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Uvod

Jedna z hypotéz o pfiinach invazniho Sifeni chrastice rakosovité v USA je, ze
podobné jako u rakosu obecného, doslo k opakovanym introdukcim druhu z Evropy anebo
hybridizaci introdukovanych genotypti s ptivodnimi. Cast tohoto mezikontinentalniho
genového toku je zesilen produkci kultivard Phalaris v Minnesoté. Dusledky téchto vymeén
maji vyznamny dopad na fizeni invaznich plodin pochazejicich z obou kontinentl. Pfedchozi
studie potvrzuji jen minimalni morfologickou heterogenitu mezi péstovanymi a puvodnimi
(divokymi) formami chrastice rakosovité. U Phalaris arundinacea jsme analyzovali genetické
podobnosti a rozdily mezi populacemi v USA (Minnesota) a v Ceské republice. Pomoci ISSR
markertt byl porovnan rozsah genetické¢ variability v nativnich a invaznich populacich.
Ukazalo se, ze komer¢ni genotypy se vyskytuji napfi¢ celym spektrem invazivnich genotypt,
coz poukazuje na pomérn¢ Castou vymeénu genli mezi picninarskymi, okrasnymi a ptivodnimi
populacemi v USA.

Rod Myriophyllum je vyznamny hlavné kvili svym invaznim druhdm, které mély
vzdy zvlastni postaveni, protoze na nich mohl byt v redlném case sledovan prabch
ekologickych a evolu¢nich zmén. Ve stfedni Evropé je zastoupen tfemi ptivodnimi druhy (M.
spicatum L., M. alterniflorum a M. verticillatum) a dvéma nepivodnimi druhy
severoamerickym M. heterophyllum a jihoamerickym M. aquaticum. M. spicatum spolu s M.
heterophyllum a M. aquaticum patii mezi vyznamné invazni rostliny, které svym agresivnim
ristem zplUsobuji mnoho problémt predev§im v Severni Americe. Disertacni prace se zabyva
hodnocenim role polyploidizace v procesech vedoucich k invaznimu charakteru n¢ktery druha
rodu stolisteki (Myriophyllum) na tzemi USA, cytologickym a popula¢né-genetickym
srovnanim nativnich (Eurasie) a invaznich populaci (USA) stolistku klasnatého (M. spicatum)
a stanovenim moznych ,,pooli“ genetické a cytotypové variability invaznich populaci a
zhodnocenim vyuzitelnosti jednoduchého stanoveni velikosti genomu pifi taxonomickém
uréovani klasickym morfologickym postupem nezataditelnych rostlin, ¢imz by doslo k
vyraznému zlevnéni a zefektivnéni biomonitoringu invaznich stolistkli a tedy i1 ndrokd na
management jeho invaznich populaci.

Invazni chovani

Invaze nastava, pokud je druh bud’ timysIn¢, nebo ndhodou zavle¢en mimo ptuvodni
oblast vyskytu, a v novém prostfedi se uspéSné §ifi na ukor plivodnich populaci (PysSek a
Tichy 2001; Lockwood 2007). Invazni rostliny jsou tudiz neptivodni druhy rostlin, které jsou
po introdukci do nového prostiedi schopné samostatné reprodukce (Schneider et al. 2010).
Tyto rostliny jsou konkurenceschopné, mivaji intenzivni fotosyntézu a metabolismus, vynikaji
zdroje, rychle se mnozi a vytlacuji tak ptvodni rostliny (Ehrenfeld 2003; Liao et al. 2008).
Vedou k celkové biotické homogenizaci (Winter et al. 2009). Casto jim také napomaha
skutec¢nost, ze nejsou v novém prostiedi predatofi Ci parazité, ktefi by jejich rist a Sifeni
piirozené omezovali, chybi zde bioticky odpor (Richardson et al. 2000; Simberloff a Von
Holle 1999). Invaze maji vyrazny dopad na rozsifeni vnitrodruhové genetické diverzity
nativnich 1 impaktnich organismi. Leger a Rice (2003) poukazuji na to, Ze ze populace
kazdého druhu je geneticky a fenotypove variabilni ve svém piirozeném arélu, nejsou
neménné a neustale se prizplsobuji prostiedi, ve kterém se nachdzeji. Tudiz se invazni
uspésnost rozhoduje na Urovni populace, nikoliv druhu. Velkoplo$nd invaze muze také
zapficinit fragmentaci ptuvodniho biotopu (Estades a Temple 1999; Schmidt a Whelan 1999).
Vznikaji tak mensi izolované ostrivky, které jsou nevhodné pro velké druhy, mohou hostit jen
mensi pocet jedinci resp. druhtl, a pokud jsou od sebe pfili§ vzdaleny, mohou vést k lokalni
extinkci nékterych (meta)populaci nebo druhti (Estades a Temple, 1999, Schmidt a Whelan,



1999). Naproti tomu Spyreas et al (2009) zastd nazor, ze nékteré zavlecené¢ druhy mohou
zvysit lokalni druhovou diverzitu a vytvofit vhodné podminky pro nové druhy. Interagujici
druhy spolu Casto existuji v prostorové strukturovanych populacich, kde probihd koevoluce
ruznou rychlosti, vedouci k riznym druhtim adaptaci. Neptivodni druh musi rychle reagovat
na nové abiotické a biotické podminky, stejn¢ jako se u nativnich vyviji odpovéd’ na nové
prichozi. Zda se, Ze bioticka rezistence by mohla urCovat invazni uspésnost ¢i selhani
(Simberloff a Von Holle 1999). Nelze opomenout i geografickou expanzi pivodnich druhi,
ke které muze dojit v disledku lidského plisobeni na jejich ptivodni habitat (Sakai et al 2001).

