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Abstrakt

O vlivu polyploidie na celou fadu biologickych vlastnosti rostlin vzniklo jiz velké mnozstvi
praci, nicméng¢ stale se nevi mnoho o jejim vlivu na obsah sekundarnich metabolitd. K objasnéni
této problematiky byl vybran intenzivné chemicky studovany okruh Urtica dioica, ktery je
zéaroven polyploidnim komplexem, zahrnujicim hojné rozsiteny tetraploidni poddruh U. dioica
subsp. dioica a nékolik diploidnich poddruhli s mensimi a ¢asto vikariantnimi aredly (U. dioica
subsp. sondenii, U. dioica subsp. subinermis, U. dioica subsp. pubescens a U. dioica subsp.
kurdistanica), a ptibuzny druh U. atrovirens, slouzici zde jako ,,outgroup. Prace byla doplnéna
o kontrolu v podobé syntetickych tetraploidii. Cilem diplomové prace bylo také prispét
k objasnéni stale nedotesené fylogeneze tohoto agregatu.

Ke zjisténi vlivu samotné polyploidie na obsah sekundarnich metabolitd v rostlinach byli
z diploidnich rostlin U. dioica subsp. subinermis vytvoreni pomoci kolchicinu synteticti
neotetraploidi. Obsah metabolitd v listech 83 rostlin Urtica dioica agg., véetné neotetraploidi,
byl analyzovéan prostfednictvim kombinované metody kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii (LC—MS).

Vliv polyploidie na obsah sekundarnich metabolitl byl potvrzen na Urovni syntetickych
neotetraploidii v rdmci odliSeni skupiny diploidnich rostlin rodicovské generace U. dioica
subsp. subinermis od neotetraploidii. VIiv polyploidie na tdrovni pfirozené variability
tetraploidniho cytotypu spolehlivé potvrzen nebyl, ackoliv ndznak odliSeni mezi diploidnimi a
tetraploidnimi rostlinami pozorovatelny v rdmci analyz byl.

Vysledky této prace také naznacuji, ze taxony zahrnuté do hlavni sesterské skupiny (tj. U.
dioica subsp. subinermis, U. dioica subsp. pubescens, U. dioica subsp. kurdistanica, U. dioica
subsp. sondenii a U. dioica subsp. dioica) okruhu U. dioica agg. jsou si zjevné blizce ptibuzné,
nebot’ ani na metabolomické Urovni se je mezi sebou nepodatilo nijak vyznamné odlisit. Jelikoz
dosavadni fylogenetické studie, vcetné této metabolomické, naznacuji, Ze soucasny
taxonomicky koncept neodpovida realné struktufe tohoto Siroce pojatého agregitu, je
pravdépodobné, Ze by mél byt znovu revidovan.

Kli¢ova slova: Urtica dioica, Urtica dioica agg., polyploidie, sekunddrni metabolity,
kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometrie, LC—MS, synteticka kontrola, kolchicin,
priitokova cytometrie



Abstract

A large number of papers have been published on the effect of polyploidy on a wide range of
biological traits of plants, but still not much is known about its effect on the content of
secondary metabolites. To elucidate this issue, the intensively chemically studied Urtica
dioica agg. was selected. It is also a polyploid complex including the widely distributed
tetraploid subspecies U. dioica subsp. dioica and several diploid subspecies with smaller and
often vicariant ranges (U. dioica subsp. sondenii, U. dioica subsp. subinermis, U. dioica
subsp. pubescens and U. dioica subsp. kurdistanica), and the closely related species U.
atrovirens, serving here as an "outgroup". The work was supplemented with a control in the
form of synthetic tetraploids. The thesis also aimed to contribute to the still unresolved
evolutionary relationships in this aggregate.

To detect the effect of polyploidy on the content of secondary metabolites in plants, synthetic
neotetraploids were generated from diploid U. dioica subsp. subinermis plants using
colchicine. The content of metabolites in the leaves of 83 Urtica dioica agg. plants, including
neotetraploids, was analysed by a combined liquid chromatography-mass spectrometry
(LC—MS) method.

The effect of polyploidy on the content of secondary metabolites was confirmed at the level of
synthetic neotetraploids in the context of differentiating a group of diploid plants of the
parental generation of U. dioica subsp. subinermis from neotetraploids. The effect of
polyploidy at the level of natural variation in tetraploid cytotype was not reliably confirmed,
although a hint of differentiation between diploid and tetraploid plants was observable in the
analyses.

The results of this work also suggest that the taxa included in the main sister group (i.e. U.
dioica subsp. subinermis, U. dioica subsp. pubescens, U. dioica subsp. kurdistanica, U. dioica
subsp. sondenii and U. dioica subsp. dioica) of the U. dioica agg. are apparently closely
related to each other, as they could not be significantly distinguished from each other even at
the metabolomic level. Since the recent phylogenetic studies, including this metabolomic one,
suggest that the current taxonomic concept does not correspond to the real structure of this
broadly defined aggregate, it is likely that this concept should perhaps be revised again.

Key words: Urtica dioica, Urtica dioica agg., polyploidy, secondary metabolites, liquid
chromatography, mass spectrometry, LC—MS, synthetic control, colchicine, flow cytometry
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1. Seznam pouzitych zkratek

DAPI
LC-MS
LDA
MeOH
OTTO I
OTTO II
PCA

4¢,6-diamidino-2-fenylindol, B-mercaptoethanol
Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
Linearni diskrimina¢ni analyza

Methanol

0,1M monohydrat kyseliny citronové a 0,5 % Tween 20
0,4 M dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodné¢ho

Analyza hlavnich komponent



2. Uvod

Polyploidie je dlouhodobé intenzivné studovanym tématem. Je povazovana za jednu z
al., 2017) a jeji vliv na celou fadu biologickych vlastnosti rostlin je dobie prozkouman.
Polyploidi maji typicky vétsi bunky nez jejich diploidni pfedci a diky tomu jsou Casto celkove
mohutnéjsi (Miintzing, 1936). Maji pomalejsi metabolismus a rostou pomaleji (Cavalier-Smith,
1978). Ve srovnani s diploidy je u polyploidii Castéjsi autogamie, v nékterych celedich i
apomixe (agamospermie; Comai, 2005). Pfedpokladd se také, ze jsou odoln&jsi vici
abiotickému stresu. Celkové jsou polyploidi lepsimi kolonizétory, a jsou proto také casto
invazni (te Beest et al., 2012; Baduel et al., 2018). Také byl prokazan vliv polyploidie na
fyziologické vlastnosti rostlin, jako naptiklad na respiraci, hormonalni zmény ¢i zmény v
aktivité enzymi (te Beest et al., 2012; Gaynor, Lim-Hing & Mason, 2020). Piekvapivé vSak
stale nebyl s jistotou prokazan vliv polyploidie na obsah sekundarnich metabolitd u rostlin
(Gaynor, Lim-Hing & Mason, 2020).

Ptedpokléada se, ze by polyploidie mohla navysit mnozstvi (vliv polyploidie na genovou expresi
a enzymatickou ¢innost) ¢i dokonce dat vzniknout zcela novym strukturam sekundarnich
metabolitl v rostlindch (neofunkcionalizace, subfunkcionalizace) (Lavania et al., 2012; Gaynor,
Lim-Hing & Mason, 2020; Lichman, Godden & Buell, 2020). O vlivu polyploidie na obsah
sekundarnich metabolitii byla jiz napsana celd fada praci, vétSina se vSak soustedila na
synteticky vytvofené a kulturni rostliny. Obecné se dé fict, Ze v laboratornich podminkéach
opravdu polyploidie ¢asto navySuje mnozstvi sekundarnich metabolitd v rostling, ackoliv je
nutné zminit urcitou metabolitovou specifiku — navysSuji se typicky jen urcité skupiny
metabolitl a jiné se snizuji (Caruso et al., 2011; Parida & Misra, 2015; Vergara, Kikuchi &
Breuer, 2016; Homaidan Shmeit et al., 2020). O volné rostoucich rostlinach vzniklo na toto
téma méné studii a jejich vysledky jsou pomérné nejednoznacné (existuji jak nazory, ze
polyploidie navySuje mnozstvi sekundarnich metabolitii v rostling, tak i opacné — snizuje) a
nelze proto s jistotou potvrdit vliv polyploidie na sekundarni metabolity (Gaynor, Lim-Hing &
Mason, 2020).

Proto byl k objasnéni té€chto nejasnosti vybran jako idedlni model okruh kopfivy dvoudomé
(Urtica dioica agg.). Tato voln€ a témér vSude se vyskytujici skupina Zahavych nitrofilnich
rostlin je zndmym polyploidnim komplexem zahrnujicim pfevazujici (auto)tetraploidni
poddruh U. dioica subsp. dioica a n€kolik vzacnéjsich blizce ptibuznych diploidnich poddruhti
(U. dioica subsp. sondenii, U. dioica subsp. subinermis, U. dioica subsp. pubescens, U. dioica
subsp. kurdistanica) (Rejlova et al., 2019). Ty se kromé morfologickych znakt lisi i svymi
geografickymi aredly (Weigend, 2005). Do agregatu se na zéklad¢ nckterych fylogenezi
(Henning et al., 2014; Grosse-Veldmann et al., 2016; Rejlova et al., 2019) také tadi blizce
piibuzné druhy, jako U. atrovirens ¢1 U. kioviensis. Fylogeneze této pocetné skupiny je vSak
stale nedofesend a existuji proto rizné nazory, které taxony do agregatu zaradit (Rejlova ef al.,
2021). Zastupci U. dioica agg. navic obsahuji Sirokou Skalu sekundarnich metabolitli a jedna se
proto o intenzivné chemicky studovanou skupinu. Diky svym 1é¢ivym G€inkGim, pfisuzovanym
zejména fenolickym latkam (flavonoidy, fenolové kyseliny aj.) je U. dioica vyuzivana zejména
ve farmacii ¢i medicing (Upton, 2013; Rajput, Chaudhary & Sharma, 2018). Navzdory velkému
mnozstvi studii zabyvajicich se sekundarnimi metabolity stale piekvapivé neexistuje mnoho



informaci o vlivu polyploidie na obsah téchto latek. Navic by studium metaboliti mohlo
chemotaxonomicky piispét k objasnéni ptibuzenskych vztahl v agregatu.

3. Polyploidie

3.1. Obecné a biologické vlastnosti polyploidi

Polyploidie, jako vysledek celogenomové multiplikace, je povazovana za jednu z
al., 2015; Certner et al., 2017). Odhaduje se, ze 30 az 70 % krytosemennych rostlin proslo
celogenomovou duplikaci (Soltis ef al., 2015; Baduel et al., 2018). N¢kteti autofi se domnivaji,
ze paleopolyploidizaci prosSly témét vSechny krytosemenné rostliny (napt. Jiao et al., 2011;
Wendel, 2015; Heslop-Harrison, Schwarzacher & Liu, 2023).

Dlouho se predpokladalo, ze v ptirod¢ ptevazuji alopolyploidni druhy, tedy druhy, které jsou
vysledkem hybridizace dvou nebo vice genomt riiznych druhti a nasledné polyploidizace, a
autopolyploidnich druhti, vzniklych pomnozenim jednoho genomu nebo genomu téhoz druhu,
je mén¢ (Soltis & Soltis, 2000; Osborn et al., 2003). Nicmén¢ dnes se pfistupuje k nazoru, ze
oba typy polyploidie jsou viceméné rovnomérné zastoupené (Barker e al., 2016). Krom¢
slozeni genomu se autopolyploidi a alopolyploidi odlisuji také typem dédi¢nosti. Alopolyploidi
maji disomickou dédi¢nost, zatimco autopolyploidi multisomickou (Ramsey & Schemske,
2002).

Navzdory vysoké mife polyploidizace u kvetoucich rostlin, neni vznik a zejména etablovani
polyploida v populaci zdaleka jednoduchy proces. Polyploidi vznikaji v ptirodnich populacich
nejcastéji prostiednictvim neredukovanych gamet (Parisod, Holderegger & Brochmann, 2010).
Vznik neredukované gamety je ovlivnén geneticky, ale miize byt Casto i vysledkem abiotického
stresu (napf. klimatické vykyvy, poranéni rostliny) (Bretagnolle & Thompson, 1995).
Neredukované gamety se bud’ spojuji s redukovanymi, ¢imz vznika triploidni potomstvo (tzv.
triploidni most), nebo s jinymi neredukovanymi gametami, ¢imZ vznikaji tetraploidni embrya
(Schinkel et al., 2017). Teoreticky mize polyploid vzniknout i po oplozeni, tzv. somatickou
polyploidizaci, ktera je Casto opét zptsobena abiotickym stresem (Plomion et al., 2018; Schoen
& Schultz, 2019). SpiSe nez u ptirodnich populaci, dochazi k somatické polyploidizaci uméle,
v laboratornich podminkach (tyké se pfedevSim okrasnych a uzitkovych rostlin) (Hahn, Bai &
Asiedu, 1992; Dhooghe et al., 2011) (viz déle — tvorba syntetickych polyploidl).

Zmény organizace a funkce genomu na genetické i epigenetické urovni doprovazejici vznik
polyploida zptisobuji zprvu nestabilitu, kterd mlze byt pro rostlinu obtizné¢ piekonatelnd
(Comai, 2005). Vysledkem neuspechu pak miize byt snizend zivotaschopnost nebo sterilita
nové¢ vzniklych jedincl. O tomto fenoménu hovotfime také jako o triploidnim bloku (Marks,
1966). V souvislosti s polyploidizaci vSak casto dochazi i k tzv. heteroznimu efektu (heteroze),
kdy zktizenim dvou druhti naopak vznika jedinec s vyssi fitness nez jeho rodice (Shull, 1948).

Aby byl novy cytotyp schopny evoluce, musi se také uspesné etablovat. Pravdépodobnost, ze
se novy polyploid uspésné usadi v misté svého plivodu je obecné velmi nizka (Van De Peer,
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Mizrachi & Marchal, 2017). Zda toho bude polyploid schopny, zalezi na jeho zivotaschopnosti,
plodnosti, fenotypovych vlastnostech a zdatnosti v riznych prostfedich (Ramsey & Schemske,
2002). Obecné se u nove vzniklych polyploidi ocekavéa nevyhoda pii rozmnozovani, jelikoz
jsou v populaci relativné vzacni (Husband, 2000). Levin (1975) tento typ nevyhody zavislé na
frekvenci popsal jako vylouceni minoritniho cytotypu. Nicméné polyploidi dokazou diky
zvySené genetické variabilite, plasticité a heterozi tuto prekézku obejit pomoci morfologickych,
fyziologickych i ekologickych zmén (Comai, 2005; Soltis et al., 2015). Napiiklad divergence
ve vlastnostech atraktivnich pro opylovace nebo jind doba kveteni mulize vést k tspéSnému
opyleni, navzdory tomu, Ze jde o minoritni cytotyp (Soltis ef al., 2015; Van De Peer, Mizrachi
& Marchal, 2017). Také vyvinuti novych rozmnoZovacich strategii miize pfinést selektivni
vyhody novému polyploidnimu jedinci (Comai, 2005; Van De Peer, Mizrachi & Marchal,
2017). Zejména schopnost autogamie je vyhodnd strategie v prostiedi, kde je malo partnerii
(Xu, 2023) a polyploidi ji hojné vyuZzivaji, protoze jsou schopni piekonat inbredni depresi diky
nadbytecnosti genll a vy$s§i mife heterozygotnosti (Osborn et al., 2003; Comai, 2005). To je
vyhodné jak k etablovani se, tak k zakladani novych populaci. Také asexudlni rozmnozovani
(vegetativni rozmnozovani napt. pomoci nadzemnich nebo podzemnich vybézki nebo cibulek;
agamospermie) je u polyploidi Casta strategie stabilizace a piipadného rozSitovani aredlu
(Comai, 2005; te Beest et al., 2012; Baduel et al., 2018).

Jakmile se novy polyploid Gspésné etabluje, mize vyuzivat celou fadu vyhod, diky kterym je
potom ¢asto Uspésny v evoluci. Bylo dokdzano, ze polyploidi mohou mit vyhodnéjsi vlastnosti
nez jejich diploidni rodice (te Beest et al., 2012). Diky znasobenému poctu chromozomi maji
polyploidi typicky vétsi jadra bunck a tim padem i vétsi bunky celé (Miintzing, 1936; Comai,
2005). To muze vést ke zpomaleni metabolismu a rychlosti ristu (Cavalier-Smith, 1978), ale
také to muze pozitivn€ ovlivnit velikost rostliny, véetné jejich organii. Polyploidni rostliny jsou
obecné cCasto robustnéj$i, vyss$i a maji celkové vétsi mnozstvi biomasy oproti diploidim
(Miintzing, 1936; Kim et al., 2012). Nicmén¢ existuje optimum pro narast chromozomt, po
jehoz prekroceni se jedinec stdvd méné vitalnim, pokud je vibec Zivotaschopny (Miintzing,
1936). Naptiklad Baack a Stanton (2005) nepozorovali vyrazné rozdily mezi velikosti diploida
a tetraploidi Ranunculus adoneus. Obecné, vétsi rostlinné organy a télo mohou byt pro
polyploida kompeti¢ni vyhodou. Zejména v ranych fazich kolonizace mize byt velmi uzitecny
rychly narlist biomasy zajistény obvykle vétsi velikosti semen polyploidi (Bretagnolle,
Thompson & Lumaret, 1995; te Beest et al., 2012). Robustné&jsi a celkové vétsi polyploidni
rostliny mohou mit vyhodu oproti drobnéj$im diploidiim posléze v dalSich fazich osidlovani a
to zejména v kompetici o svétlo, Ziviny a prostor (te Beest et al., 2012). Naptiklad u
polyploidnich rostlin rodu Fallopia je jejich invazni Gspéch pfipisovan ohromnému mnoZstvi
biomasy, velikosti t€la a vét§Simu dosahu rhizoml (Schnitzler & Muller, 1998). Vyhodou je
Casto také vytrvala Zivotni forma, kterd u polyploidl pfevazuje a pomahd tak udrzet populaci
(Miintzing, 1936). Pfedpoklada se, ze polyploidi mohou byt také odolnéjsi viici patogentim
(Kulkarni & Ravindra, 1988; Oswald & Nuismer, 2007) ¢i abiotickému stresu, jako je naptiklad
sucho nebo chlad (Liu ef al., 2011; te Beest et al., 2012). Diky mnohym vyhoddm jsou
polyploidi ¢asto lepSimi kolonizatory nez diploidi a mnohdy osidluji také vétsi izemi (Pandit,
Pocock & Kunin, 2011; te Beest er al., 2012). Obvykle se vyskytuji v oblastech vétSich
nadmoftskych vysek a zemépisnych §ifek (Grant, 1981), coz byva piipisovano piedevsim jejich
lepSim koloniza¢nim schopnostem postglacidlnich tzemi v porovnéni s diploidy (Brochmann
et al., 2004; te Beest et al., 2012). V soucasné dobé se vSak mlze vyskyt polyploidil ve velké
mife vdzat na antropogenni ¢innost, kdy nové prostory k osidleni ¢lovék vytvari naptiklad

4



odlesnovanim (Papp, 1987). Diky mnohym vlastnostem, jako je naptiklad rychla adaptace na
nové niky, vétsi fenotypova plasticita ¢i mnohdy vétsi biomasa se polyploidi také Casto stavaji
invaznimi druhy (Comai, 2005; te Beest et al., 2012; Baduel et al., 2018). Ptikladem miize byt
tetraploidni druh Solidago gigantea, ktery byl zavlecen do Evropy a vychodni Asie a stal se zde
siln€ invazni (Schlaepfer et al., 2008).

Doposud bylo psano o stabilizovanych pfirozenych polyploidech. Nicméné slabinou vyse
uvedenych vlastnosti mize byt, Ze neni jasné, do jaké miry jsou tyto odlisné vlastnosti vazané
piimo na polyploidii, anebo na né¢jaké dalsi vlastnosti, které vznikly postupem ¢asu adaptacemi
polyploidi — tzv. diploidizaci. Procesem diploidizace dochazi u polyploidi postupné ke
zmeénam na urovni genomu, jako je napiiklad utiSovani genti, ztrata duplikovanych gent a
chromozomu nebo zmény parovani chromozomu (Wolfe, 2001; Soltis et al., 2015). Z
polyploidniho genomu tak ¢asem vzniké funkéné opét diploidni genom (Mandakova & Lysak,
2018). Z tohoto diivodu se casto, pfedevsim v poslednich ca 15 letech, ptistupuje k vytvoreni
syntetickych polyploidl, coz ndm umozni srovnani s pfirozenymi polyploidy (Pavlikova,
Pastova & Miinzbergova, 2017). K vytvofeni syntetického polyploidniho jedince se ptistupuje
postembryonaln€, vétSinou pomoci mitotického jedu kolchicinu (Blakeslee, 1941;
Miinzbergova, 2017) nebo jeho alternativy — herbicidu oryzalinu (Wan et al., 1991; Homaidan
Shmeit et al., 2020). Tyto latky se vadzou na mikrotubuly dé€liciho vieténka, a tak narusuji
spravny rozchod chromozomu pii mitdze. Z ptivodné diploidni rostliny tak vznikne polyploidni
jedinec (Castro, Castro & Loureiro, 2018). Tato metoda ma vsSak tfadu uskali, naptiklad v
podobé aneuploidie, a jeji uspésnost je asto velmi mala (Pavlikova, Pastova & Miinzbergova,
2017).

