schopny dostate¢né€ reagovat evolu¢ni zménou a mohlo
by jim hrozit kompetitivni vylou€eni ze strany druhli s vétSimi schopnostmi kompetice o
svétlo. Tuto predikci na zékladé¢ vysledkli v této praci by vSak bylo tfeba doplnit
kompetitivnimi experimenty v terénu pro piesny popis disledkli nepfitomnosti
epigenetické sloZky plasticity v reakci na zmény Zivin u apomiktickych rostlin Hieracium

alpinum.
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5. Zavér

Triploidni apomiktické rostliny Hieracium alpinum reagovaly v kultivatnim
experimentu I zménami vegetativnich a generativnich znakd na pfidani Zivin, ale ne na
pridani kyseliny salicylové. Po pfidani zivin doslo ke zvySeni biomasy a poctu listl. Méné
pak rostliny reagovaly prostfednictvim listovych znakli. Pravdépodobnost kveteni
pozitivné ovliviiovalo oSetfeni pfidanymi zivinami. Vyprodukovana semena téchto rostlin
se nelisila mezi matefskymi oSetfenimi v hmotnosti ani v jejich poctu. To miize vypovidat
o plasticité ve vegetativnich znacich, ale o jisté konzervativnosti ve znacich generativnich

u triploidnich apomiktickych rostlin zkoumaného druhu Hieracium alpinum.

Mateiské oSetfeni pfidanymi zivinami nemélo vliv na kli¢eni, rychlost klic¢eni ani
index rychlosti kliceni u zkoumanych rostlin. Vliv na tyto kli¢ici charakteristiky neméla

ani aplikace demetylacniho ¢inidla 5-azacytidinu.

V nésledném kultivacnim experimentu II se ani u jedné populace a ani u jedné
matefské rostliny neprojevil signifikantni vliv matefského oSetfeni. Rostliny reagovaly
stejné jako v kultivaénim experimentu I na pfidani zivin skrze zvySeni biomasy, méné pak
listovymi znaky SLA a LDMC. Triploidni apomiktické rostliny druhu Hieracium alpinum
tedy pravdépodobné na zmény zivin v prostedi reaguji spiSe fenotypovou plasticitou, ale
ne transgenera¢nimi efekty. Demetylace DNA prostfednictvim 5-azacytidinu naopak méla
signifikantni vliv pfedev§im na hodnoty listovych znaka. To potvrzuje zdokumentovany
vliv metylace DNA na fenotypové znaky a na ptizptisobovani se rostlin zménam v prostiedi

v jinych studiich.
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