Polyploidie mlze mit také vliv na fyziologii rostlin a je diskutovdna i vazba na obsah
sekundarnich metabolitd.

3.2. Fyziologické vlastnosti polyploidi

Rostliny obsahuji ve svém téle nepteberné mnozstvi chemickych latek. Tyto latky se podle
pivodu vzniku v metabolickych procesech (fotosyntéza, respirace aj.) daji rozdélit na primarni
a sekundarni (Novacek, 1986). Jelikoz je ale sekundarni i primarni metabolismus té€sné spjaty,
nelze mezi témito dvéma skupinami latek vést ostrou hranici (Lustinec & Zarsky, 2003).

Soubor primarnich metabolitd se bézné vyskytuje ve vétsiné rostlinnych druhd (Dixon &
Dickinson, 2024) a jsou Zivotné diilezité pro rist a vyvoj rostlin (Erb & Kliebenstein, 2020).
Radi se sem zejména sacharidy, dale napiiklad bilkoviny, lipidy, vitaminy, nukleotidy nebo
aminokyseliny (Novacek, 1986; Goyal et al., 2019). Z metabolismu nékterych primarnich
metabolitl, jako jsou aminokyseliny, acetylkoenzym A, mevalonova kyselina a meziprodukty
biosyntézy Sikimové kyseliny, vznikaji jako terminalni produkt sekundarni metabolity. U
nekterych z téchto specializovanych latek (napt. alkaloidy) biogeneze postupuje obéma cestami
(Jahodar, 2022).

Na rozdil od primarnich metabolitli, sekundarni nebo také specializované metabolity jsou
specifické jen pro urcité rostliny, respektive taxony (Dixon & Dickinson, 2024) a jelikoz je
jejich vyskyt vazan zejména na vyssi diferenciaci pletiv (Zlaznaté trichomy, mlécnice aj.),



najdeme je piredevsim u vyssich rostlin (Embryophyta). U daného taxonu obecné plati, ze v ném
dominuje jedna skupina chemicky piibuznych latek a ostatni slouceniny jsou zastoupeny
minoritné (Jahodar, 2022). Taxonomicky specifické metabolity byly vyuzivany v
chemotaxonomii (zejm. 60—80. 1éta minulého stoleti; Venkataraman, 1972). Pozd¢ji bylo vsak
od tohoto sméru upusténo, protoze bylo zjisténo, Ze na obsah téchto latek v téle rostliny ma vliv
jeji ontogeneze, typ organu i podminky vnéjsiho prostiedi — sekundarni metabolity se evolu¢né
neustale vyvijeji (vliv selekce, adaptace) a neni proto mozné je spolehlivé vyuzivat jako
dilezity systematicky znak (skupiny nékterych metaboliti se mohou vyskytovat ve vicero
taxonech) (Jahodar, 2022). V soucasnosti (poslednich ca 20 let) se taxonomické specifiky
sekundarnich metabolitii opét zacina vyuzivat, ale vyzkum je oproti prvni éfe chemotaxonomie
obohacen o genomické znalosti s vazbou na dal$i metody (napft. pritokovou cytometrii; Gaynor,
Lim-Hing & Mason, 2020).

Sekundarni metabolity, navzdory svému nazvu, tvoii pro rostlinu z fyziologického hlediska
skupinu velmi dulezitych latek (tj. druhotné biosynteticky, nikoliv vyznamem). Fytohormony,
purinové a pyrimidinové baze nukleovych kyselin, porfyriny, koenzymy nebo tfeba lignin jsou
pro rostlinny organismus dokonce zivotné dilezité (Novacek, 1986). Funkce specializovanych
metabolitl je vétSinou obranna (abioticky stres; flavonoidy aj.) a/nebo signalni (atraktanty pro
opylovace; karotenoidy aj.) (Jahodat, 2022; Dixon & Dickinson, 2024). U n¢kterych metabolitii
jejich funkce spoc¢iva pouze v odlehceni syntetickych cest rostlin (odpadni produkt; silice aj.).
Casto vsak uloha sekundarnich metabolitti neni znama (Novacek, 1986). Sekundarni metabolity
se mohou v téle rostliny vyskytovat v aktivni formé, ale také ve formé pasivni, kdy k jejich
aktivaci dochazi az po né&jaké formé abiotického stresu (napf. poranéni, infekce). Nékdy
dochazi vlivem napadeni patogeny k vytvofeni zcela novych latek - tzv. fytoalexiny (Jahodaft,
2022). Prevazné se jednd o fenolické latky (fenylpropanoidy a flavonoidy), popiipadé
isoprenoidy (Lustinec & Zarsky, 2003). Sekundarni metabolity tvoii celd fada riznorodych
latek a mnohé z nich jsou Clov€kem hojné vyuzivané, zejména ve farmacii (Jahodat, 2022).
Mezi hlavni skupiny obsahujici specializované metabolity patfi: terpenoidy (isoprenoidy),
fenolické latky a alkaloidy (Lustinec & Zarsky, 2003).

Terpenoidy neboli isoprenoidy tvoii rozsdhlou skupinu rostlinnych latek, obecné
charakterizovanou rozpustnosti v tucich (Harborne, 1998). Podle poctu isoprenovych jednotek
je lze rozdélit na sedm skupin: hemiterpeny (isopren, geranylpyrofosfat aj.), monoterpeny
(etericke oleje - silice a t¢kavé vonné latky), seskviterpeny (eterické oleje, kyselina abscisova),
diterpeny (pryskyfice, gibereliny, fytol), triterpeny (steroidy, saponiny), tetraterpeny
(karotenoidy) a polyterpeny (kaucuk) (Novacek, 1986; Lustinec & Zarsky, 2003). Tato skupina
metabolith ma rizné fyziologické funkce, slouzi naptiklad jako ochrana fotosyntetického
aparatu pied prehfatim (isopren) nebo jako ristové regulatory (gibereliny). Jejich uplatnéni je
naptiklad v potravinaistvi (aromatické latky), zdravotnictvi (vitaminy A, D, E) nebo tifeba v
zeméd@lstvi (pfirodni insekticidy) (Harborne, 1998; Lustinec & Zarsky, 2003).

Fenolické latky neboli polyfenoly, pocetnou skupinu chemickych sloucenin obvykle
rozpustnych ve vodé (Harborne, 1998; Brahmachari, 2019), 1ze d€lit na ¢tyfi hlavni skupiny:
jednoduché fenoly (hydrochinon, pyrokatechin aj.), fenolkarboxylové kyseliny
(pyrokatechova, galova kyselina, polymery kyseliny galové tj. tfisloviny), fenylpropanoidy
(kumarin, lignin aj.) a flavonoidy (flavany, flavonoly a anthokyany) (Novacek, 1986; Lustinec
& Zarsky, 2003). Fenolické latky jsou z hlediska fyziologické funkce pro rostlinu velmi
vyznamné. Slouzi napiiklad jako ochrana pted UV zafenim (flavonoidy), jako atraktanty pro
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opylovage (flavonoidy) &i jako diileZita stavebni latka rostlin (lignin) (Lustinec & Zarsky, 2003;
Dixon & Dickinson, 2024). Vyuzivaji se napiiklad v potravindiském primyslu kvali svym
antioxida¢nim vlastnostem (Balasundram, Sundram & Samman, 2006).

A tieti skupinou jsou alkaloidy, latky zasaditého charakteru (dusikaté slouceniny), Casto silné
jedovaté. Mohou se vyskytovat volné, ale vétSinou jsou soucasti soli a jsou pak snadno
rozpustné ve vod¢é. K vyznamnym skupindm alkaloidl patii: fenylalkylaminy (kapsaicin,
kolchicin aj.), pyridinové a piperidinové (nikotin, piperin aj.), tropanové (atropin, kokain aj.),
chinolové a isochinolové (morfin, papaverin aj.), indolové (psilocybin, strychnin aj.) a purinové
alkaloidy (kofein, theobromin aj.) (Novacek, 1986). Ackoliv je tato skupina chemickych latek
v Ti$i rostlin velmi rozsifena (zejména u dvoudéloznych bylin), jeji fyziologickd funkce neni
prili§ zndma. Piedpoklada se, ze jsou odpadnim produktem metabolismu jinych latek, avsak
nekteré metabolity zfejme pomahaji také chranit rostlinu pied okusem bylozravcl (velmi hotka
chut’). Vykazuji silné ucinky na lidskou nervovou soustavu a vyuzivaji se proto v mediciné
(morfin, kodein) nebo tfeba také v potravinafstvi (kofein, theobromin) (; Novacek, 1986;
Lustinec & Zarsky, 2003).

Je prokazané, ze polyploidie miize mit vliv na fyziologii a ekologické interakce rostlin (te Beest
et al., 2012; Gaynor, Lim-Hing & Mason, 2020). Rada morfologickych zmén vzniklych
celogenomovou duplikaci, zejména typicky vétsi velikost polyploidnich bun¢k ovlivituje rizné
fyziologické vlastnosti rostliny, které ji pak odliSuji od jejich diploidnich piibuznych a
zpusobuje téz mezi cytotypy ekologickou diferenciaci (te Beest ef al., 2012). Napftiklad typicky
veétsi praduchy zajistuji polyploidiim niz$i ztraty vody pfi respiraci a tak vyssi odolnost viici
suchu (Li, Berlyn & Ashton, 1996). Vlivem polyploidizace miize také dojit k hormonalnim
zméndm ¢i jiné aktivité enzymu. Bylo zjiSténo, Ze n¢které polyploidni rostliny (napt. Brassica
oleracea var. capitata) maji nizsi hladinu ristového hormonu auxinu, coZz miize pfispivat k
pomalejSimu ristu typickému pro polyploidy v porovnani s jejich diploidnimi pifibuznymi
(Avery & Pottorf, 1945). To mlZe vést naptiklad k odliSné dob¢ kvetenti, tj. posunuté fenologii,
mezi diploidy a polyploidy v populaci ¢i jiné ekologické diferenciaci (Gross & Schiestl, 2015).
Pozménéna enzymaticka aktivita mize vést u polyploidi k dalSim morfologickym zménam
(Lavania et al., 2012) a vytvareni tak novych fenotypt, napiiklad atraktivnéjSich pro opylovace
(Mccarthy et al., 2015). Diskutuje se také o vazbé polyploidie na obsah sekundarnich
chemickych latek v rostliné. VEtsi mnozstvi specializovanych metabolitd by mohlo pfispét k
vys$si odolnosti vii¢i abiotickému stresu (patogeny, okus bylozravci aj.) ¢asto pozorované u
polyploidli, a poskytnout tak vyhodu v fad¢é ekologickych interakci (Miinzbergova, 2006;
Segraves & Anneberg, 2016; Van De Peer, Mizrachi & Marchal, 2017).

Predpoklada se, Ze by polyploidie mohla vést k navySeni koncentrace dllezitych
specializovanych metabolitd ¢i dokonce ke vzniku zcela novych chemickych struktur.
Duplikace genl nabizi polyploidnim rostlinAm moznost zvySené metabolické aktivity c¢i
exprese genl a tim padem zvySené koncentrace sekundarnich metabolitii v pletivech a organech
(Lavania et al., 2012). Nékteré skupiny duplikovanych gentll jsou navic v organismu prioritné
zadrZzovany a nejsou tak vystaveny pfirozenym evolu¢nim ociStovacim procesim genomu
(ztréta i utiSeni genil; tzv. diploidizace), pokud se ucastni ne¢kterych dilezitych biosyntetickych
cest (napf. jimi vznikaji primarni metabolity, nebo specializované chemické latky chranici
rostlinu pted abiotickym stresem). Toto zadrzovani dilezitych genli neni ndhodny jev, nybrz
jde o zabéhnuté mechanismy, které 1ze pozorovat u krytosemennych rostlin opakované (Li et
al., 2016; Geiser et al., 2016). V dusledku polyploidie miize dojit také k jinému vyuziti
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biosyntetickych cest, a dokonce i1 k ovlivnéni ¢innosti samotnych enzymu, které vedou k tvorbé
sekundarnich metabolitti. Koncentrace chemickych latek tak mize byt v organismu navySena
anebo sniZzena, podle typu biosyntetického produktu. Kromé navysSeni koncentrace
sekundarnich metabolitii by mohla polyploidie mit vliv i na vznik zcela novych ¢i strukturné
jinych latek (oproti diploidnimu pfedkovi) a to bud’ v disledku neofunkcionalizace (kopie gent
ziskaji novou funkci) nebo subfunkcionalizace (kopie genti ztrati funkci a vraci se do ptedchozi
funkce) (Gaynor, Lim-Hing & Mason, 2020; Lichman, Godden & Buell, 2020). Naptiklad u
celedi Brassicaceae je zvySena diverzita specializovanych metaboliti spojovéna s
celogenomovou duplikaci (Edger et al., 2015).

Na téma vlivu polyploidie na obsah sekundarnich metabolitl v rostlinach vznikla jiz cela fada
praci, zejména zamétenych na pestované rostliny véetné synteticky vytvotrenych polyploidi (te
Beest et al., 2012). Populacemi vyskytujicimi se volné v ptirod¢ se zatim tolik studii nezabyvalo
(Gaynor, Lim-Hing & Mason, 2020), pfestoZze se sekundarni metabolity podili na tad¢
dilezitych ekologickych interakci rostlin (Jahodat, 2022).

U volnych populaci rostlin nebyl pozorovan konzistentni vliv celogenomové duplikace na
koncentrace nebo profily specializovanych metabolitti (Gaynor, Lim-Hing & Mason, 2020). U
nékterych rostlinnych populaci polyploidie navySuje mnozstvi (jen nékterych nebo vsech)
sekundarnich metabolitd, jako je tomu napiiklad u rodu Rumex (Jeelani et al., 2017) nebo u
nekterych zastupci ¢eledi Orchidaceae (Gross & Schiestl, 2015), ale existuji 1 ptipady, kde s
nartistem polyploidie klesd mnoZzstvi metabolitd (jen nékterych nebo vSech), coz je
pozorovatelné naptiklad u rodu Fagopyrum (Liu, Zeller & Chen, 2013) nebo u Phragmites
australis (Meyerson et al., 2016). Polyploidie mize mit také efekt na diverzitu specializovanych
metabolitl (jen nékterych nebo vSech), jsou zndmé piipady, kdy polyploidni rostliny mély
nékteré sekundarni metabolity navic oproti jejich diploidnim pfedkiim (Mccarthy et al., 2017,
Vergara et al., 2017). Nicméné existuji i pfipady, kdy polyploidi maji naopak nizsi diverzitu
téchto latek (jen nckterych nebo vSech) a diploidi vyssi. Také existuji studie, kdy nebyl
pozorovan zadny rozdil v obsahu sekunddrnich metabolitli, kvantitativni ani kvalitativni mezi
polyploidy a diploidy (ploidie nemé¢la vliv na obsah téchto latek) (Gaynor, Lim-Hing & Mason,
2020).

Nekteti autoti také zminuji efekt polyploidie na obsah sekundarnich metaboliti v zavislosti,
zda jde o autopolyploidii nebo alopolyploidii. U autopolyploidi bylo pozorovano navyseni
koncentrace téchto latek, pravdépodobné v dusledku navyseni davky genti (Lavania et al.,
2012), zatimco u alopolyploidt se pfedpoklada, Ze kombinace biosyntetickych komplementti
ze dvou rodicovskych druht zvySuje variabilitu specializovanych metabolitli (Parida & Misra,
2015).

Samostatnou kapitolou je srovnavéani se synteticky vytvorenymi polyploidy kultivovanych
rostlin. Autopolyploidie se b&zn¢ uméle navozuje u mnohych kultivovanych a uzitkovych
rostlin, Casto praveé za ucelem navyseni koncentrace prospésnych latek (Gantait & Mukherjee,
2021; Neenu M. G., Aswathi A., Prasath D. 2024). Nicmén¢ tento nartist je latkove specificky,
Casto se jedna jen o urcité latky z nékterych skupin metabolitti, jako jsou naptiklad terpenoidy,
alkaloidy ¢i produkty fenylpropanoidii (véetné flavonoidt) (Parida & Misra, 2015). Napftiklad
u Solanum commersonii, byl obecn¢ vyrazné vyssi obsah fenylpropanoidi u uméle vytvorenych
tetraploidii (prostfednictvim oryzalinu) nez u diploidi. Minoritni glykoalkaloidy sice také
pievazovaly u autotetraploidi, ale majoritni glykoalkaloidy naopak ukazovaly vySsi



koncentrace u diploidnich pfedkt. Kvalitativni vliv zde zjistén nebyl (Caruso et al., 2011).
Podobné, i dalsi studie ukazuji latkové specificky vliv na obsah sekundarnich metaboliti —
napt. u Arabidopsis thaliana (Vergara, Kikuchi & Breuer, 2016) nebo u Thymus vulgaris
(Homaidan Shmeit et al., 2020).

Zvysené koncentrace specializovanych metaboliti mohou byt pro Slechtitele zadouci kvuli
lepSim fenotypovym vlastnostem, a proto jsou nepiimo selektovany. Ve voln¢ zijicich
populacich vsak mtize plosné zvyseni sekundarnich metaboliti byt pro rostlinu energeticky
prilis nédkladné a je proto po generace selektovano proti (Gaynor, Lim-Hing & Mason, 2020).

Druhem, ktery je intenzivné studovany na urovni sekundarnich metaboliti (Gautam, Datta &
Baldi, 2019; Merah, Djazouli & Zebib, 2021; Semwal et al., 2023), v ptirod¢ voln¢ rostoucim
a soucasn¢ se o ném dobfte vi, Ze je polyploidnim komplexem je Urtica dioica.

4. Urtica dioica agg.

4.1. Urtica

Rod Urtica L. (Urticaceae) zahrnuje velké mnozstvi (Grosse-Veldmann et al., 2016) bylinnych
druhii a jak nazev vypovida (z latiny urere - pdlit), je pro né typickd ptitomnost Zahavych
trichomu. Trichomy jsou pfirozen¢ urceny k ochrané rostlin pted herbivory, u ¢lovéka pii
kontaktu s kizi mohou zpisobit alergickou reakci ve formé paleni ¢i svédéni. To zplsobuji
chemické latky obsazené v tekutiné trichomi jako napf. histamin, acetylcholin, serotonin nebo
kyselina mravenci (Kregiel, Pawlikowska & Antolak, 2018; Rajput, Chaudhary & Sharma,
2018). Dalsimi spolecnymi morfologickymi znaky jsou naptiklad vstiicné listy s palisty s
nejcastéji pilovitymi az zubatymi okraji (Kaplan et al., 2021) nebo kvétenstvi s malymi,
nevyraznymi kvéty (vétrosnubnost) (Grosse-Veldmann et al., 2016). Kopfivy jsou rozsifeny
témet po celém svété, zeyména v mirném a subtropickém podnebném pasu. BéZné se vyskytuji
jako plevel antropogennich stanovist’ (ptidy bohaté na ziviny), ale mohou obsadit 1 celou fadu
ptirodnich biotopti (Grosse-Veldmann et al., 2016; Zhang et al., 2023). Jsou také intenzivné
studované z hlediska obsahovych latek, zeyména kvili [é€ivému potencidlu a jinym uZziteCnym
vlastnostem, diky nimz jsou vyuzivané ¢lovékem ve farmacii ¢i medicing (U. dioica, U. urens,
U. pilulifera aj.) (Farag et al., 2013; Rajput, Chaudhary & Sharma, 2018), nebo také (ptfedevsim
U. dioica) v zemé&d¢lstvi, potravinafstvi ¢i v textilnim pramyslu (Kregiel, Pawlikowska &
Antolak, 2018). Taxonomie i systematika tohoto rodu zlstavd pomérné problematicka,
navzdory hojnosti i ekonomickému vyznamu. Z morfologického hlediska kopiivy nedisponuji
prilis taxonomicky uzite¢nymi znaky (drobnokvétost, pomeérné homogenni morfologie ploda)
a zaroven maji pozoruhodnou fenotypovou plasticitu (Grosse-Veldmann et al., 2016). Existuji
tak rizné nazory ohledné poctu druhii tohoto rodu. V zavislosti na taxonomickém konceptu se
uvadi piiblizné 30 az 70 druhd (Cheeseman, 1925; Chrtek, 1979; Friis, 1993; Geltman, 1998).

Nejvyznamngj§im druhem rodu Urtica je pravdépodobné U. dioica, kterd je Clovékem asi
nejvice vyuzivand, zejména kvili svému chemickému potencialu (Farag et al., 2013; Upton,
2013; Semwal et al., 2023).



4.2. Urtica dioica agg.

Urtica dioica L., volné rostouci vytrvala bylina s vybézky a zahavymi trichomy se vyskytuje
témer ve vSech oblastech svéta a je ¢asto vdzand na pudy bohaté dusikem (Hegi, 1990; Kaplan
et al., 2021; Urfus et al., 2021). Tvoii polyploidni komplex (Urtica dioica agg.), ktery zahrnuje
jak diploidni, tak tetraploidni cytotypy/taxony (minoritn€ i triploidni a pentaploidni).
Polyploidie pravdépodobné ptispiva k vysoké variabilité tohoto druhu, kterad se pak odrazi i v
mnozstvi vnitrodruhovych taxont. Ty se od sebe kromé ploidie lisi také morfologickymi znaky
(napt. zastoupeni jednoduchych a zahavych trichom, tvar listové Cepele, pfitomnost samcich
a samicich kvéth (dioiecie versus monoecie) a také odliSnou geografii (Weigend, 2005;
Weigend, 2006; Rejlova et al., 2019; Rejlova et al., 2021). VEtSinu poddruht Urtica dioica agg.
tvoti diploidni cytotypy (2n=2x=26), tetraploidi spadaji do U. dioica subsp. dioica (2n=4x=52)
(Rejlovéa et al., 2019). Diploidi se ¢asto vyskytuji v pfirozenéjsich habitatech a jsou vzacnéjsi —
U. dioica subsp. sondenii se vyskytuje v oblastech tundry a lesotundry, zejména ve Skandinavii;
U. dioica subsp. subinermis v luznich lesich stiedni a zdpadni Evropy; U. dioica subsp.
pubescens roztrouSené v nizinach od Italie pies Balkansky poloostrov az po deltu feky Volhy a
U. dioica subsp. kurdistanica v alpinskych sutich Anatolie a blizkych pohofti (Rejlova ef al.,
2019; Rejlova et al., 2021; Obr. 1). Mezi diploidni poddruhy kopiivy dvoudomé se fadi i
stenoendemicky poddruh U. dioica subsp. cypria, s vyskytem pouze na Kypru, ma vSak
odliSnou morfologii a absolutni velikost genomu od ostatnich poddruhii a jeho fazeni do
agregatu je proto diskutabilni (Weigend, 2006; Rejlova et al., 2021). Tetraploidni poddruh U.
dioica subsp. dioica geograficky zcela pfevlada a Casto se vyskytuje v synantropnich habitatech
(Rejlova et al., 2019, Obr. 1). Pomoci molekuldrnich analyz (Hyb-Seq) bylo zjisténo, Ze jak
mezi jednotlivymi diploidnimi poddruhy samostatné, tak mezi diploidnimi poddruhy a
tetraploidnimi (pravdépodobné autotetraploidnimi) poddruhy existuje patrn¢ silna piibuznost
(nesly od sebe molekuldrnimi analyzami odliSit; Rejlova et al., 2021; Obr. 2). Fylogeneze
Urtica dioica agg. je stale z velké Casti nedotfeSena a zafazeni infraspecifickych taxond koptivy
dvoudomé zlstava sporné. Nekteré fylogeneze tadi do agregatu koptivy dvoudomé i blizce
piibuzné druhy, jako je: U. atrovirens, U. bianorii, U. kioviensis a U. simensis aj. (Henning et
al., 2014; Grosse-Veldmann et al., 2016; Rejlova et al., 2019).
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Obr. 1 — Rozsifeni diploidniho a tetraploidniho cytotypu U. dioica agg. v Evropé a zapadni Asii
(pievzato z Rejlova et al., 2019). Tetraploidni cytotyp je velmi rozsifeny (Zluté body), zatimco diploidni

v

Cannabis ruderalis (Hungary)
3 Urtica pilulifera (Turkey)
. _|—|‘— Urtica urens (Czech Republic)
Urtica r branacea (ltaly, Sardinia)
i Urtica eypria (Cyprus)
1 1 ————— Urtica atrovirens (ltaly, Sardinia)
— Urtica atrovirens (Franca)

Urtica gracilis (Canada)
Urtica kioviensis ( ia)

Urfica dioica ssp. dioica (Geargia, Iran, Turkey)

0.6 Urtica dioica ssp. dioica (Europe, Turkey)
Urtica dioica ssp. kurdistanica (Turkey)
1 85p. pubescens (Italy)
(Bulgaria, Croatia, Czech Republic, Finland, Germany, Latvia, Slovakia, Slovenia)
Urtica dioica ssp. sondenii (Finland, Norway)

Obr. 2 — Fylogeneticka rekonstrukce evolucnich vztahii mezi druhy Urtica na zaklad¢é koalescencni
analyzy (ASTRAL,; pfevzato z Rejlova et al., 2021)

Resenim, jak 1épe objasnit vnitini strukturu U. dioica agg., by mohla byt chemotaxonomie.
Urtica dioica obsahuje celou fadu vyznamnych sekundarnich metabolitii a jinych chemickych
latek, které byly ¢lovékem zkoumany jiz od pradavna, zejména kviili jejich 1é€ivym G¢inkiim
(Upton, 2013). Rostlina je uZivana za mnoha riznymi ucely - napt. k detoxikaci organismu ¢i
k 1écb¢ rliznych onemocnéni (revma, artréza aj.; Brautigam, 2019). Kopiiva dvoudoma je
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dokonce jedinym druhem z celedi Urticaceae, ktery je dnes komercné péstovan pro
farmaceutické ucely (Exarchou et al., 2006; El Haouari ef al., 2006; Nahata & Dixit, 2012) a je
uznana jako 1é¢iva rostlina Komisi E (némecka Odborna komise pro rostlinné 1é¢ivé ptipravky
Spolkového institut pro léciva a medicinské produkty) (Briutigam, 2019). Mezi
nejvyznamngj$i bioaktivni latky obsazené v U. dioica patii terpenoidy (t€kavé latky, steroidy),
mastné kyseliny, fenolické latky (lignany, fenoly, tfisloviny, flavonoidy) a alkaloidy (Farag et
al., 2013; Rajput, Chaudhary & Sharma, 2018; Semwal et al., 2023). Pro studium vazby
polyploidie na obsah sekundarnich metaboliti v rostlinach jsou vhodné latky, které vykazuji
jistou variabilitu mezi druhy. Takovou skupinou v U. dioica by mohly byt flavonoidy (Farag et
al., 2013).

Ackoliv je kopiiva dvoudomad, zejména v poslednich 20 letech intenzivné zkoumanym druhem
(Topic Urtica dioica 2004 az 2024 — 2275 zaznamti; Web of Science, 2024) a disponuje velkym
mnozstvim sekundarnich metabolitl, prvni a zaroven jedind strukturovand chemotaxonomie
rodu Urtica vznikla teprve nedavno. Tato studie (Farag et al., 2013) opravdu mlze pomoci k
objasnéni néckterych systematickych nejasnosti 1 uvnitt druhu U. dioica. Fylogeneticka
pribuznost v agregatu koptfivy dvoudomé se pak odrazi v podobnosti metabolickych profila.
Bylo zjisténo, ze taxony kladu Urtica dioica spojuje vysoky obsah fenolickych kyselin, a
naopak ostatni druhy rodu Urtica (napt. vétSina andsko-americkych taxontl) charakterizuje
vysoky obsah hydroxymastnych kyselin.

Navzdory rostouci popularité na urovni studia metabolomiky a dal§ich aplikovanych chemicko-
farmaceutickych specializaci u Urtica dioica, neexistuje kromé zminéné chemotaxonomické
studie (Farag et al., 2013) Zadn4 dalsi publikace, ktera by se zabyvala sekundarnimi metabolity
této skupiny ve vztahu k taxonomii a zcela neznamou oblasti je 1 vazba na polyploidii.

Cile:

Polyploidie ma vliv na celou fadu vlastnosti u rostlin, v¢éetné jejich fyziologie. K zodpovézeni
otazek byl vybran, jakoZto idealni model, ktery disponuje bohatstvim na sekundarni metabolity
a zarovei je zndmym polyploidnim komplexem, Urtica dioica agg. Navzdory veliké chemické
probadanosti stdle chybé&ji studie, které by ve vztahu k sekundarnim metabolitim kopiivy
dvoudomé zohlednovaly také ploidii ¢i geografické rozSifeni velkého mnozstvi jejich
vnitrodruhovych taxond.

Cilem této prace je zodpovedét nasledujici otazky:
1. Lisi se cytotypy Urtica dioica agg. na Grovni sloZeni sekundarnich metabolitti?

2. Ma synteticky neotetraploidni cytotyp srovnatelné sloZeni sekundarnich metaboliti s
ptirozenymi tetraploidy?

3. Souvisi slozeni sekundarnich metabolitl s odlisnou geografii a/nebo taxonomii?
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5. Metodika

5.1.

Vybér taxont z okruhu Urtica dioica pro vlastni experimentalni cast odrazel soucasna
taxonomicka pojeti (Weigend, 2005; Rejlova et al., 2019; Rejlova et al., 2021; Tab. 1). Byla
pouzita i ¢ast materialu z predchozich studii (irdnska U. dioica a U. dioica subsp. kurdistanica;
Rejlova et al., 2019).

Sbéry a rostlinny material

Rostliny byly sbirany na $esti lokalitach v Evropé a Asii — ve Finsku, na jizni Moravé (Ceské
republika), v Italii, Anatolii, Irinu a na Korsice (Francie), které reprezentuji rozsahly
geograficky areal jednotlivych cytotypli a taxonti okruhu Urtica dioica (Tab. 1; Obr. 3).
Rostliny z rdnu (U. dioica subsp. dioica) a z Korsiky (U. atrovirens) byly fylogeneticky
odliseny od hlavni sesterské skupiny (tj. U. dioica subsp. sondenii, U. dioica subsp. dioica, U.
dioica subsp. subinermis, U. dioica subsp. pubescens a U. dioica subsp. kurdistanica; Rejlova
et al., 2021) a byly proto pouzity ke kontrole jako blizce ptibuzné taxony, tzv. outgroups. Aby
se podafilo plnohodnotné zodpovédet kladené otazky, byly v hlavnich tfech oblastech vyskytu
(Skandinavie, stfedni a jizni Evropa) cilen¢ sbirdny oba cytotypy z populaci blizko sebe (do 10
km). Pouze u populace z Finska byla vzdélenost cytotypt vétsi (ca 65 km) kvili celkové mensi
pocetnosti populaci v regionu.

Tab. 1 - Piehled lokalit analyzovaného materidlu

Lokalita Cytotyp |Nazev Zkratka | Souiadnice
jihozapadni Finsko (Jizni U. dioica subsp. 62,7575764N,
Pohjanmaa) 2x sondenii P7 FIN M2 | 23,7076608E
63,3452781N,
4x U. dioica subsp. dioica | P7 FIN M1 | 23,5307039E
U. dioica subsp. |CZM  1; | 48,8458908N,
jizni Morava (Kfivé jezero) | 2x subinermis KIM 16,7261653E
48,8428689N,
4x U. dioica subsp. dioica |CZM 2 16,7262297E
severni Italie (Tridentsko- U. dioica subsp. 46,3840442N,
Horni Adize) 2x pubescens IT M1 11,2737269E
46,3786708N,
4x U. dioica subsp. dioica |IT M2 11,3660594E
jihovychodni Anatolie U. dioica subsp. 37,3583200N,
(Mersinska provincie) 2x kurdistanica kurd. 34,6903400E
38,1117800N,
severozapadni fran (Ardabil) |4x U. dioica subsp. dioica |IR 47,9462400E
U. atrov. | 42,3047700N,
Korsika (Corte) 2x U. atrovirens U2920 9,1502700E

Sbér rostlinného materidlu probihal v letech 2017—-2022. Lokality byly vybrany na zakladé
predeslych studii (Rejlova et al., 2019; Obr. 1) uvad¢jicich vyskyt jednotlivych cytotypt.
Sbirané byly rostliny s oddenky a u nékterych rostlin také semena, kviili ptipadnému dosévani
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materidlu. Semena byla usuSena pii pokojové teploté a zivé rostliny zasazeny do kvétinadch
(kompost, pisek a ornice v poméru 1:1:1) v experimentalni zahrad¢ Botanického ustavu AV CR
v Prithonicich, kde o né dale bylo peCovano s uzitim stejnych kultiva¢nich postupd.

Semena na dosévani rostlinného materidlu byla uchovavéana v lednici pfi teploté ca 4 °C,
vyjimecné byla do lednice uloZena nékolik dni pfed vysevem. Pfed samotnym vysevem byla
vzdy semena vlozena na noc do roztoku fungicidu Magnicur Energy (Bayer Garden; 0,1 ml
fungicidu na 100 ml vody), aby se zabranilo plisnim a jinym chorobam pfi kliceni. Semena byla
umisténa na filtracni papir polozeny na tenké vrstveé pisku (ca 0,5 cm) v Petriho misce a zalita
vodou s rostlinnym stimuldtorem kli¢eni Seedbooster plus (Plagron; 2 kapky stimulatoru na
500 ml vody). Voda na zaliti byla pievarena a pisek 1 Petriho misky spafeny vartici vodou k
vytvofeni sterilnich podminek. Kliceni semen v zakrytych Petriho miskach probihalo v
kli¢idlech Botanického ustavu AV CR v Prihonicich. Zalévany byly semenadky poté jiz
nepievarenou vodou, nékdy s ptidavkem hnojiva KRISTALON Start (koncentrace dle navodu).

Celkem bylo k pokusu pouzito a ovéieno pratokovou cytometrii 303 rostlin, zbytek nasbiraného
materialu slouzil pouze jako zaloha a nebyl proto ploidné ovéfovan. Z toho 147 rostlin bylo
pouzito k vytvoreni syntetickych polyploidd a 156 rostlin pro zkoumani sekundarnich
metaboliti metodou LC—MS. Pro herbarizovani byly pouzité jen vybrané skupiny exemplait,
kviuli velkému mnozstvi rostlinného materidlu. Herbafové doklady budou ulozeny v
herbarovych sbirkach Piirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy (PRC).

K pokusu byl vytvotfen nésledujici design prace (Tab. 2). Z parovych lokalit z Finska (sever
Evropy), jizni Moravy (stfed Evropy) a Italie (jih Evropy) bylo vybrano pro kazdy cytotyp vzdy
10 rostlin. Z ,,outgroupovych® skupin z Korsiky a Iranu byly vybrany skupiny rostlin vzdy po
5. Z Anatolie bylo ptivodné také zamysleno vybrat 5 rostlin, nicméné kvuli Spatnému kliceni
semen byly vybrdny nakonec jen 4 rostliny. Pro syntetickou kontrolu bylo vybrano 10
neotetraploidnich rostlin. Celkem tedy 84 rostlin.

Tab. 2 - Design prace vytvoreny podle lokalit vyskytu jednotlivych cytotypt U. dioica agg. pouzitych
na pokus

Pocet
Lokalita Cytotyp Nazev Zkratka Sbér rostlin
U. dioica  subsp.
Finsko 2x sondenii P7 FIN M2 |2022 10
U. dioica subsp.
4x dioica P7FIN M1 |2022 10
jizni Morava U. dioica  subsp.
(Ktivé jezero) | 2x subinermis CZM 1 2021 10
U. dioica subsp.
4x dioica CZM 2 2021 10
U. dioica  subsp.
Italie 2x pubescens IT M1 2021 10
U. dioica subsp.
4x dioica 1T M2 2021 10
U. dioica  subsp.
Anatolie 2x kurdistanica kurd. 2017 4
U. dioica subsp.
fran 4x dioica IR 2018 5
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U. atrov.
Korsika 2x U. atrovirens U2920 2020 5
vytvofeno
synteticky
(rodi¢ovska synteticti  tetraploidi
generace  Z (rodicovska generace
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Obr. 3 — Mapa lokalit analyzovaného materialu (4. tfi parové lokality rostlin diploidniho a tetraploidniho
cytotypu U. dioica=Finsko, jizni Morava a Italie; dvé lokality ,,outgroupovych* skupin=U. atrovirens
s vyskytem na Korsice a U. dioica subsp. dioica z Iranu; lokalita vyskytu diploidnich rostlin U. dioica
subsp. kurdistanica=Anatolie).
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5.2. Pritokova cytometrie

U vsech jedinct jednotlivych cytotypl/taxonti z okruhu Urtica dioica byla stanovena ploidni
uroven pomoci pritokové cytometrie.

Veskera méfeni probihala v Laboratofi pritokové cytometrie Botanického tstavu AV CR s
vyuzitim piistrojti Partec CyFlow Space (Partec GmbH, Miinster, Némecko) vybaveného UV-
LED cipem s vlnovou délkou 365 nm jako zdrojem UV svétla pro excitaci barviva DAPI
(méfena relativni velikost genomu), a Beckman Coulter CytoFlex S, ktery jako zdroj svétla
pouziva UV laser.

Me¢fteni vychézela ze standardni dvoukrokové metodiky (Dolezel, Greilhuber & Suda, 2007).
Jako standard byla zvolena Bellis perennis (2C=3,38 pg; (Schonswetter et al., 2007) a byla
méfena s kazdym vzorkem zvlast. Cast Gerstvého listu standardu a vzorku byly spoletné
nasekany ziletkou v Petriho misce a zality vychlazenym pufrem Otto I (0,1M monohydrat
kyseliny citronové a 0,5 % Tween 20). Po piecezeni tekutiny s rostlinnym materidlem do
zkumavky ptes nylonové platynko o velikosti filtru 42 pm bylo ptidano barvivo DAPI (4°,6-
diamidino-2-fenylindol, = pB-mercaptoethanol, OTTO 1II: 0,4 M  dodekahydrat
hydrogenfosfore¢nanu sodného), ponechéno ve zkumavce asi 5 minut inkubovat (obarveni) a
poté vlozeno do ptistroje. VétSina analyz byla méfena na 3000 castic. Jen v ptipad€ proveéfovani
ploidni trovné u velkych poctl rostlin (zejména juvenila pii ptiprave syntetickych tetraploidi)
byly z ¢asovych diivodl akceptovany nizsi poCty €astic (alespoit 1500). Uznany byly pouze
analyzy, u nichz nepfesahl varia¢ni koeficient (CV) peakii 5 %. Histogramy byly déle
analyzovany v programu FloMax 2.4d (Partec) ke zjiSténi ploidni Grovné.

U mladych rostlin napadenych S$kidci bylo mozné pozorovat produkei slizovitych
polysacharidli, coZ vyrazné naruSilo méfeni (necitelny histogram). Dalsi komplikaci byly
obcasné kontaminace (napf. msSice ¢i prach). Pfi ,screeningu” syntetickych tetraploida se
relativné Casto vyskytovaly chiméry diploidnich a tetraploidnich pletiv (viz kapitola Vysledky).
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5.3. Priprava syntetickych polyploidi

Vytvoteni syntetickych polyploida je metoda, kterd v biologickych aplikacich obycejné slouzi
ke srovnani s pfirozenymi polyploidy (Husband et al., 2008). Nicméné syntetickd
polyploidizace je mnohem ¢astéji vyuzivana napt. ve Slechtitelstvi (Neenu M. G., Aswathi A.,
& Prasath D., 2024). Jako rodi¢ovska generace byly vybrany diploidni rostliny z jizni Moravy
(lokalita Ktivé jezero, KIM; U. dioica subsp. subinermis; Tab. 1). Semena z téchto rostlin byla
uchovavana v lednici (ca 4°C), aby doslo ke stimulaci kliceni (stratifikace). Vyseta byla na
filtracni papir na tenkou vrstvicku pisku v Petriho misce a kli¢ena v klicidlech (klimaboxech)
v BU AVCR v Prithonicich pii 25 °C pres den a 10 °C pies noc. Bé&hem kli¢eni a ristu byly
semenacky zalévany vodou se stimuldtorem rastu (Seedbooster plus, Plagron; 2 kapky
stimuldtoru na 500 ml vody), aby se urychlil jejich rast.

Metodika vytvareni syntetickych polyploidi byla volné prevzata z Pavlikova et al. (2017),
n¢které kroky byly pfizpisobeny pokusu (viz nize).

Semenacky staré 10 az 12 dni (10 dni staré rostliny, jak uvadi Pavlikova et al. (2017) byly pfili$
drobné a hynuly) byly poté vystaveny kolchicinovému oSetteni, které probihalo v Laboratofi
molekularni cytogenetiky a karyologie Botanického tistavu AV CR (Tab. 3; Obr. 4). K oSetfeni
byl pouzit 0,2 % roztok kolchicinu s destilovanou vodou a rostliny v ném byly namaceny po
dobu 15 nebo 18 hodin, tj. déle nez 12 hodin uvedenych v Pavlikova et al. (2017) (Tab. 3; Obr.
4). Nejvice rostlin bylo pouZzito na 15hodinové plsobeni (nejlep§i pomér pieziti a
neopolyploidl — viz téZ Pavlikova et al. (2017)) (Tab. 3; Obr. 4). Poté byly rostliny oplachnuty
destilovanou vodou a zasazeny do vysevniho substratu nebo zeminy v kvétinacich (stejné
slozeni zeminy jako u dospélych rostlin; kompost, pisek a ornice v poméru 1:1:1), sloZeni se
lisilo od Pavlikova et al. (2017) (Obr. 4). K zajisténi stabilnich podminek byly poté rostlinky
uchovavany ve skleniku, kde byly denn¢ zalévany jemnym mlzenim.

Tab. 3 — Celkové mnozstvi semenackii pouzité k vytvoreni syntetickych polyploidi za riiznych
podminek

Stari semenacki (dny) Doba namaceni v roztoku s kolchicinem (h) Pocet semenackiu
10 15 320
12 15 280
11 15 300
10 18 300
12 18 150
Celkem: 1350
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Obr. 4 — Postup vytvareni syntetickych polyploid (A=kli¢eni seminek U. dioica subsp. subinermis v
Petriho misce; B=osetfeni semenackl kolchicinovym roztokem; C=vysazeni osetfenych semenacki do
kvétinach; D= F2 generace syntetickych neotetraploidit).

Jakmile vyrostly semenacky do vysky alesponn 10 cm byly podrobeny méfeni pritokovou
cytometrii. Rostliny, které vysly jako diploidni byly vyfazeny. Ponechdny byly pouze chiméry
(vice ploidnich peakt v histogramu, Obr. 5) pro ptipadné dalsi zkoumani a tetraploidni rostliny.
K dalS$imu ovéfeni (pfeméieni) tetraploidd byl pouzit pritokovy cytometr Beckman Coulter
CytoFlex S, protoze umoznuje nastavit ofiznuti oblasti méteni (prosttednictvim SSC), které je
pak presnéjsi. Pro Giplné vylouceni chimér z F1 generace byly ze vSech neotetraploidnich rostlin
pouzitych posléze jako rodicovska generace preméfovany tii listy (z horni, stfedni a dolni ¢asti
lodyhy). Zbyli neotetraploidi byli kvili velkému mnozstvi rostlinného materidlu ploidné
ovefovani pouze jednou a jen z jednoho listu. Pokud byla poté objevena chiméra (Obr. 5), opét
byla vyfazena. Dvakrat ovéfeni syntetiCti tetraploidi, tedy generace F1, byli poté pfesazeni do
vétsich kvétinadcli a pohnojeny, aby co nejrychleji dosahli dospélosti. Jakmile rostliny zacaly
tvofit generativni organy, byly rozd€leny na sam¢i a samic¢i jedince. Aby se zabranilo
kontaminaci samicich rostlin pylem z koptiv z okoli, byly uloZzeny ve vzdalenosti alespoii 10 m
od nejblizsich kopfiv a navic ochranény specidlni kleci potazenou prodysnou folii s oky o Sifce
11 um (velikost pylovych zrn U. dioica je ca 14 um (Taylor, 2009)). Samiéi rostliny byly poté
opylovany, jednoduse otiranim obou kvétenstvi o sebe. Zrala semena byla sesbirdana, ususena a
vlozena od lednice (ca 4°C), aby doslo ke stimulaci kli¢eni. Vysev probihal podobné jako u
rostlin parentalni generace, opét na vrstvicce pisku. Obdobné jako u F1 generace, jakmile
semenacky vyrostly do vysky alespoii 10 cm, byly otestovany pritokovou cytometrii. V této F2
generaci jiz chiméry nevznikaly a ponechdny byly pouze tetraploidni rostliny, které byly
vétSinou meéfeny rovnou na prutokovém cytometru Beckman Coulter CytoFlex S.
Neotetraploidni rostliny byly uchovavany ve skleniku a jakmile narostly, byly pfesazovany do
vétsich kvétinacu (Obr. 4).
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Obr. 5 — Histogram analyzy jediného vzorku kolchicinem ovlivnéné rostliny zobrazuje 3 maxima
relativni intenzity fluorescence. Prvni a tfeti pik odpovida diploidnimu a tetraploidnimu cytotypu U.
dioica a druhy pik internimu standardu (Bellis perennis). Vzorek lze interpretovat jako chiméru
diploidnich a tetraploidnich pletiv.
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5.4. Kapalinova chromatografie a hmotnostni spektrometrie (LC—MS)

Kombinovand metoda LC—MS (Liquid Chromatography - Mass Spectrometry; Kapalinova
chromatografie s hmotnostni spektrometrii) byla zvolena k identifikaci sekundarnich
metabolitl v okruhu Urtica dioica a je garantovana specializovanou skupinou Tomase Pluskala
z Ustavu organické chemie a biochemie AV CR (https://pluskal.group.uochb.cz/cs).

5.4.1. Priprava vzorki

Odbér vzorkit probéhl na zakladé vytvoreného designu (Tab. 2). Sjednoceni kultivacnich
podminek bylo provedeno tii mésice pred samotnym pokusem. Byly pieneseny do vytapéného
skleniku na konci ledna 2024 (svétlo 14 hodin denné, denni teplota kolem 20 °C a no¢ni kolem
10 °C, hnojeny [KRISTALON Plod a kvét] zpocatku kazdy tyden a pak v pravidelnych
intervalech), aby stihly narist do dubna na odbér. Do té doby se misto uskladnéni lisilo
(vytapény a nevytapeény sklenik, zahrada). Nekteré z rostlin trpély na rtzné Skidce (napf.
molice, tfasnénky, slimaci) a byly proto oSetfovany postfikem (Substral Careo; Vertimec;
Limanish). Velké rostliny byly zastfihavany, aby byla sjednocena spole¢né fenofaze (kvetouct
rostliny). VétSina rostlin byla v dobé odbéru listii na pokus dospéld, az na 3 rostliny z Anatolie,
které kvili problémtim s dosévanim byly pouzity jesté v juvenilnim stadiu (ca 10 cm a asi 1-2
meésice staré; Tab. 4; kurd junior). Ve skupiné diploidnich rostlin z Finska byla pouzita jedna
rostlina (P7_FIN_ M2 1-klon) jako klon jiné rostliny z této skupiny, opét kviili Spatnému kli¢eni
semen (Tab. 4). Vlastni odbér vzorkti pro LC—MS prob¢hl 4. dubna 2024.

Ptiprava rostlinného materidlu k analyze LC—MS vychazi z prdce Mutabdzija et al. (2024),
nékteré kroky byly pfizpisobeny individudlnim podminkam tohoto pokusu (optimalizace viz
nize).

Z rostlin (Obr. 6) byly odebirany listy ve stfedni ¢asti lodyhy. Aby nebyla ovlivnéna kvantita a
slozeni sekundarnich metabolitdi, nebyly rostliny tyden pfed sbérem hnojeny a ani nebyl
aplikovan insekticidni posttik. Casti listu z jednotlivych rostlin byly ihned po utrzeni vlozeny
do popsanych zkumavek (typ Eppendorf; 2 ml) a vloZzeny do polystyrenového boxu se suchym
ledem (ca —79 °C), aby se zabranilo degradaci sekundarnich metabolitii pii pfevozu do
laboratofe v UOCHB.

Rostlinny materidl byl nasledné pfipraven k extrakci sekundarnich metabolitl (Obr. 6).
Zmrazené listy rostlin byly pomoci homogenizatoru rozmélnény na prasek, ktery byl nasledné
vazen. K ca 50 ug (max. 100 pg kvili objemu vialek) praSku bylo pfidano 20x vice (tj. na 50
pg prasku 1000 pL) univerzalniho extrakéniho roztoku — 70% MeOH (zvoleno dle Farag et al.
(2013)) a dukladné promichano pomoci vortexu (Obr. 6). Po pfidani solventu jiz vzorky
nemusely byt zmrazeny. Vzorky byly poté zcentrifugovany maximalni rychlosti (18 000 RCF)
na 15 minut (tedy déle nez uvadi Mutabdzija et al. (2024)), aby se prasek usadil na dné
zkumavky a bylo mozné odebrat tekutinu (50 az 150 pL) do vialek, které se poté daly do
ptistroje (Obr. 6).

Kromé¢ hlavniho souboru rostlin na pokus byly jesté pouzity testovaci soubory rostlin (s
obsahem pouze nékterych skupin, které jsou v hlavnim souboru). Tyto testovaci soubory nebyly
pouzity pro finalni zpracovani dat, pouze slouzili k ovéteni, zda dochdzi ke shlukovani dat.
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Obr. 6 — Postup ptipravy vzorki do LC—MS (A=sbér vzorki pied pokusem; B=extrakce sekundarnich
metabolitll pomoci MeOH; C=analyza sekundarnich metabolitt LC—MS)

5.4.2. Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Na méfteni obsahu a kvantity sekundarnich metabolitl byl pouzit systém VanquishTM Flex
UHPLC spojeny s hmotnostnim spektrometrem Orbitrap ID-X Tribrid vybavenym zahtivanou
elektrosprejovou ionizaci (H-ESI) v laboratofi skupiny Tomése Pluskala v UOCHB AV CR
(Obr. 6).

K oddéleni slozek smési kapalinovym chromatografem byla pouzita kolona Waters ACQUITY
BEH C18 (2,1 x 150 mm, 1,7 um) s pritokovym gradientem 0,350 ml/min, teplotou kolony 40
°C a injek¢énim objemem 1 pL. Jako rozpoustédla byla pouzita voda s 0,1 % kyseliny mravenci
(A) a acetonitril s 0,1 % kyseliny mravenci (B). Pro analyzu vSech vzorka byla pouzita tato
metoda: linedrni gradient 5 az 100 % B po dobu 15,5 min, izokraticky gradient pii 100 % B po
dobu 2 min a 2 min pii 5 % B. Elektrosprejova ionizace (vytvoii ionty) pro hmotnostni
spektrometrii byla provedena v pozitivnim modu. Parametry hmotnostniho spektrometru pro
analyzu struktury jednotlivych sloZek byly nasledujici: teplota iontové pienosové trubice
nastavena na 325 °C, pritok pomocného plynu 10 L/min, teplota odpafovace nastavena na 350
°C, pratok ochranného plynu nastaven na 50 L/min, kapilarni napéti nastaveno na 3000 V,
rozliSeni MS na 60 000, izolace kvadrupoélu, rozsah skenovani od m/z 100 —1000, RF cocka
nastavena na 45 % a maximalni doba nastfiku 118 ms.
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5.4.3. Zpracovani dat

Data z méteni LC—MS byla zpracovana pomoci softwaru Compound Discoverer 3.3 SP3
(Thermo Fisher Scientific Inc.), kvilli mens$i c¢asové naro¢nosti a efektivit¢ programu
(metabolity jsou automaticky anotovany). ZkuSebni verzi je mozné stadhnout na webovych
strankach (https://thermo.flexnetoperations.com/control/thmo/download?element=3961968).

Primarni matice dat vytvofend LC—MS byla nejdiive upravena, aby bylo mozné ji vyhodnotit
pomoci softwaru Compound Discoverer. Bylo také potieba odstranit outliera
(P7_FIN_MI _Idosev), ktery byl objeven v prvnim (pouze informativnim) spusténi softwaru,
aby bylo mozné 1épe vyhodnotit data (Obr. 7).
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Obr. 7 — Ordina¢ni diagram analyzy hlavnich komponent vytvofeny automaticky programem
Compound Discoverer 3.3 SP3 zobrazujici variabilitu v ramci vSech nalezenych metaboliti nalezenych
v celkovém datasetu. Jeden vzorek (tj. tetraploidni rostlina z Finska=outlier) se pfili$ li$il od ostatnich a
byl proto odstranén z celkového datasetu.

Kvili velkému mnozstvi (vice nez 20 tisic) sloucenin nalezenych softwarem Compound
Discoverer a nemoZnosti softwaru je vSechny spolehlivé anotovat bylo vytipovano deset
sekundarnich metabolith ("kyselina kafeoyl jable¢na"=Caffeoyimalic acid, rutin, eskulin,
kyselina kavova, kyselina kapronova, kyselina kaprylova, kyselina palmitova, kyselina
ferulova, kvercetin, kemferol), které jiz byly diive v ramci rodu Urtica studovany (Farag et al.,
2013; Brahmi-Chendouh et al., 2021; Durovi¢ et al.,, 2024) a zéaroven byly anotovany
softwarem.

Data, zahrnujici hodnoty oblasti pikli deseti vybranych metaboliti ptislusicich k jednotlivym
vzorklim, byla exportovana do programu Excel. V programu bylo vytvoieno celkem Sest
jednotlivych tabulek, obsahujicich odlisny pocet vzorki, rizné roziazenych do skupin, tak aby
bylo mozné odpovédét na otazky vymezené v této praci (Tab. 4).

Celkem bylo v souboru vytvofeno Sest riznych skupin znazorfiujicich jednotlivé signaly —
taxonomicky, signal ploidie (dvojim zpisobem), geograficky, signal zohlediujici posledni
fylogenezi a signal srovnani syntetického tetraploida (Tab. 4). Pro zjisténi taxonomického
signalu bylo vytvoteno Sest skupin, predstavujicich jednotlivé taxony okruhu Urtica dioica (U.
dioica subsp. sondenii, U. dioica subsp. dioica, U. dioica subsp. subinermis, U. dioica subsp.
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pubescens a U. dioica subsp. kurdistanica a jako outgroup U. atrovirens) (Tab. 4). Signal ploidie
byl zjistovan srovnanim 3 skupin (diploidni, tetraploidni a neotetraploidni rostliny). Kvuli
kontrole syntetickych neotetraploidi bylo zaroven vytvotfeno podobné rozdéleni tii skupin dle
ploidie, avSak z diploidii zahrnovalo pouze moravské diploidni rostliny (tj. U. dioica subsp.
subinermis), jako rodiCovskou generaci neotetraploidii (tj. moravské diploidni rostliny,
tetraploidni a neotetraploidni rostliny) (Tab. 4). Geograficky signél byl pozorovan pomoci
vytvofeni tii skupin reprezentujicich sever (U. dioica subsp. sondenii a U. dioica subsp. dioica),
stied (U. dioica subsp. subinermis a U. dioica subsp. dioica) a jih Evropy (U. dioica subsp.
pubescens a U. dioica subsp. dioica) (Tab. 4). Protoze posledni fylogeneze okruhu Urtica dioica
(Rejlova et al., 2021) odliduje U. dioica subsp. dioica s vyskytem v Irdnu od hlavni sesterské
skupiny (tj. U. dioica subsp. sondenii, U. dioica subsp. dioica, U. dioica subsp. subinermis, U.
dioica subsp. pubescens a U. dioica subsp. kurdistanica) bylo vytvoreno jesté jedno srovnani v
ramci taxonomického signalu predstavené tiemi skupinami (iranska U. dioica subsp. dioica,
hlavni sesterska skupina okruhu Urtica dioica a jako outgroup U. atrovirens) (Tab. 4).
Poslednim zkoumanym signalem byl vliv plivodu polyploidie zndzornéné srovnanim dvou
skupin (pfirozené a synteticky vytvorfené tetraploidni rostliny) (Tab. 4).

Takto pripravené tabulky byly dale analyzovéany statistickym softwarem Past (Hammer .,
Harper D.A.T. & Ryan P.D., 2001). Data byla nejdiive normalizovana logaritmovanim a poté
zpracovana analyzou hlavnich komponent (PCA) a linearni diskriminacni analyzou (LDA).

V ramci LDA byly k Sesti jednotlivym rozdéleni skupin rostlin ke zptesnéni vysledki navic
vytvofeny dalsi zptsoby oddé¢leni skupin (viz Vysledky a Diskuze).
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Tab. 4 — Rozdé¢leni skupin rostlinného materidlu vzhledem k poklddanym otazkam

ROZDELENI DLE

ROZDELENI DLE

ROZDELENI DLE

ROZDELENI DLE

ROZDELENI DLE

ROZDELENI DLE

TAXONOMIE PLOIDIE GEOGRAFIE ;gﬁa%%l\lg]z ZE gg{g{,’;j OIDIE PLOIDIE 2

U atrov_7 U2920 |P7 FIN M2 3 P7 FIN M1 3 U atrov_7 U2920 | P7 FIN M1 3 CZM 1 1
U_atrov_102920 P7_FIN_ M2 4 P7_FIN_M1 5 U_atrov_102920 P7_FIN M1 5 CZM_1_3

U atrov 4 U2920 |P7 FIN M2 5 P7 FIN M1 _6 U atrov 4 U2920 | P7 FIN M1 6 CZM_1 4

U _atrov_ 6 U2920 | P7 FIN M2 6 P7 FIN M1 7 9 U atrov 6 U2920 [P7 FIN. M1 79 |CZM 15
U_atrov_5 U2920 | P7_FIN M2 7 P7_FIN_M1 8 U_atrov_5 U2920 P7_FIN_M1 8 CZM_1_6

P7 FIN M2 3 P7 FIN M2 8 P7 FIN_ M1 15 R4 P7 FIN_MI_I5 CZM 1 7

P7 FIN M2 4 P7 FIN._M2 9 P7 FIN M1 2dosev [IR7 P7_FIN_MI _2dosev [ CZM 1 9
P7_FIN_M2 5 P7_FIN_M2 10 P7_FIN_M1 3dosev |IR9 P7_FIN_M1 3dosev | CZM_1_10

P7 FIN_M2_6 P7 FIN._M2_I-klon |P7 FIN MI 4dosev |IR10 P7_FIN M1 _4dosev [ CZM 1 11

P7 FIN M2 7 P7 FIN M2 14 P7 FIN_ M2 3 IR11 CZM 2 2 CZM 1 14
P7_FIN_M2 8 CZM_1_1 P7_FIN_M2 4 P7_FIN_M1 3 CZM 2 3 P7_FIN_M1 3
P7 FIN M2 9 CZM 13 P7 FIN M2 5 P7 FIN MI 5 CZM 2 4 P7 FIN M1 5
P7 FIN M2 10 CZM 1 4 P7 FIN M2 6 P7 FIN Ml 6 CZIM 2 5 P7 FIN Ml 6
P7_FIN_ M2 1-klon |CZM 1 5 P7_FIN_M2 7 P7_FIN_ M1 7 9 CZM 2 6 P7_FIN_M1 .79
P7 FIN M2 14 CZM 1 6 P7 FIN M2 8 P7 FIN MI 8 CZM 2 8 P7 FIN M1 8
CZM 1 1 CZM 1 7 P7 FIN M2 9 P7 FIN MI 15 CZM 2 9 P7 FIN Ml 15
CZM_1 3 CZM_1 9 P7_FIN_M2 10 P7_FIN_M1 2dosev | CZM 2 10 P7_FIN_M1_2dosev
CZM 1 4 CZM 1 10 P7 FIN M2 I-klon |P7 FIN Ml 3dosev |CZM 2 13 P7 FIN Ml 3dosev
CZM 15 CZM 1 11 P7 FIN M2 14 P7 FIN Ml 4dosev | CZM 2 17 P7 FIN M1 _4dosev
CZM_1 6 CZM_1_14 CZM_1_1 P7_FIN_M2 3 IT_M2 3 CZIM 2 2

CZM 1 7 IT M1 3 CZM 13 P7 FIN M2 4 IT M2 6 CZM 2 3

CZM 1 9 IT M1 4 CZM_1 4 P7 FIN M2 5 IT M2 7 CZM 2 4
CZM_1_10 IT_M1 5 CZM_1_5 P7_FIN_M2 6 IT_M2 14 CZM 2 5
CZM 1 11 IT M1 6 CZM_1 6 P7 FIN M2 7 IT M2 15 CZIM 2 6

CZM 1 14 IT M1 7 CZM 1 7 P7 FIN M2 8 IT M2 16 CZM 2 8

IT M1 3 IT_ M1 9 CZM 19 P7_FIN M2 9 IT M2 18 CZM 2 9

IT MI 4 IT M1 _12 CZM_1 10 P7_FIN M2 10 IT M2 20 CZM 2 10

IT M1 5 IT M1 14 CZM 1 11 P7 FIN M2 I-klon |[IT M2 24 CZM 2 13

IT_ M1 6 IT M1 22 CZM 1 14 P7_FIN M2 14 IT M2 25 CZM 2 17

IT M1 7 IT M1 23 CZM 2 2 CZM 1 1 neodxKIM 49 13 [IT M2 3

IT M1 9 kurd] CZIM 2 3 CZM 13 neo4xKIM 49 15 |IT M2 6

IT MI1_12 kurd2junior CZM 2 4 CZM 1 4 neo4xKJM 49 17 IT M2 7

IT M1 14 kurd3junior CZM 2 5 CZM 15 neodxKIM 49 18 [IT M2 14

IT M1 22 kurd4junior CZM 2 6 CZM 1 6 neo4xKIM 49 2 |IT M2 15

IT M1 23 P7 FIN M1 3 CZM 2 8 CZM 1 7 neodxKIM_49 3 IT M2 16
kurd1 P7 FIN Ml 5 CZIM 2 9 CZM 19 neodxKIM 49 4 [IT M2 18
kurd2junior P7 FIN Ml 6 CZM 2 10 CZM 1 10 neo4xKIM 49 5 | IT M2 20
kurd3junior P7_FIN_M1_7 9 CZM_ 2 13 CZM_1_11 neo4xKJIM_49 6 IT_M2 24
kurd4junior P7 FIN M1 8 CZM 2 17 CZM 1 14 neodxKIM 49 7 [ 1T M2 25

P7 FIN M1 3 P7 FIN Ml 15 IT M1 3 CZM 2 2 IR4

P7 FIN M1 5 P7 FIN M1 2dosev | IT M1 4 CZM 2 3 IR7

P7 FIN Ml 6 P7 FIN M1 3dosev | IT M1 5 CZM 2 4 IR9

P7 FIN. M1 79 | P7 FIN Ml 4dosev | IT_MI1 6 CZIM 2 5 IR10

P7 FIN M1 8 CZM 2 2 IT M1 7 CZM 2 6 IR11

P7 FIN MI 15 CZIM 2 3 IT M1 9 CZM 2 8 neo4xKIM 49 13
P7 FIN M1 2dosev | CZM 2 4 IT M1 12 CZM 2 9 neo4xKIM 49 15
P7 FIN M1 3dosev | CZM 2 5 IT M1 14 CZM 2 10 neodxKIM 49 17
P7 FIN M1 4dosev | CZM 2 6 IT M1 22 CZM 2 13 neo4xKIM 49 18
CZM 2 2 CZM 2 8 IT_MI 23 CZM 2 17 neo4xKIM 49 2
CZM_ 2 3 CZM_ 2 9 IT M2 3 IT M1 3 neo4xKIM 49 3
CZM 2 4 CZM 2 10 IT M2 6 IT M1 4 neod4xKIM 49 4
CZIM 2 5 CZM 2 13 IT M2 7 IT M1 5 neo4xKIM 49 5
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CZIM 2 6 CZM 2 17 IT M2_14 IT M1 6 neo4xKIM 49 6
CZM 2 8 IT M2 3 IT M2_15 IT M1 _7 neo4xKIM_49 7
CZM_2 9 IT_M2_6 IT_M2_16 IT_M1_9
CZM 2 10 IT M2 7 IT M2 18 IT M1 12
CZM 2 13 IT M2 14 IT_M2 20 IT M1 14
CZM_ 2 17 IT_M2_15 IT_M2 24 IT_M1_22
IT M2 3 IT M2 16 IT M2 25 IT M1 23
IT M2 6 IT M2_18 IT M2 3
IT_M2 7 IT_M2 20 IT_M2 6
IT M2 14 IT M2 24 IT M2 7
IT M2_15 IT M2 25 IT M2_14
IT_M2_16 IR4 IT_M2_15
IT M2 18 IR7 IT M2 16
IT_M2 20 IR9 IT M2 18
IT_M2 24 IR10 IT_M2 20
IT_M2 25 IR11 IT_M2_24
IR4 neo4xKIM_49 13 IT_M2_25
IR7 neo4xKJIM 49 _15 kurd1

IR9 neo4xKIM_49 17 kurd2junior
IR10 neo4xKIM_49 18 kurd3junior
IR11 neo4xKIM 49 2 kurd4junior

neo4xKIM 49 3

neo4xKIM 49 4

neo4xKJM 49 5

neo4xKIM 49 6

neo4xKIM 49 7
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6. Vysledky

6.1. Priitokova cytometrie

Celkem byla priitokovou cytometrii ovétena ploidni troven u 303 rostlin vyskytujicich se na 6
lokalitach (Tab. 5).

Pomoci relativni velikosti genomu bylo mozné potvrdit zafazeni jednotlivych rostlin do
piislusnych taxonu (rozmezi 0,25 az 0,35 diploidni druhy a 0,55 az 0,63 tetraploidni druhy)
(Obr. 8).

Tab. 5 — Ptrehled celkového mnozstvi rostlin s ovéfenim ploidie pratokovou cytomterii (KJM
FO=parentalni generace rostlin na vytvoreni syntetickych polyploidi KJM; KIJM F1=1. generace
potomstva synteticky oSetfené¢ho kolchicinem; KIM 2=2. generace potomstva synteticky oSetfeného
kolchicinem=neo4x KIM 49)

Lokalita Oznaceni populace/Zkratka Cytotyp Pocet rostlin
Finsko P7 FIN M1 4x (vyjimecné 2x) |21
P7 FIN M2 2x 11
J:iini Morava  (Kfivé C7M 1 % 15
jezero)
CZM 2 4x 18
KIM FO=KJM 2x 13
KIM F1 éz ;}’(‘) (vyjimecné |5,
KIM F2=neo4x KIM 49 4x 13
Italie IT M1 2x 20
IT M2 4x (vyjimecne 2x) |26
Anatolie kurd. 2x 5
fran IR 4x 13
Korsika U. atrov. U2920 2x 14
Celkem 303

Ve vétSing piipadl byla ploidni uroven, potvrzend prutokovou cytometrii, pfedpovézena
spravné. Vyjimkou byla napfiklad jedna diploidni rostlina vyskytujici se v populaci
tetraploidnich rostlin P7 FIN M1 a podobné¢, v populaci tetraploidnich rostlin IT M2 se
vyskytovali 4 diploidni rostliny (Tab. 5). Tyto odlisujici se rostliny byly ze souboru vytazeny.
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Zjisténé ploidni Grovné pro cely testovany soubor rostlin
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Obr. 8 — Prehled namétenych ploidnich trovni v celém testovaném souboru rostlin Urtica dioica agg.
(v€etné rostlin synteticky oSetfenych kolchicinem; bez chimér)
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6.2. Priprava syntetickych polyploidi

Celkem bylo kolchicinovému oSetieni vystaveno 1350 rostlin F1 generace, z nichz ptezilo 490
(36 % uspésnost). Z téchto prezivsich byl nahodné vybran soubor 134 rostlin, ktery byl ploidné
ovefen prutokovou cytometrii. Celkova uspésnost vytvoreni syntetickych neotetraploidii je
témet 30 % (Tab. 6; Obr. 9; z 134 rostlin bylo 40 tetraploidnich). Kromé tetraploidnich cytotypi
vznikly po oSetfeni kolchicinem také tzv. chiméry (ca 34 %; diploidni a tetraploidni piky,
vzacné 1 oktaploidni pik), vyjimeéné vznikly i1 hexaploidni (ca 1 %) €1 oktaploidni rostliny (ca
2 %) (Tab. 6; Obr. 9). U celkem 45 rostlin (ca 34 %) po oSetfeni kolchicinem nedoslo ke zméné
ploidni urovné (Tab. 6; Obr. 9; diploidi). Celkova uspéSnost vytvoieni syntetickych tetraploida
v F2 generaci je 100 % (z 13 rostlin je 13 neotetraploidnich).

Tab. 6 — Uspé&snost F1 generace synteticky osetienych rostlin kolchicinem

Uspé&snost (%; z celkového poétu rostlin

Ploidni uroven Pocet rostlin | 134)

2x 45 33,58

4x 40 29,85

6x 1 0,75

8x 3 2,24

chiméry (2 piky —2x a 4x; 3 piky — 2x,

4x, 8x) 45 33,58

Vysledné ploidni urovné po oSetieni kolchicinem v F1 generaci
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Obr. 9 — Prehled synteticky vzniklych ploidnich trovni v F1 generaci KJM po oSetfeni kolchicinem (bez
chimér)
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6.3. Kapalinova chromatografie a hmotnostni spektrometrie (LC—MS)

6.3.1. Analyza hlavnich komponent (PCA)

K zobrazeni struktury dat ziskanych analyzou obsahu sekundarnich metaboliti v rostlinidch
Urtica dioica agg. byla zvolena analyza hlavnich komponent (PCA). Celkem bylo pouzito 83
rostlin (po odstranéni ,,outliera®) rizné rozdélenych do skupin v Sesti datasetech cilicich na
ruzné otazky (viz Metodika Tab. 4). Vzhledem k mnozstvi datasetti byly kvili lepsi piehlednosti
diagramy znazoriujici ordinace jednotlivych sloucenin vlozeny do piilohové ¢asti prace (viz
Ptiloha). Ptispévky 10 sloucenin v rdmci raznych rozdé€leni jsou vidét v tabulce €. 7, €. 8 a €. 9.

U analyzy prvniho datasetu (PCA1; 73 jedincti; Obr. 10), ktery byl rozdélen do Sesti skupin na
zaklad¢é taxonomického signalu (diploidni druhy/poddruhy a tetraploidni U. dioica subsp.
dioica) byl pozorovatelny naznak agregace u taxont U. atrovirens, U. dioica subsp.
kurdistanica a U. dioica subsp. sondenii (procenta vysvétlené variability: PC1 22,57 %, PC2
16,36 %, PC3 13,23 %). Skupina U. dioica subsp. kurdistanica byla zaroven pomérné¢ dobie
oddélena podle prvni komponentni osy od dalSich diploidnich taxonti (ty se naopak ptekryvaly).
Tetraploidni U. dioica subsp. dioica se piekryvala se vSemi ostatnimi taxony.
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Obr. 10 — Ordinacni diagram analyzy hlavnich komponent (PCA1l) zobrazuje metabolomickou
variabilitu 73 rostlin rozdélenych na zakladé taxonomického signalu. Na diagramu je znazornéno pét
taxonl spadajicich do hlavni sesterské skupiny Urtica dioica agg. (U. dioica subsp.
subinermis=oranzové body; U. dioica subsp. pubescens=zlut¢ body; U. dioica subsp.
kurdistanica=zelené body; U. dioica subsp. sondenii=modré body a U. dioica subsp. dioica=rizové
body) a jeden pfibuzny druh slouzici jako ,,outgroup* (U. atrovirens=Cerné body). Prvni osa vysvétlila
22,57 % a druha 16,36 % variability.
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U analyzy druhého datasetu (PCA2; 78 jedinct; Obr. 11), ktery byl rozdélen do tii skupin podle
na zéakladé ploidie Urtica dioica agg. (tj. diploidi, tetraploidi a synteti¢ti tetraploidi) se skupiny
prekryvaly a nebylo mozné jejich odliSeni (procenta vysvétlené variability: PC1 22,89 %, PC2
16,89 %, PC3 12,18 %).
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Obr. 11 — Ordinaéni diagram analyzy hlavnich komponent (PCA2) zobrazuje metabolomickou
variabilitu 78 rostlin rozdélenych podle typu cytotypu Urtica dioica agg. Na diagramu jsou znazornény
dva pfirozené cytotypy Urtica dioica agg. (diploidni taxony=U. dioica subsp. sondenii, U. dioica subsp.
subinermis, U. dioica subsp. pubescens, U. dioica subsp. kurdistanica=Cervené body; tetraploidni
taxon=U. dioica subsp. dioica=modré body) a synteticky vytvofeny neotetraploidni cytotyp (zluté
body). Prvni osa vysvétlila 22,89 % a druha 16,89 % variability.
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Tab. 7 — Prispévky 10 slouc¢enin PCA (A="kyselina kafeoyl jable¢na" (Caffeoylmalic acid), B=rutin,
C=eskulin, D=kyselina kdvova, E=kyselina kapronova, F=kyselina kaprylova, G=kyselina palmitova,
H=kyselina ferulova, I=kvercetin, J=kemferol). Zvyraznéné hodnoty maji nejvyssi korelaci s prvni a

druhou komponentni osou.

PCAl PCA2
Slougenina PC1 (22,57 %) |PC2(1636%) |PC1(22,89%) |PC2 (16,89 %)
A 0.29117 -0.09327 0.18938 0.23312
B 0.5356 0.20986 0.54325 20.18729
C 0.20177 -0.42938 0.19677 0.44604
D 20.00145 0.40776 0.079545 -0.30984
E 0.31195 -0.53 0.28579 0.51908
F 0.00643 -0.08992 0.038824 0.3475
G 0.001973 0.40017 -0.0728 2036976
H -0.08919 0.26786 20.11866 20.02448
I 0.52377 0.19987 0.51146 ~0.27555
J 0.45606 0.18923 0.50973 -0.11035

U analyzy tretiho datasetu (PCA3; 59 jedincii; Obr. 12), ktery byl rozdélen do tii skupin dle
regiond s parovym vyskytem diploidnich a tetraploidnich populaci (jih, stied a sever Evropy)
dochazelo na ordinaénim diagramu opét k vyraznym piekryvim (procenta vysvétlené
variability: PC1 23,10 %, PC2 17,84 %, PC3 12,79 %). Skandinavska skupina vykazovala
urcity trend seskupeni.
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Obr. 12 — Ordina¢ni diagram analyzy hlavnich komponent (PCA3) zobrazuje metabolomickou
variabilitu 59 rostlin rozdé€lenych dle regiont s parovym vyskytem diploidnich a tetraploidnich populaci.
Na diagramu jsou znazornény tii oblasti vyskytu populaci diploidniho a tetraploidniho cytotypu U.
dioica agg. (stted Evropy=U. dioica subsp. subinermis a U. dioica subsp. dioica z jizni Moravy=zluté
body; jih Evropy=U. dioica subsp. pubescens a U. dioica subsp. dioica z Itdlie=Cervené body; sever
Evropy=U. dioica subsp. sondenii a U. dioica subsp. dioica z Finska=tyrkysové modré body). Prvni osa
vysvétlila 23,10 % a druha 17,84 % variability.
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U analyzy ¢tvrtého datasetu (PCA4; 73 jedinct; Obr. 13), ve kterém je zohlednéna recentni
fylogeneze (Rejlova et al. 2021), byly vymezeny tfi skupiny (Urtica dioica agg. bez iranskych
tetraploidnich rostlin, irdnské tetraploidni rostliny a U. atrovirens). Na vysledném ordinacnim
diagramu byl pozorovatelny naznak odliSeni skupiny s rostlinami U. atrovirens (procenta
vysvétlené variability: PC1 22,57 %, PC2 16,36 %, PC3 13,23 %). Iransk4 skupina jen
naznacovala nezfetelnou agregaci, avSak podle prvni komponentni osy byla pomérné dobie
oddélena od U. atrovirens.
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Obr. 13 — Ordina¢ni diagram analyzy hlavnich komponent (PCA4) zobrazuje metabolomickou
variabilitu 73 rostlin rozdélenych do skupin vytvotenych na zaklade€ recentni fylogeneze Urtica dioica.
Na diagramu jsou znazornény dvé ,,outgroupové skupiny (U. dioica subsp. dioica z Iranu=¢ervené
body; U. atrovirens=tyrkysové modré body) a hlavni sesterska skupina Urtica dioica agg. (tj. U. dioica
subsp. kurdistanica, U. dioica subsp. sondenii, U. dioica subsp. pubescens, U. dioica subsp. subinermis
a U. dioica subsp. dioica=zelené body). Prvni osa vysvétlila 22,57 % a druha 16,36 % variability.

Tab. 8 — Prispévky 10 sloucenin PCA (A="kyselina kafeoyl jablecna" (Caffeoyimalic acid), B=rutin,
C=eskulin, D=kyselina kdvova, E=kyselina kapronova, F=kyselina kaprylova, G=kyselina palmitova,
H=kyselina ferulova, I=kvercetin, J=kemferol). Zvyraznéné hodnoty maji nejvyssi korelaci s prvni a
druhou komponentni osou.

PCA3 PCA4
Slouenina PC1 (23,10 %) |PC2(17,84 %) |PC1(22,57%) |PC2 (16,36 %)
A 0.25958 -0.07941 0.29117 -0.09327
B 0.52233 0.19482 0.5356 0.20986
C 0.20747 ~0.41198 0.20177 -0.42938
D 0.10129 0.35293 -0.00145 0.40776
E 0.30132 -0.53748 0.31195 -0.53
F -0.04454 -0.24854 0.00643 -0.08992
G -0.03474 0.42286 0.001973 0.40017
H -0.18871 0.25074 -0.08919 0.26786
I 0.5129 0.20054 0.52377 0.19987
J 0.46241 0.17001 0.45606 0.18923
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U analyzy patého datasetu (PCAS; 39 jedincii; Obr. 14), kde byly vytvoreny dvé skupiny
zahrnujici pfirozené a uméle vytvorené tetraploidy byl pozorovatelny naznak odliSeni
synteticky vytvotfenych tetraploidii (procenta vysvétlené variability: PC1 24,22 %, PC2 18,39

%, PC3 14,28 %).
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Obr. 14 — Ordina¢ni diagram analyzy hlavnich komponent (PCAS) zobrazuje metabolomickou
variabilitu 39 rostlin reprezentujicich ptirozené a syntettické tetraploidy. Na diagramu jsou znazornéni
pfirozeni tetraploidi Urtica dioica agg. (U. dioica subsp. dioica bez rostlin z {ranu=modré body) a
synteticky vytvofeni neotetraploidi (¢ervené body). Prvni osa vysvétlila 24,22 % a druha 18,39 %

variability.
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U analyzy Sestého datasetu (PCA6; 54 jedincti; Obr. 15), ktery byl rozdélen do tti skupin podle
ploidie Urtica dioica agg., avSak z diploidnich rostlin byly zahrnuty pouze U. dioica subsp.
subinermis, slouzici jako kontrola (tj. diploidi=U. dioica subsp. subinermis, tetraploidi a
synteticti tetraploidi) bylo mozné pozorovat nevyrazné odliSeni diploidnich od synteticky
vytvofenych tetraploidnich rostlin (procenta vysvétlené variability: PC1 23,73 %, PC2 16,78
%, PC3 14,56 %).
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Obr. 15 — Ordina¢ni diagram analyzy hlavnich komponent (PCA6) zobrazuje metabolomickou
variabilitu 54 rostlin rozdélenych podle ploidie Urtica dioica agg. Na diagramu jsou znazornény dva
prirozené cytotypy Urtica dioica agg. (rodiCovsky diploidni taxon pouzity pro pfipravu syntetickych
neotetraploidi=U. dioica subsp. subinermis=Cervené body; tetraploidni taxon=U. dioica subsp.
dioica=modré body) a synteticky vytvoreny neotetraploidni cytotyp (tyrkysové modré body). Prvni osa
vysvétlila 23,73 % a druha 16,78 % variability.
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Tab. 9 — Prispévky 10 slouc¢enin PCA (A="kyselina kafeoyl jable¢na" (Caffeoylmalic acid), B=rutin,
C=eskulin, D=kyselina kdvova, E=kyselina kapronova, F=kyselina kaprylova, G=kyselina palmitova,
H=kyselina ferulova, I=kvercetin, J=kemferol). Zvyraznéné hodnoty maji nejvyssi korelaci s prvni a
druhou komponentni osou.

PCAS5 PCA6
Slouéenina PC1 (24,22 %) | PC2 (18,39 %) |PC1 (23,73 %) | PC2 (16,78 %)
A -0.10937 0.11039 0.048994 0.27779

B 0.55403 0.23178 0.51855 0.1982

C 0.24227 -0.42309 0.21107 -0.39283

D -0.00536 0.29204 0.19792 0.28783

E 0.2022 -0.43697 0.25065 -0.38696

F 0.1608 -0.41833 0.058047 -0.465

G -0.12267 0.34966 -0.15436 0.3445

H -0.27447 0.17076 -0.26055 0.28184

I 0.43427 0.36316 0.48208 0.28301

J 0.52597 0.14336 0.50465 0.04701
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6.3.2. Diskrimina¢ni analyza

Ke zjisténi, které sekundarni metabolity nejvice pfispivaji k odliSeni skupin rostlin Urtica
dioica agg., byla zvolena linearni diskrimina¢ni analyza. Celkem bylo analyzovano devét
odlisnych rozd¢€leni skupin vychazejicich z ptivodnich Sesti datasetl pozitych jiz pro PCA.

U analyzy prvniho datasetu (LDAT; 73 jedinci; Obr. 16), ktery byl rozd€len do Sesti skupin na
zéklad¢ taxonomického signalu (diploidni druhy/poddruhy a tetraploidni U. dioica subsp.
dioica) se ukazalo ¢astecné oddéleni U. atrovirens a U. dioica subsp. kurdistanica od ostatnich
diploidnich poddruhti podle prvni osy a oddéleni U. atrovirens a U. dioica subsp. kurdistanica
podle druhé osy (procenta vysvétlené variability: LDA1 41,37 %, LDA2 26,35 %, LDA3 15,03
%). Ostatni skupiny se piekryvaly. Nejvice korelujici znak s prvni osou byla "kyselina kafeoyl
jable¢nd" (Caffeoylmalic acid; Tab. 10).
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Obr. 16 — Ordina¢ni diagram linearni diskriminacni analyzy (LDA1) zobrazuje metabolomickou
variabilitu 73 rostlin rozdélenych na zékladé taxonomického signalu. Na diagramu je znazornéno pét
taxonl spadajicich do hlavni sesterské skupiny Urtica dioica agg. (U. dioica subsp.
subinermis=oranzové body; U. dioica subsp. pubescens=zluté body, U. dioica subsp.
kurdistanica=zelené body; U. dioica subsp. sondenii=modré body a U. dioica subsp. dioica=rtizové
body) a jeden pfibuzny druh slouzici jako ,,outgroup (U. atrovirens=Cerné body). Prvni osa vysvétlila
41,37 % a druha 26,35 % variability.
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U analyzy druhého datasetu (LDAZ2; 78 jedinct; Obr. 17), ktery byl rozdé€len do tii skupin podle
ploidie Urtica dioica agg. (tj. diploidi, tetraploidi a synteticti tetraploidi) dochazelo k vyraznym
prekryviim (procenta vysvétlené variability: LDA1 81,08 %, LDA2 18,92 %). U skupiny
synteticky vytvotenych tetraploidi bylo mozné pravdépodobné pozorovat naznak odliSeni.
Nejvice korelujici znak s prvni osou byla kyselina kapronova (Tab. 10).
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Obr. 17 — Ordina¢ni diagram linearni diskrimina¢ni analyzy (LDA2) zobrazuje metabolomickou
variabilitu 78 rostlin rozdélenych podle typu cytotypu Urtica dioica agg. Na diagramu jsou znadzornény
dva piirozené cytotypy Urtica dioica agg. (diploidni taxony=U. dioica subsp. sondenii, U. dioica subsp.
subinermis, U. dioica subsp. pubescens, U. dioica subsp. kurdistanica=Cervené body; tetraploidni
taxon=U. dioica subsp. dioica=modré body) a synteticky vytvofeny neotetraploidni cytotyp (Zluté
body). Prvni osa vysvétlila 81,08 % a druha 18,92 % variability.
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U analyzy tfetiho datasetu (LDA3; 68 jedincti; Obr. 18), ktery byl rozdélen do dvou skupin
podle typu cytotypu Urtica dioica agg. (tj. diploidi a tetraploidi) opét dochazelo ¢astecné k
prekryviim, pozorovatelny byl pouze naznak odliSeni dvou skupin. Nejvice korelujici znak s
prvni osou byl rutin (Tab. 10).
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Obr. 18 — Histogram linearni diskriminac¢ni analyzy (LDA3) zobrazuje metabolomickou variabilitu 68
rostlin rozdélenych podle typu cytotypu Urtica dioica agg. Na histogramu jsou zndzornény dva
prirozené cytotypy Urtica dioica agg. (diploidni taxony=U. dioica subsp. sondenii, U. dioica subsp.
subinermis, U. dioica subsp. pubescens, U. dioica subsp. kurdistanica=$edé sloupce; tetraploidni
taxon=U. dioica subsp. dioica=zelené sloupce).

Tab. 10 — Korelacni koeficienty 10 sloucenin LDA (A="kyselina kafeoyl jable¢na" (Caffeoylmalic acid),
B=rutin, C=eskulin, D=kyselina kavova, E=kyselina kapronova, F=kyselina kaprylova, G=kyselina
palmitova, H=kyselina ferulova, I=kvercetin, J=kemferol). Zvyraznéné hodnoty maji nejvyssi korelaci

s prvni a druhou osou.

LDA1 LDA2 LDA3
I ‘I);OI;AI (41,37 E}BAZ (26,35 E}BAI (81,08 0LABAz (1892, o
A 0.28374 -0.00577 0.093403 -0.10219 -0.22112
B -0.049 -0.06662 -0.14618 0.34227 0.28463
C -0.01722 -0.05337 -0.1321 0.12216 0.19837
D 0.006022 0.066338 0.17205 0.047566 -0.09455
E 0.12319 -0.10562 0.18717 0.11733 -0.04572
F -0.20162 -0.12224 -0.12682 0.020863 0.19956
G 0.041541 -0.11207 0.097049 -0.00591 -0.02944
H 0.024688 -0.10746 0.053672 -0.08657 -0.08251
I 0.031646 -0.00269 -0.09862 -0.20512 -0.03096
J -0.13221 -0.15662 -0.0125 0.0513 0.071767
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U analyzy ctvrtého datasetu (LDA4; 59 jedincti; Obr. 19), ktery byl rozdélen do tii skupin dle
regionil s parovym vyskytem diploidnich a tetraploidnich populaci (jih, stied a sever Evropy)
dochazelo na ordina¢nim diagramu opét k vyraznym piekryviim a zejména u skupiny italskych
rostlin byla pozorovatelnd vysoka variabilita (procenta vysvétlené variability: LDA1 73,03 %,
LDA2 26,97 %). Nejvice korelujici znak s prvni osou byla kyselina palmitova (Tab. 11).
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Obr. 19-Ordina¢ni diagram linearni diskrimina¢ni analyzy (LDA4) zobrazuje metabolomickou
variabilitu 59 rostlin rozdélenych dle regionti s parovym vyskytem diploidnich a tetraploidnich populaci.
Na diagramu jsou znazornény tii oblasti vyskytu populaci diploidniho a tetraploidniho cytotypu U.
dioica agg. (stted Evropy=U. dioica subsp. subinermis a U. dioica subsp. dioica z jizni Moravy=zluté
body; jih Evropy=U. dioica subsp. pubescens a U. dioica subsp. dioica z Itadlie=Cervené body; sever
Evropy=U. dioica subsp. sondenii a U. dioica subsp. dioica z Finska=tyrkysové modré body). Prvni osa
vysvétlila 73,03 % a druha 26,97 % variability.
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U analyzy patého datasetu (LDAS; 73 jedinct; Obr. 20), ve kterém je zohlednéna recentni
fylogeneze (Rejlova et al. 2021), byly vymezeny tfi skupiny (Urtica dioica agg. bez iranskych
tetraploidnich rostlin, iranské tetraploidni rostliny a U. atrovirens). Prvni osa jasné oddéluje
iranské tetraploidni rostliny a U. atrovirens; hlavni sesterska skupina se prekryva s iranskou
tetraploidni skupinou a ¢astecné i s U. atrovirens (procenta vysvétlené variability: LDAT 93,18
%, LDA2 6,82 %). Nejvice korelujici znak s prvni osou byla kyselina kaprylova (Tab. 11).
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Obr. 20 — Ordina¢ni diagram linearni diskriminacni analyzy (LDAS) zobrazuje metabolomickou
variabilitu 73 rostlin rozdélenych do skupin vytvotenych na zaklade€ recentni fylogeneze Urtica dioica.
Na diagramu jsou znazornény dvé ,,outgroupové” skupiny (U. dioica subsp. dioica z franu=Gervené
body; U. atrovirens=tyrkysové modré body) a hlavni sesterska skupina Urtica dioica agg. (tj. U. dioica
subsp. kurdistanica, U. dioica subsp. sondenii, U. dioica subsp. pubescens, U. dioica subsp. subinermis
a U. dioica subsp. dioica=zelené body). Prvni osa vysvétlila 93,18 % a druha 6,82 % variability.
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U analyzy Sestého datasetu (LDAG6; 68 jedinct; Obr. 21), ve kterém je zohlednéna recentni
fylogeneze (Rejlova et al. 2021), byly tentokrat vymezeny pouze dv¢ skupiny (Urtica dioica
agg., iranské tetraploidni rostliny), outgroupova skupina U. atrovirens byla odstranéna
z datasetu kvuli zptesnéni vysledkti. Mezi dvéma skupinami byl opét pozorovatelny vyrazny
piekryv a nejvice korelujicim znakem s prvni osou byla "kyselina kafeoyl jable¢na"
(Caffeoylmalic acid; Tab. 11).
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Obr. 21 — Histogram linearni diskriminacni analyzy (LDAG6) zobrazuje metabolomickou variabilitu 68
rostlin rozdélenych do dvou skupin vytvofenych na zaklad€ recentni fylogeneze Urtica dioica. Na
histogramu jsou znazornény skupiny U. dioica subsp. dioica z iranu=8edé sloupce a hlavni sesterska
skupina Urtica dioica agg. (tj. U. dioica subsp. kurdistanica, U. dioica subsp. sondenii, U. dioica subsp.
pubescens, U. dioica subsp. subinermis a U. dioica subsp. dioica=zelené sloupce).

Tab. 11 — Korela¢ni koeficienty 10 slou¢enin LDA (A="kyselina kafeoyl jable¢na" (Caffeoyimalic acid),
B=rutin, C=eskulin, D=kyselina kavova, E=kyselina kapronova, F=kyselina kaprylova, G=kyselina
palmitova, H=kyselina ferulovd, I=kvercetin, J=kemferol). Zvyraznéné hodnoty maji nejvyssi korelaci
s prvni a druhouosou.

LDA4 LDAS LDAG6
Sloutenina {);OI;AI (73,03 i;BAZ (26,97 i;BAI (93,18 (I%];AZ (6,82 LDA1
A 0.019558 0.1849 0.19045 0.050665 0.22209
B -0.20318 -0.18194 0.027252 0.25059 0.1597
C 0.004975 0.17161 0.040254 -0.04775 0.005996
D -0.04366 -0.0684 0.042881 0.11404 0.10676
E -0.05615 -0.15245 0.032939 -0.00941 -0.01064
F -0.01938 0.076651 -0.24375 0.081904 -0.16536
G 0.31157 -0.12408 0.010751 -0.17542 -0.10456
H 0.10363 0.002643 -0.02815 0.12619 0.04075
I 0.21734 -0.04909 0.024157 -0.11674 -0.04373
J 0.011189 -0.0291 -0.22246 -0.07334 -0.21265
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U analyzy pro sedmy datset (LDA7; 39 jedinct; Obr. 22), kde byly vytvofeny dvé skupiny ke
srovnani prirozenych a uméle vytvorenych tetraploidii, bylo na histogramu mozné pozorovat
vyznamné odliSeni téchto dvou skupin, ptekryv byl pouze minimalni. Nejvice korelujici znak s
prvni osou byl rutin (Tab. 12).
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Obr. 22 — Histogram linearni diskriminacni analyzy (LDA7) zobrazuje metabolomickou variabilitu 39
rostlin reprezentujicich srovnani piirozenych tetraploidi se syntetickou kontrolou. Na diagramu jsou
znézornéni pirozeni tetraploidi Urtica dioica agg. (U. dioica subsp. dioica bez rostlin z franu=sedé
sloupce) a synteticky vytvoreni neotetraploidi (zelené sloupce).
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U analyzy osmého datasetu (LDAS; 30 jedinci; Obr. 23), ktery byl rozdélen do tii skupin podle
ploidie Urtica dioica agg., zahrnujiciho pouze Ceské rostliny (tj. diploidi=U. dioica subsp.
subinermis; tetraploidi=U. dioica subsp. dioica z Moravy a synteti¢ti neotetraploidi), je zfejmé
oddéleni syntetickych neotetraploidii od pfirodnich diploidi a tetraploidi podle 1. osy a
castecné oddeleni pfirodnich diploidi a tetraploidt podle 2. osy (procenta vysvétlené
variability: LDA1 92,14 %, LDA2 7,86 %). Nejvice korelujici znak s prvni osou byl eskulin
(Tab. 12).
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Obr. 23 — Ordina¢ni diagram linearni diskriminacni analyzy (LDAS) zobrazuje metabolomickou
variabilitu 30 ¢eskych rostlin rozdélenych podle typu cytotypu Urtica dioica agg. Na diagramu jsou
znazornény dva pfirozené cytotypy Urtica dioica agg. (rodicovsky diploidni taxon pouZity pro pfipravu
syntetickych neotetraploidu=U. dioica subsp. subinermis=Cervené body; tetraploidni taxon=U. dioica
subsp. dioica=modré body) a synteticky vytvofeny neotetraploidni cytotyp (tyrkysové modré body).
Prvni osa vysvétlila 92,14 % a druha 7,86 % variability.
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U analyzy devatého datasetu (LDA9; 20 jedincti; Obr. 24), ktery byl rozdélen do dvou skupin
podle ploidie Urtica dioica agg., slouzici jako kontrola, (tj. rodi¢ovsti diploidi=U. dioica subsp.
subinermis a syntetiCti neotetraploidi) bylo pozorovatelné vyznamné odliSeni téchto dvou
skupin, piekryv byl pouze minimalni. Nejvice korelujici znak s prvni osou byl kvercetin (Obr.
25; Tab. 12).
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Obr. 24 — Histogram linearni diskriminac¢ni analyzy (LDA9) zobrazuje metabolomickou variabilitu 20
rostlin rozdélenych podle typu cytotypu Urtica dioica agg na dvé skupiny (tj. rodi¢ovsky diploidni taxon
pouzity pro piipravu syntetickych neotetraploidi=U. dioica subsp. subinermis=S$edé sloupce a
synteticky vytvoreny neotetraploidni cytotyp=zelené sloupce).

Tab. 12 — Korelac¢ni koeficienty 10 sloucenin LDA (A="kyselina kafeoyl jable¢nd" (Caffeoyimalic acid),
B=rutin, C=eskulin, D=kyselina kavova, E=kyselina kapronova, F=kyselina kaprylova, G=kyselina
palmitova, H=kyselina ferulova, [=kvercetin, J=kemferol). Zvyraznéné hodnoty maji nejvyssi korelaci
s prvni (a druhou) osou.

LDA7 LDAS LDA9
Sloudenina LDAI LDAT1 (92,14 %) LDA2 (7,86 %) |LDAI
A 0.025001 0.11093 0.008889 0.14867
B -0.57291 -0.00577 -0.18631 -0.05393
C -0.19771 0.46877 -0.23012 0.46748
D 0.13609 -0.26145 0.021529 -0.33774
E 0.21447 -0.32278 -0.0986 -0.41859
F -0.05411 0.014231 0.31081 0.38551
G 0.089191 0.16535 0.11994 0.21129
H 0.10164 0.12221 -0.00098 0.14296
I -0.04238 0.36446 -0.11129 0.47514
J 0.10309 -0.11927 0.074125 -0.22345
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Obr. 25 — Srovnani realnych hodnot (bez logaritmizace) oblasti pik tii metabolitl nejvice pfispivajicich
k odliSeni skupin U. dioica subsp. subinermis (tj. eskulin=tmavé modré body, kyselina
kapronova=tmavé¢ zelené body a kvercetin=fialové body) a synteticky vytvotenych neotetraploidi (tj.
eskulin=oranzové body, kyselina kapronova=modré¢ body a kvercetin=zelen¢ body). Nejvice piispiva
k rozdéleni kvercetin.
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7. Diskuze

Ptedlozend prace se zabyva okruhem Urtica dioica a blizce ptibuznymi taxony, soubor taxont
je pak doplnén kontrolou syntetickych neotetraploidl. Neotetraploidni rostliny byly vytvoieny
pomoci kolchicinu. V F1 generaci bylo dosazeno témér 30 % Uspésnosti. V F2 generaci se
podafilo Gspé$né vytvofit soubor 13 syntetickych neotetraploidnich rostlin se 100% uspésnosti.
Cely soubor (84 rostlin) byl posléze analyzovan prostfednictvim LC—MS.

Nejvyraznéjsi odliseni skupin bylo mozné pozorovat v ramci linedrni diskriminacni analyzy
srovnanim skupin U. atrovirens s hlavni sesterskou skupinou/clade (tj. U. dioica subsp.
sondenii, U. dioica subsp. dioica, U. dioica subsp. subinermis, U. dioica subsp. pubescens a U.
dioica subsp. kurdistanica) a také mezi U. atrovirens a U. dioica subsp. dioica z Iranu. Je proto
odlivodnéné predpokladat, Ze nejvétsi rozdily v obsahu sekundarnich metabolitii budou na
urovni fylogeneze. Nicméné byly odhaleny trendy i v odliSnostech dalSich skupin (dle ploidie
a geografie). Nejmén¢ se od sebe liSily taxonomicky definované skupiny, tj. diploidnimi
poddruhy.

7.1. Uvod k diskuzi

Ackoliv byl vliv polyploidie na celou fadu biologickych i1 fyziologickych vlastnosti rostlin
zkouman jiz nesCetnékrat, o vlivu polyploidie, konkrétné na obsah sekundarnich metabolitii
ptili§ biologickych studii piekvapiveé zatim nebylo zpracovano (napt. Mccarthy et al., 2017;
Vergara et al., 2017; Pradhan, Gupta & Goel, 2018). Jest€¢ méné soucasnych praci kromé
polyploidie zkouma také vliv geografie nebo taxonomie. Naptiklad ve studii Mika et al. (2005)
byly pouZity fenolické latky jako chemické markery k objasnéni taxonomie ¢eledi Poaceae.
DalSim piikladem je chemotaxonomicka studie, zabyvajici se alopolyploidnim koplexem rodu
Rosa sekce Caninae (Wissemann, Riedel & Riederer, 2007) nebo studie zkoumajici
alopolyploidni linii Asplenium normale (Fujiwara et al., 2017). Vliv geografie spolu s ploidii 1
taxonomii byl zkouméan napftiklad ve studii Jeelani ef al. (2017) u rodu Rumex. Préace, ktera by
zkoumala vliv polyploidie, geografie i taxonomie a zaroven jesté zahrnovala kontrolu v podobé
syntetického polyploida snad doposud neexistuje.

7.2. Synteticky vytvoreny tetraploidni cytotyp

Celkova uspésnost vytvareni syntetickych tetraploidi byla pomérné vysoka (29,85 %). U jinych
studii (napt. (Huy et al., 2019; Carbajal ef al., 2019; Esmaeili ef al., 2020)), které také pouzily
k vytvoteni neopolyploidli kolchicin byla tspéSnost nizsi (2,2—19,88 %), ackoliv naptiklad
Zhang et al. (2024) pozoroval 1 vys$si tispéSnost tvorby neotetraploida (az 45,7 %).

vvvvvv

tvorbé neopolyploidil (napt. Zakizadeh, Kaviani & Hashemabadi, 2020; Marangelli et al., 2022;

46



Fauzan et al., 2024), a je proto také nejpouzivangjsi. Uspé&$nost tvorby syntetickych polyploidi
vsak zé&visi na koncentraci roztoku a také optimalizaci doby jeho ptisobeni. Vzhledem k vysoké
toxicité kolchicinu hrozi pfi nadmérném vystaveni i¢inkiim roztoku zvySena mortalita (vysoka
koncentrace a dlouhd doba putsobeni). Napiiklad ve studii Pavlikova et al. (2017) byla
pozorovand vys$$i mira imrtnosti po aplikaci 0,2 % roztoku kolchicinu pfi 18 hodinovém
pusobeni nez po kratsi dobé plisobeni (12 nebo 15 hodin). V jiné studii (Ardabili, Zakaria &
Zare, 2015) byla pozorovana nejvyssi mira mortality pfi 48 hodinovém ptisobeni 0,2 % roztoku
kolchicinu v porovnani s krat$i dobou (8 a 24 hodin) a nizsi koncentraci (0,025 %; 0,05 %; 0,1
%). Naopak pfi nedostate¢ném vystaveni (nizka koncentrace a kratkd doba ptisobeni) nemusi
vibec k polyploidizaci dojit. Naptiklad ve studii Surson et al. (2024) byla pozorovéana vyssi
mira nezpolyploidizovanych rostlin Centella asiatica pti pusobeni 0,1 % roztoku kolchicinu po
dobu 12 hodin nez pii plisobeni stejné koncentrovaného roztoku (0,1 %) po delsi dobu (24
hodin).

Je také dobré podotknout, Ze metodicka optimalizace (vybér mitotického inhibitoru,
koncentrace roztoku a doby jeho plisobeni, typ pletiva, stafi rostliny aj.) k aspéSnému vytvoreni
neopolyploidl se ¢asto mize liSit mezi jednotlivymi druhy. Napiiklad u druhu Echinochloa
crus-galli byli synteticti dodekaploidi uspésné vytvoreni piisobenim 0,05 % roztoku kolchicinu
po dobu 48 hodin (Liu ef al., 2024), zatimco naptiklad u druhu Cymbidium aloifolium bylo k
uspesné tvorbe¢ neotetraploidl potieba rostliny osettit v 0,03 % a 0,04 % roztoku kolchicinu po
dobu 8 tydnt (Taratima et al., 2023). Podobné u dvou druht jetele byla pozorovana odlisna
mira Uspésnosti tvorby neotetraploidi po osSetieni riznymi mitotickymi inhibitory (kolchicin,
oryzalin, amiprophos-methyl a trifluarin). Zatimco u Trifolium hybridum vySel nejefektivnéji
kolchicin, u 7. pratense vysel efekt u vSech inhibitorti (az na neefektivni trifluarin) podobné
(Dabkeviciené et al., 2016).

V ramci rodu Urtica vSak doposud nebyli synteti¢ti polyploidi vytvareni, a neni proto mozné
metodické optimalizace porovnat. Koncentrace 0,2 % kolchicinového roztoku pii 15 nebo
18hodinovém plsobeni (podobné jako v Pavlikova er al. 2017) se nicméné ukézala byt
vyhovujici, nebot’ celkova uspésnost preziti byla pomérné vysoka (36 %) a soucasné, vzhledem
k celkové mife polyploidizace byla cetnost nezpolyploidizovanych (diploidnich) rostlin
pomérné nizka (33,58 %). Optimalizace vychazejici ze studie Pavlikové et al. (2017) o Vicia
cracca tak maze slouzit jako podklad k dalsi studii zamétené na vytvoteni neotetraploidi Urtica
dioica pomoci kolchicinu. Tato studie se v§ak nezamétovala na dikladné zkouméni metodické
optimalizace vytvareni syntetikQi (hlavnim cilem bylo vytvofit F2 generaci syntetickych
tetraploidd jako kontrolu pro metabolomickou ¢ast), a nelze proto vyloucit, ze by celkova
uspésnost nebo mira pteziti mohla byt vyssi pii jiné koncentraci ¢i délce plisobeni roztoku
kolchicinu. Testovani raznych koncentraci v zavislosti na rtizné dob¢ oSetieni, ¢i zkoumani
vlivu jinych kultiva¢nich podminek miize slouzit jako podnét k dalsi studii.

Uskalim vytvafeni neopolyploidi mize byt detekce chimér (mixploidni rostliny) v prvni
generaci. Celkové zastoupeni chimér bylo relativné velké (33,58 % — stejné¢ jako u
nezpolyploidizovanych rostlin), jiné studie (napt. Pavlikova, Pastova & Miinzbergova, 2017;
Esmaeili et al., 2020; Ren et al., 2024) uvadéji nizsi Cetnost (8,3 — 16,15 %). Zejména byly
pozorovany kombinace diploidniho a tetraploidniho piku, jako uvadi také napt. Pavlikova et al.
(2017) nebo Huy et al. (2019). Minoritné byly vSak také pozorovany kombinace diploidniho,
tetraploidniho a oktoploidniho piku. K vylou€eni chimér v F1 generaci byly z nékterych
neotetraploidnich rostlin (vSechny rostliny pouzité jako rodi€ovska generace) podruhé zméteny
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tf1 listy (z dolni, stfedni a horni Casti lodyhy). Kvili velkému mnozstvi materidlu byl zbytek
neotetraploidnich rostlin ploidné ovéfovan pouze jednou a jen z jednoho listu. Analyza ploidie
v F1 generaci z jedné Casti rostliny vSak neni dostatecnd, mtize zachytit pouze ¢ast chiméry a
pokud je pletivo zrovna tetraploidni, mize byt chiméra mylné€ oznacena za neotetraploida. Neni
proto mozné vyloucit, ze uspésnost chimér v F1 generaci neni vEtsi a uspéSnost neotetraploidi
mens$i. Pravé z divodu nestability F1 generace je doporuovano vytvotfeni syntetickych
polyploidt zajistit F2 generaci, kde ke vzniku chimér jiz nedochézi. V jinych studiich byly
napiiklad k vylouceni chimér neotetraploidni rostliny pfeméfovany pomoci pritokoveé
cytometrie v riznych fazich ristu, pted a po (/béhem) kveteni (Husband ez al., 2008; Maherali,
Walden & Husband, 2009).

Ackoliv byl vznik vyS$Sich ploidnich Grovni pozorovan jen vzacné (hexaploidi 0,75 %;
oktoploidi 2,24 %), existuji 1 ptipady, kdy byly u biologickych studii vyssi ploidni trovné
vytvafeny zamérné. Napiiklad u Populus hopeiensis byly kromé neotetraploidnich rostlin
vytvafeny také neooktoploidni rostliny s cilem prozkoumat vliv polyploidizace u vyssi ploidni
urovné (Wu et al., 2022).

V F2 generaci bylo Gspésné€ vytvotreno 13 neotetraploidnich rostlin. Vzhledem k malému poctu
vykli¢enych rostlin nebyly nalezeny jiné cytotypy, avsak jiné studie uvadi kromé neotetraploidii
v F2 generaci vznik také napf. triploidi ¢i dokonce aneuploidi (Miinzbergova, 2017), coz by
mohlo byt dano pravé nezachycenymi chimerickymi rostlinami F1 generace. V této studii bylo
riziko aneuploidie minimalizovdno srovnanim velikosti genomu (poméry) F1 a F2 generace
synteticky vytvofenych tetraploidl s pfirozenymi tetraploidy. Poméry ziskané z vyhodnocovani
histogramil byly velmi blizké (rozmezi 0,55 az 0,63).

Ackoliv ma kontrola v podobé& srovnéni syntetickych a ptirozenych polyploidi znaény vyznam
pro biologické studie pti zkoumani polyploidie (vliv vnéjSich podminek, evoluce atd. na
pfirozené polyploidy), pouze mald ¢ast praci ji do vyzkumu doposud zahrnula (napf.
Miinzbergova, 2017; Spoelhof, Soltis & Soltis, 2021). VéEtSina studii srovndva pouze piirozené
polyploidy s diploidy (Church & Taylor, 2005; Barringer & Geber, 2008; Hull-Sanders et al.,
2009; Stevens et al., 2020; PungarSek & Frajman, 2024), anebo pouze syntetické polyploidy s
diploidy (Van Drunen & Husband, 2018; Pacey, Maherali & Husband, 2020; Mehlferber et al.,
2022; Anneberg, Turcotte & Ashman, 2023). To mtize poté ovlivnit piesnost vyzkumu.

Jak uvadi nékteré recentni studie (Miinzbergova, 2017), kromé neotetraploidi je vhodné
zahrnout také jako kontrolu diploidni rostliny F2 generace po oSetfeni kolchicinem, jelikoz je
timto zptisobem mozZné pozorovat piimy vliv kolchicinu na fitness potomstva nezavisle na vlivu
polyploidie. Do této prace nicméné nebyli kolchicinovani diploidni jedinci z kapacitnich
diivodl zatazeni. Miize byt v§ak podnétem pro dalsi studie.
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7.3. Kapalinova chromatografie a hmotnostni spektrometrie (LC—MS)

Neprekvapivé nejvyraznéjsi odliSeni skupin bylo mozné pozorovat u analyz datasetu
rozdéleného dle recentni fylogeneze (Rejlova ef al., 2021) na tfi skupiny — hlavni sesterska
skupina agregatu U. dioica (tj. U. dioica subsp. subinermis, U. dioica subsp. pubescens, U.
dioica subsp. kurdistanica, U. dioica subsp. sondenii a U. dioica subsp. dioica bez iranskych
rostlin), ,,outgroupova“ skupina U. atrovirens a iranské tetraploidni rostliny (tj. U. dioica subsp.
dioica) (PCA4, LDAS). Nejvice se v ramci analyz od sebe odliSovaly skupiny rostlin U.
atrovirens a hlavni sesterskd skupina agregatu. [ranti tetraploidi se prekvapivé pomérné
vyznamné prekryvali s hlavni sesterskou skupinou, ackoliv byla tato skupina pomoci
molekularnich metod (Rejlova e al., 2021) od ostatnich rostlin hlavni sesterské skupiny
odlisena. Jelikoz procenta vysvétlené variability prvni osou LDA patého datasetu vykazovala
vysoké hodnoty, je pravdépodobné, ze v ramci chemického slozeni jsou si tyto dvé skupiny v
ramci vytipovanych metabolitli podobné (LDA1 93,18 %, %, LDA2 6,82 %). Pro kontrolu byly
iranské rostliny (tj. U. dioica subsp. dioica) srovnany v ramci LDA Sestého datasetu jen s hlavni
sesterskou skupinou (tj. U. dioica subsp. subinermis, U. dioica subsp. pubescens, U. dioica
subsp. kurdistanica, U. dioica subsp. sondenii a U. dioica subsp. dioica bez irdnskych rostlin)
a ani zde nebylo pozorované odliSeni skupin.

V ramci rozdéleni skupin dle taxonomie, kde bylo vymezeno Sest skupin — pét taxonu
spadajicich do hlavni sesterské skupiny agregatu (tj. U. dioica subsp. subinermis, U. dioica
subsp. pubescens, U. dioica subsp. kurdistanica, U. dioica subsp. sondenii a U. dioica subsp.
dioica vcetné iranskych rostlin) a ,,outgroupova® skupina U. atrovirens, byly pozorovany u
hlavnich skupin vyrazné ptekryvy. Pouze taxon U. atrovirens vykazoval naznak odliSeni od
ostatnich rostlin.

Ani pfi rozdéleni jednotlivych poddruhi hlavni sesterské skupiny na skupiny dle jejich odlisné
ploidie, se od sebe cytotypy pfili§ neliSily. U LDA druhého datasetu, kde byly rozliSeny
tetraploidni (tj. U. dioica subsp. dioica v¢etné iranskych rostlin) a vSechny diploidni rostliny
(j. U. dioica subsp. subinermis, U. dioica subsp. pubescens, U. dioica subsp. kurdistanica, U.
dioica subsp. sondenii) spadajici do hlavni sesterské skupiny, spolecné se syntetickou kontrolou
v podobé neotetraploidnich rostlin, dochdzelo k vyraznym ptekryvim. Ptekvapivé ani u
synteticky vytvorené skupiny neotetraploidi nebylo mozné pozorovat odliSeni od skupin rostlin
piirozenych cytotypli, ackoliv bylo v ramci syntetické kontroly (LDA7) potvrzeno jejich
odliSeni od etablovaného pfirozeného tetraploidniho cytotypu (tj. U. dioica subsp. dioica bez
iranskych rostlin — kviili odstranéni ptipadného Sumu; viz Rejlova et al., 2021), které je mozné
pravdépodobné vysvétlit rozdilnym evolu¢nim stafim a s tim souvisejicimi celogenomovymi
zménami (napf. utiSovani geni). Je proto pravdépodobné, ze pri¢inou vysokeé variability v ramci
srovnani (LDA2) by mohla byt velikost datasetu (nejvétsi dataset — 78 jedinct).

U LDA osmého datasetu, kde byly zahrnuty pouze moravské diploidni (tj. U. dioica subsp.
subinermis) a moravske tetraploidni rostliny (tj. U. dioica subsp. dioica), vEetn€ neotetraploidi
a byl tak i odstranén pfipadny Sum v podobé odliSnosti regionii, byl naznak odliSeni
jednotlivych skupin jiz pozorovéan, zejména u syntetickych neotetraploidi. U diploidnich a
tetraploidnich rostlin byl pozorovan ¢aste¢ny piekryv a byly proto srovnany zvIast' v rdmci
LDA tietiho datasetu, ktery vSak obsahoval vSechny piirozené diploidni (U. dioica subsp.
sondenii, U. dioica subsp. subinermis, U. dioica subsp. pubescens, U. dioica subsp.
kurdistanica) a tetraploidni rostliny (tj. U. dioica subsp. dioica vCetn¢ iranskych rostlin). Ani v
ramci této analyzy vSak nebylo pozorovatelné ptili§ vyznamné rozdéleni skupin, prekryv byl
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pomérme veliky. Vysledky vSak nejsou pfili§ prekvapivé, nebot’ v recentni fylogenezi (Rejlova
et al., 2021) v ramci mnohorozmérné morfometriky se také nepodafilo diploidni a tetraploidni
rostliny U. dioica pomoci diskrimina¢ni analyzy od sebe vyznamné odlisit (Obr. 26).

O diploid [ tetraploid

40
|

30

count
20

10

canonical score

Obr. 26 — Histogram diskriminaéni analyzy (mnohorozmérna morfometrika) zobrazuje rozd¢leni 2
cytotypu U. dioica, diploidii a tetraploidd (svétle oranzova plocha=diploidni cytotyp, tmavé Seda
plocha=tetraploidni cytotyp, hnéda plocha=piekryv obou cytotypti). Pievzato z Rejlova er al. (2021).

Naopak na Grovni uméle navozené polyploidie bylo mozné v ramci LDA devatého datasetu
pozorovat odliSeni mezi rostlinami diploidniho a neotetraploidniho cytotypu pomérné vyrazné,
pouze s malym piekryvem. Do srovnani byly zahrnuty z diploidnich rostlin pouze U. dioica
subsp. subinermis, které byly pouzity jako rodicovska generace pro vytvoreni syntetickych
neotetraploidi a odliSeni téchto dvou skupin tak potvrzuje, Ze samotna polyploidizace sama o
sob¢ vyvolala metabolomickou zménu.

Pomoci boxplotd, zobrazujicich tfi slouceniny nejvice pfispivajici k rozdéleni skupin
diploidnich rostlin U. dioica subsp. subinermis a syntetickych neotetraploidii (tj. eskulin,
kyselina kapronova, kvercetin), bylo navic zjisténo, ze s polyploidizaci u nékterych sloucenin
(. kyselina kapronova) doslo k navySeni jejich obsahu a u nékterych naopak ke sniZeni (tj.
eskulin a kvercetin) jejich obsahu (v ramci jinych srovnani boxploty délany nebyly, protoze to
nebylo relevantni pro tuto studii). Nicméné zmény v obsahu sekundarnich metabolitii vlivem
umele navozené celogenomové duplikace jsou cCasto latkové specifické, a proto miize u
nékterych latek dochazet k jejich navyseni, zatimco u jinych k jejich sniZeni. Naptiklad ve studii
o Thymus vulgaris (Homaidan Shmeit et al., 2020) byl pii srovnani diploidnich rodicovskych
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rostlin se synteticky vytvofenymi neotetraploidy s polyploidizaci pozorovan nartist metabolitti
thymol a karvakrol, naopak u cymenu a terpinenu byly pozorovany hodnoty vyssi u diploidi.

Ani v ramci rozdéleni dle geografie hlavni skupiny dle tfi oblasti parového vyskytu jejich
diploidnich a tetraploidnich populaci (Italie, Morava, Finsko) se vyznamn¢ nepodafilo skupiny
od sebe odlisit. U LDA c¢tvrtého datasetu bylo mozné pozorovat pouze vyrazné piekryvy. Je
vsak zajimavé, Ze v ramci skupiny rostlin italské populace byla pozorovatelnd variabilita vyssi
v porovnani s dal§imi dvéma skupinami. Vzhledem k tomu, ze tetraploidni rostliny italské
populace byly sbirany ve vysoké nadmotské vysce (1295 m n. m.), zatimco diploidi vyrazné
nize (320 m n. m.), je pravdépodobné, ze v reakci na odlisné vnéjsi podminky doslo u nékterych
vytipovanych metabolitti ke zméné a zplsobilo tak vyssi variabilitu mezi cytotypy. U populaci
z Finska a Moravy se nadmoftska vyska mista vyskytu diploidnich a tetraploidnich rostlin pfili§
neliSila a variabilita v rdmci metabolitii byla mensi. Naptiklad ve studii Gautam et al. (2019)
byla také pozorovana u U. dioica zména v obsahu sekundarnich metabolitti (fenolické latky) se
zménou nadmoiské vysky. I vzhledem ke snadné ovlivnitelnosti nékterych sekundarnich
metabolitl vnéj$im prostiedim je proto doporucované sjednoceni kultivacni podminek pokusu.

Sekundarni metabolity pravdépodobné mohou i podléhat zménam v reakci na rlizné vnitini jevy
(j. utiSovani genti ¢i jiné genomické zmény). Naptiklad na Girovni celogenomové multiplikace
o¢ividné nekteré z vytipovanych metabolitli (tj. nejvice korelujici metabolit s prvni osou
LDAS3= rutin), vykazuji mezi pfirozenymi cytotypy vys$si variabilitu a analyzované skupiny
naznakem rozliSuji, avSak nelze vyloucit, Ze by tfeba jiné vytipované metabolity skupiny
odlisily jesté lépe. Vystup analyzy LC—MS umoziuje dale pracovat s fadové desetitisici
metabolitl. Vytipovani metabolitii, které by vykazovaly vyssi variabilitu naptiklad 1 mezi
taxony muze byt podklad pro dalsi studie. Nicmén¢ variabilita v datech pfi praci s metabolity
je pomérné Casta. Napiiklad Farag ef al. (2013) také pozoroval variabilitu v rdmci bioaktivity
rodu Urtica, v jin¢ studii (Regalado Gonzalez et al., 2017) byla pozorovana variabilita v ramci
srovnani hexaploidniho (6x) a dodekaploidniho (12x) cytotypu Asparagus maritimus na
kvantitativni 1 kvalitativni irovni zmény obsahu metabolitt (tj. obsah n€kterych metaboliti byl
s polyploidii navySen a nékterych snizen).

Pti préci s nevytipovanymi metabolity (tzv. "untargeted" ptistup) je vyhodné, Ze neni potieba
nijak ptili§ optimalizovat metodiku (jen napt. vybér extraktantu, ktery odpovidé skupindm
metabolitlh v dané rostlin€¢). Metoda LC—MS je Casto pouzivana kvili moznosti prace s celou
fadou skupin metabolitli a je také pomérné rychld a snadnd. V ramci rodu Urtica byla také
napiiklad pouZita ve studii Farag ef al. (2013) nebo piimo u druhu Urtica dioica ve studii
Brahmi-Chendouh ez al. (2021). Mastné kyseliny (z vytipovanych metabolitl v této studii to
jsou: kyselina kapronova, kyselina kaprylova, kyselina palmitova), jsou ¢asto zkoumany také
pomoci plynové chromatografie, jak uvadi napt. Guil-Guerrero et al. (2003) ve studii o Urtica
dioica.

Problémem prace s nevytipovanymi metabolity vS§ak muize byt obrovské mnozstvi nalezenych
MetaboAnalyst (dostupné z: https://www.metaboanalyst.ca/), jako to udélali napt. u Oryza
sativa (Turhadi et al., 2023). V této studii byl ke zpracovani primarnich dat vyuzit sofware
Compound Discoverer 3.3 SP3. Navzdory své multifunkénosti a pomérné ¢asové nendrocnosti
zpracovani dat nenabizi vSak spolehlivou anotaci vSech sloucenin, a ty je proto nutné ruc¢né
anotovat (pomoci databaze jako napt. Lotus — dostupné z: https://lotus.naturalproducts.net/) a
to je pfi praci s takovym mnozstvim metabolitli obtizné.

Rada chemickych praci pii studiu fytometabolitii pracuje proto s vytipovanymi metabolity
(napt. Wongwad er al., 2024). ReSenim vSak muze byt 1 vytipovat z velkého mnozstvi
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nalezenych sloucenin pfistrojem pouze urcity poCet metabolitli a na n¢ se jen zaméfit, jak to
bylo udélano v této praci.

Dalsi nevyhodou softwaru Compound Discoverer 3.3 SP3 je naptiklad omezena konfigurace v
ramci statistickych analyz. Program automaticky vyhotovi analyzy (napi. PCA), ale nenabizi
moznost s nimi nijak vyrazné pozménovat. Data pro deset vybranych metabolita (tj. velikost
oblasti jejich pikli v ramci chromatogramu) byla proto exportovana a dale analyzovana v jiném,
jednodussim statistickém programu, Past.

Podobné¢ jako v jinych fytochemickych studiich, byla data nejdiive pfedbézné analyzovana v
ramci analyzy hlavnich komponent a poté kvili vétsi presnosti vysledki byla jesté analyzovana
pomoci analyzy s vyssi vypovédni hodnotou (v této studii byla pouzita linedrni diskriminac¢ni
analyza). Farag et al. (2013) napftiklad pouzil k ndzorn&jsimu odliSeni skupin rodu Urtica
hierarchickou shlukovaci analyzu.

7.4. Urtica dioica agg.

Navzdory mnozstvi fylogenezi, které vzniklo pro Urtica dioica agg. (Henning et al., 2014;
Grosse-Veldmann ef al., 2016; Rejlova et al., 2019; Rejlova et al., 2021) zistava jeho struktura
stale z velké ¢asti nedotfesend. Hlavni otdzkou ziistdva, zda je udrZzitelny soucasny taxonomicky
koncept jednotlivych poddruhti (tj. U. dioica subsp. subinermis, U. dioica subsp. pubescens, U.
dioica subsp. kurdistanica, U. dioica subsp. sondenii a U. dioica subsp. dioica), které spolehlivé
nebylo mozné od sebe odlisit ani na metabolomické urovni. Je prekvapivé, jak malo se diploidni
poddruhy mezi sebou lisi, pfestoze maji prevazné ostritvkovity reliktni vyskyt, ale také, jak
malo se liSi od tetraploidni sesterské skupiny (Rejlova et al., 2021). Jelikoz dosavadni
biosystematické studie (uzitim napt. morfometriky a sekvenovani Hyb-Seq — Rejlova et al.,
2021), v€etné 1 této metabolomické, naznacuji, ze souCasny taxonomicky koncept neodpovida
realné struktute tohoto Siroce pojatého agregatu, je pravdépodobné, Ze by mél byt tento koncept
mozna znovu revidovan.

Kromé poddruhil v rdmci hlavni sesterské skupiny, nékteré fylogeneze nedokazaly rozlisit v
ramci agregatu ani dalSi skupiny, jako napt. U. kioviensis. Autofi nékterych fylogenezi
vysvétluji jako diivod netispéchu molekularnich metod rozlisit skupiny v rdmci agregatu napf.
genovy tok (Rejlova et al., 2021) nebo opakovanou polyploidizaci.

Naprtiklad Grosse-Veldmann et al. (2016) zahrnuje na zakladé¢ molekuldrnich markerd do
euroasijské skupiny U. dioica agg., v€etné samotné U. dioica (bez U. dioica subsp. cypria) také
U. kioviensis. Zatazeni U. kioviensis do okruhu U. dioica potvrzuje na zadkladé¢ kombinované
metody molekularnich analyz a analyzy obsahu sekundarnich metaboliti 1 jedina
chemotaxonomie rodu Urtica (Farag et al., 2013). Oddéleni U. dioica subsp. cypria od U. dioica
potvrzuje na zaklad¢ odlisné velikosti genomu 1 napft. fylogeneze Rejlova et al. (2019), ktera
vSak také vyjima z okruhu U. dioica taxon U. kioviensis. Urtica atrovirens byla potvrzena jako
sesterska skupina okruhu U. dioica studii Grosse-Veldmann et al. (2016), coz potvrzuje i na
urovni velikosti genomu Rejlova ef al. (2019) a v ramci chemotaxonomie i Farag et al. (2013).
V recentni fylogenezi (Rejlova et al., 2021) byla na zaklad¢ molekularnich analyz vymezena z
hlavni sesterské skupiny U. dioica agg. (tj. U. dioica subsp. sondenii, U. dioica subsp. dioica,
U. dioica subsp. subinermis, U. dioica subsp. pubescens a U. dioica subsp. kurdistanica) U.
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dioica subsp. dioica s vyskytem v Iranu. Tato fylogeneze zaroven potvrzuje piibuznost
sesterskych skupin U. atrovirens a U. kioviensis s U. dioica. Tato recentni fylogeneze byla
zohlednéna pti vytvareni designu prace, U. kioviensis vSak zahrnuta nebyla, a to kviili podezieni
z rozséhlé hybridizace (Urfus et al. unpubl.).

Zamérem prace bylo otestovat vliv polyploidie na obsah sekundarnich metabolitd v agregéatu
Urtica dioica s piihlédnutim také ke vlivu geografie i taxonomie na obsah téchto latek. Vliv
polyploidie ani geografie na obsah vytipovanych sekundarnich metaboliti v rostlinach
jednoznacné potvrzen nebyl. Je pravdépodobné, Ze na rozdilném metabolomickém slozeni mezi
taxony agregatu ma nejvetsi vliv jejich fylogeneticka pribuznost. Na druhou stranu se vSak jasné
ukazal rozdil pti srovnéni diploidnich rostlin a z nich vzniklych syntetickych tetraploidi, takze
samotna polyploidizace na slozeni sekundarnich metaboliti vliv ma.

7.5. Budouci sméry

Tato prace muze slouZit jako pfedbézna studie, zkoumajici metabolomiku slozit¢ho agregatu U.
dioica a zahrnuje i rozsahly soubor dat, na kterém se da dale pracovat. Byla by naptiklad vhodna
anotace metabolitl nalezenych v ramci softwaru Compound Discoverer pro pokrocilé analyzy.
Analyza sekundarnich metaboliti by mohla byt provedena i v rdmci jiného programu, ktery
nabizi vice moznosti oproti sou¢asnému softwaru Compound Discoverer, naptiklad MZmine
(postup zpracovani dat je mozné Cerpat z: Mutabdzija et al., 2024).V navazujicich pracich by
bylo také vhodné se vice soustiedit na vytipovani zkoumanych metabolitl, tak aby byly mezi
druhy co nejvic variabilni. Pro pfehlednéjsi statistické analyzy by také mohly byt pouzity
(dostupné z: https://www.metaboanalyst.ca/). Nasledujici studie by se také mohly soustfedit ve
veétsi mife na kvantitativni studium metabolitl, napiiklad zjistit i kolik obsahuje dané skupina
rostlin vytipovaného metabolitu.
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8. Zavér

Cilem této diplomové prace bylo zodpoveédét nasledujici otazky:
1. Lisi se cytotypy Urtica dioica agg. na Grovni slozeni sekundarnich metabolitt?

2. Ma synteticky neotetraploidni cytotyp srovnatelné slozeni sekundarnich metaboliti s
pfirozenymi tetraploidy?

3. Souvisi slozeni sekundarnich metabolitl s odlisnou geografii a/nebo taxonomii?

Vysledky této prace naznacuji, Ze rostliny zahrnuté do hlavni skupiny (tj. U. dioica subsp.
subinermis, U. dioica subsp. pubescens, U. dioica subsp. kurdistanica, U. dioica subsp.
sondenii a U. dioica subsp. dioica) Siroce pojatého agregatu U. dioica si jsou velmi blizce
pribuzné nebot’ ani na metabolomické urovni se je mezi sebou nepodafilo nijak vyznamné
odlisit. Potvrzuji tak recentni fylogenezi tohoto agregatu (Rejlova et al., 2021).

Ackoliv zjevné existuji metabolity (tj. nejvice korelujici znak s prvni osou LDA3= rutin), které¢
souvisi s naznakem odliSeni rostlin diploidniho a tetraploidniho cytotypu U. dioica, neni
vylouc€eno, ze vytipovanim metabolitl, které patii do jinych funkénich skupin by bylo mozné
variabilitu v ramci srovndni skupin snizit. Tato prace vSak byla koncipovéna pouze jako
pfedbézna studie a poskytuje tak prvni data na trovni komplexniho metabolomu rostlin U.
dioica agg. urena pro dalsi vyzkum.

Vliv duplikace genomu na obsah sekundarnich metabolitii byl vSak v této praci potvrzen na
urovni syntetickych neotetraploidii v ramci odliSeni od diploidnich rostlin rodi¢ovské generace
U. dioica subsp. subinermis. Bylo také potvrzeno, Ze se od sebe na metabolomické urovni
odlisuji rostliny pfirozenych tetraploidl od neotetraploidu.

Zda se, ze oba cytotypy U. dioica agg. neni mozné rozliSit na metabolomické urovni ani
vzhledem k odli§né oblasti vyskytu jejich parovych populaci (jih, stied a sever Evropy). Ani
mezi jednotlivymi taxony nebylo mozné v ramci analyz pozorovat naznak odliSeni.

JelikoZ dosavadni fylogenetické studie, vCetné 1 této metabolomické, naznacuji, Ze soucasny
taxonomicky koncept neodpovida redlné struktufe tohoto Siroce pojatého agregatu, je
pravdépodobné, Ze by mél byt tento koncept mozné znovu revidovan.
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10. Priloha

Tab. 13 — Primarni matice dat se vS§emi vzorky a pfislusSnymi hodnotami 10 vybranych metabolitti, vzor
tabulky pripravené k analyze v softwaru Past (83 vzorkl rozdéleno do 10 skupin podle taxonu, vcetné
neotetraploidi; nelogaritmované hodnoty).

black 1 |1 ]0,001 3274852 915432 0,001 473665 0,001 | 937646 0,001 257738 0,001
black 1 [2 |146419 13563782 | 2865629 | 1429502 0,001 0,001 | 1150452 | 0,001 1128175 | 0,001
black 1 |3 ]0,001 2294345 2098976 | 0,001 870256 195725 | 542782 0,001 179885 0,001
black 1 [4 |371959 10953816 | 2698502 | 1989430 0,001 190619 | 312062 213738 | 925556 0,001
black 1 [5 ]69994 5886753 1343812 | 47737 0,001 224115 | 371434 161158 | 465002 0,001
blue 2 |6 10,001 3420361 141745 138224 0,001 179688 | 103342 155774 | 261171 0,001
blue 2 [7 10,001 160846171 | 182520 945435 0,001 240487 | 1431091 | 327728 | 14417397 | 512755
blue 2 [8 10,001 122967070 | 249651 893805 0,001 255979 | 18113439 | 3249621 | 10524646 | 440084
blue 2 [9 10,001 34130787 | 0,001 385616 0,001 256116 | 5130488 | 161830 | 2752664 | 136096
blue 2 10123950 91919451 | 338094 0,001 1177592 | 243834 | 3836808 | 367893 | 7913752 | 365350
blue 2 [11]0,001 2975300 67194 103630 0,001 206480 | 5483852 | 101448 | 218737 0,001
blue 2 (120,001 45113767 | 0,001 676516 0,001 168386 | 1742892 | 267286 | 3630516 | 299302
blue 2 [13]0,001 43470281 | 0,001 706860 0,001 0,001 1361428 | 0,001 3415026 | 278770
blue 2 (140,001 49098287 | 182062 725586 0,001 0,001 | 2879855 | 2656991 | 4000258 | 638912
blue 2 [15]0,001 57286935 | 402607 677891 1440122 | 219797 | 987917 185079 | 4472857 | 386233
orange |3 [ 16| 95584 72629423 | 130962 694287 0,001 205959 | 246225 1766927 | 6465976 | 293381
orange |3 [ 1798343 160223360 | 489285 1766459 0,001 176917 | 1517118 | 1846609 | 14993286 | 864024
orange |3 [ 180,001 5576806 0,001 0,001 0,001 211272 | 2350005 | 1292089 | 434835 0,001
orange |3 |19]0,001 683450 94190 0,001 0,001 205355 | 1747802 | 436935 | 0,001 0,001
orange |3 |20 0,001 9773702 79300 250982 0,001 201197 | 812393 0,001 749860 77740
orange |3 |21]0,001 53202248 | 73851 200713849 | 0,001 213974 | 2395509 | 142750 | 4544141 | 254611
orange |3 |22 0,001 2239388 0,001 0,001 0,001 237552 | 9412882 | 775093 | 162987 0,001
orange |3 |23]0,001 13145793 [ 2989527 | 677112 0,001 199350 | 1584891 | 0,001 1013581 | 0,001
orange |3 |24 0,001 0,001 95299 0,001 0,001 199435 | 466265 1809883 | 0,001 0,001
orange |3 |25]0,001 217159382 | 1062423 | 0,001 193890 209630 | 607685 495221 | 19811959 | 989064
yellow |4 |26 0,001 26318822 | 151222 727547 0,001 198422 | 491799 203169 | 2278794 | 150143
yellow |4 |27]0,001 6072911 142992 144929 185057 214821 | 955577 0,001 517092 0,001
yellow |4 |28 83155 19032854 | 383436 0,001 596235 193942 | 775439 0,001 1613571 | 0,001
yellow |4 290,001 1544397 132087 12725853 | 0,001 190609 | 0,001 947245 | 121234 0,001
yellow |4 |30 0,001 30802948 | 370575 180801 428494 191266 | 0,001 327615 | 2527851 | 348922
yellow |4 [31]0,001 12734703 | 1666934 | 0,001 0,001 0,001 | 384231 0,001 1003148 | 0,001
yellow |4 |32 105925 3331245 444982 754768 0,001 204411 | 580089 0,001 269149 73549
yellow |4 [33]0,001 1253950 0,001 179133 0,001 175099 | 233261 916702 | 0,001 0,001
yellow |4 | 340,001 12164575 | 0,001 882948 0,001 207587 | 100723 193602 | 959239 262669
yellow |4 | 350,001 103162594 | 0,001 1032465 0,001 228357 | 825844 1998278 | 8859937 | 385242
green |5 [36 270292 146972489 | 2044674 | 0,001 1869551 | 217787 | 2119728 | 1826145 | 14529738 | 717008
green |5 [37]138193 80145674 | 933437 0,001 944880 193076 | 600744 2397440 | 7474086 | 1612248
green |5 | 38222307 40745900 | 1058603 | 728466 1582636 | 174413 | 102182 204482 | 3562073 | 262008
green |5 |39]269703 328368018 | 1120876 | 0,001 980331 249345 | 259846 681991 | 33255974 | 2228752
pink 6 [40]0,001 21790648 | 875559 583511 0,001 199410 | 1526428 | 0,001 1915362 | 166045
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pink 6 |41]0,001 78827143 | 2421798 | 0,001 3232693 | 281276 | 1562195 | 0,001 7369456 | 463445
pink 6 420,001 25197410 | 184523 0,001 0,001 186262 | 18097537 | 381058 | 2199937 | 108355
pink 6 430,001 15568311 | 0,001 329890 0,001 193366 | 2448780 | 202240 | 1266147 | 108820
pink 6 [44]0,001 7899127 0,001 136751 0,001 189407 | 149383 0,001 627999 0,001
pink 6 450,001 46926895 | 163733 0,001 0,001 157461 | 1727366 | 269259 | 4130608 | 310890
pink 6 46112708 151686217 | 467171 0,001 0,001 222864 | 24660908 | 403151 | 13722523 | 1060574
pink 6 (470,001 11863886 | 99092 388375 863001 176780 | 1544048 | 0,001 903786 0,001
pink 6 |48]0,001 14286226 | 85962 232777 0,001 186362 | 138275 222370 | 1090211 {0,001
purple |7 |49 0,001 19980030 | 2468032 | 468398 0,001 190626 | 106417 904404 | 1773846 | 181511
purple |7 |50 | 241104 83938921 | 5851868 | 2337862 248411 194605 | 101255 347455 | 7702495 | 117906
purple |7 |51 | 94388 36438302 | 3544418 | 672200 0,001 192403 | 485052 361211 | 3266932 | 198842
purple |7 |52]0,001 16928281 | 748616 109498 0,001 272973 | 2759724 | 156066 | 1382042 | 0,001
purple |7 |53]0,001 17773280 | 1632508 | 401410 0,001 223849 | 1457444 | 0,001 1519545 | 0,001
purple |7 | 540,001 1251347 754572 0,001 0,001 156827 | 2108842 | 925640 | 89544 0,001
purple |7 |55]0,001 86233304 | 304237 0,001 0,001 176518 | 245883 206104 | 7381103 | 552165
purple | 7 |56 | 346350 197375759 | 1355901 | 0,001 847947 194331 | 94506 562488 | 17992252 | 914248
purple |7 | 570,001 241185152 | 222535 1400761 0,001 0,001 | 123406 2802531 | 21754000 | 885489
purple |7 | 580,001 20797529 | 107533 0,001 0,001 176821 | 750140 0,001 1622345 | 389623
fuchsia | 8 [ 59 | 0,001 5005990 1281741 | 151424 0,001 187605 | 755148 179688 | 414843 0,001
fuchsia | 8 [ 60 | 0,001 254981167 | 3017456 | 0,001 511763 175031 | 449831 0,001 25535880 | 3779302
fuchsia |8 [ 61 | 0,001 34762223 | 1609314 | 536593 0,001 194304 | 384570 106357 | 3088114 | 164802
fuchsia |8 [ 62 | 0,001 476059 1048939 | 0,001 234701 168568 | 0,001 808734 0,001 0,001
fuchsia |8 [ 63 | 0,001 187801527 | 4129860 | 263665 2031219 | 194084 | 94354 0,001 18249335 | 2416166
fuchsia | 8 | 64 | 0,001 93844058 | 3232247 | 688319 1255706 | 233592 | 0,001 0,001 8573247 | 499797
fuchsia | 8 [ 65 | 0,001 6588957 5560335 | 0,001 0,001 199002 | 1434158 | 1401999 | 530746 0,001
fuchsia | 8 [ 66 | 0,001 103732488 | 10913197 | 0,001 330558 165104 | 0,001 0,001 9509915 | 433685
fuchsia | 8 [ 67 | 0,001 1686494 151907 904284 385679 220920 | 1413610 | 0,001 1465924 | 188924
fuchsia | 8 [ 68 | 0,001 96698124 | 2047673 | 845227 0,001 203662 | 835987 2375771 | 0,001 766934
maroon | 9 | 69| 0,001 21799104 | 1639525 | 0,001 0,001 237908 | 569461 0,001 1928415 | 385065
maroon | 9 | 70| 0,001 124722586 | 985893 0,001 0,001 229529 | 7392276 | 0,001 12156581 | 2030506
maroon | 9 | 71| 0,001 50011254 | 0,001 0,001 159301 221942 | 395822 327867 | 4509626 | 546555
maroon | 9 | 72 0,001 5247877 752281 520862 0,001 223569 | 566935 443636 | 421631 257404
maroon | 9 | 73] 0,001 9912192 397819 1291335 83950 218081 | 209129 379502 | 850955 160087
red 10| 74 | 0,001 76936709 | 233838 5665413 1469191 | 196894 | 222718 224701 | 7395838 | 438906
red 10 750,001 80577208 | 406885 15864528 | 1199187 | 190580 | 583729 0,001 7699200 | 329577
red 10 76 | 0,001 18576619 | 237157 2650702 0,001 225715 | 403851 0,001 1644050 | 244838
red 10 | 77 ] 25198528 | 442019 94147 4780563 871164 244477 | 845462 194375 | 0,001 0,001
red 10 | 78 1 0,001 86247742 | 0,001 9709333 0,001 224438 | 404654 1869208 | 8287089 | 1088997
red 10 [ 791 0,001 392138 168443 0,001 1466020 | 189835 | 923437 635715 | 0,001 0,001
red 10 [ 80 | 0,001 68211283 | 443145 7958108 11270930 | 215292 | 654726 4059458 | 6330490 | 516412
red 10 | 810,001 48190621 | 192733 5828008 1766551 | 258744 | 2696737 | 149145 | 4410536 | 596415
red 10 | 82 | 42756218 | 95776567 | 116179 10241520 | 2876088 | 164493 | 0,001 303283 | 9137702 | 717892
red 10 | 83 | 22795226 | 1876824 0,001 4435605 0,001 0,001 1266593 | 145648 | 151243 0,001

67




PC2 (16,36%)

-3.001
-3.751
PC1 (22,57%)
Obr. 27 — Ordinace 10 slou¢enin k PCA1.
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Obr. 28 — Ordinace 10 slou¢enin k PCA2.
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Obr. 29 — Ordinace 10 sloucenin k PCA3.
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Obr. 30 — Ordinace 10 slou¢enin k PCA4.
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Obr. 31 — Ordinace 10 slouc¢enin k PCAS.
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Obr. 32 — Ordinace 10 slou¢enin k PCA6.
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