Invaze maji také souvislost s globdlnim oteplovanim, které umoziiuje druhiim
(Dukes a Mooney 1999). Kvili pfesuntim (rozsifovani arealu) druhti do vyssich nadmoiskych
vysek a na sever, klesa hojnost téchto druhti na jihu a v nize polozenych oblastech (Kelly a
Goulden 2008). Druhy, které se nerozsiti dal na sever ¢i do vyssich poloh, jsou nachylnéjsi
k vymieni v disledku zmensSovani jejich piirozeného arealu a jeho obsazovani nové se
Sificimi druhy (Wilson et al. 2005). V souvislosti s invazemi by nemél byt opomijen i fakt, ke
kterému dochazi sekundarné, v dasledku zavleceni primarniho invazniho organismu, tzv.
»invasion metltdown.” V tomto ptipadé¢ dochazi ke snaz$i invazi naslednych impaktt
v disledku mutualistickych interakci s prvnim zavleCenym a ndardstu tlaku na nativni
ekosystém (Simberloff a Von holle 1999). Zaroven synergicka interakce mezi ,,uto¢niky*
muze vést k urychleni dopadl na piivodni ekosystémy.

Dulezita je vSak 1 klasifikace a hodnoceni neptivodnich druhti, kde se ¢asto setkdvame
s mylnymi pojmy. Setkdvame se sméSovanim a zaménou pojmi jako neofyt, druh neptivodni
(s ptirozenym rozsitenim) a invazni (PySek et al. 2008). Problémem je i fakt, Ze terminem
»invazni*“ se nékdy mylné oznacuji i v soucasnosti se $ifici druhy pivodni. Piestoze mohou
mit podobny negativni dopad jako druhy nepiivodni, zdsadné se li§i stabilnimi nikami
historicky formovanymi dlouhodobou rovnovahou s pfirozenymi neptateli. Navic byvaji
nékdy za invazni oznafovany jen ty druhy, které maji negativni dopad na biodiverzitu ¢i
hospodatskou ¢innost lidi (napt. dle definice [UCN).

Popula¢ni genetika invaznich druht

Populace je soubor vSech jedincii stejného druhu, kteti ve stejném Case existuji na
stejném misté a navzdjem si vymenuji genetickou informaci. Dale uvaZzujeme, Ze jedinci se
mezi sebou mohou volné¢ kiizit a pochdzi ze stejného predka. Idedlni populace, je populace
panmikticka (Snustad et al. 2009).

Jak jiz z ptedchoziho vyplyva, v nékterych piipadech je lepsi pohlizet na problematiku
invadujicich druht do druhii mistnich a obracené, diky hybridizaci ndm dévaji vznik novym
genotyptm a fenotypovym variacim.

Prosperujici invazni organismy ptichazeji do nového habitatu jiz dobie ptipravené a je
to dano, bud’ podobnosti sekundarniho aredlu s primarnim, ¢i schopnosti rychlé reakce na
podminky a néaslednou rychlou adaptaci na né (Bock et al. 2015). Invazni GspéSnost definuje
pocet jedinct, ktefi proniknou do nového prostiedi a intenzita, s jakou se to déje (Lockwood
et al. 2009). Zakladajicich jedincti v nové populaci je jen maly pocet a a pievazuje u nich
nizka genetickd variabilita, kterd je zplisobena ,,efektem zakladatele* ¢i ,,bottleneck efektem.*
Atraktivnim paradoxem je, jak se tyto zdanlivé chudé populace mohou stit invazné
uspésnymi? Odpovéd’ hledejme v hybridizaci, polyploidizaci, zménach struktury a velikosti



genomu (Beck 2015). Mezi dalsi aspekty ménici se rliznorodosti zivota, které populacni
genetika studuje, a které naopak variabilitu zvySuji, mohou patfit mutace, které¢ v prabéhu
Casu vytvaii nové alely, nebo tok genti Takovy tok miize nastavat i mezi rliiznymi druhy
(Hartl, 2010).

Dlugosh a Parker 2008 vychazeji z domnénky, ze zakladni hnaci silou invazi neni
zdrojovymi genotypy. Tuto tezi potvrzuje ve své praci i Koneény et al. (2013), ktery
myslenku doplituje o fakt, kdy potencidlné UspéSny geneticky material vznika nejCastéji
smichanim odliSnych zdrojovych populaci, mezidruhovym, ¢i vnitrodruhovym kiizenim a
pravé tento pooling vede k vy$Simu stupni diverzity. Avsak toto kfizeni miize vést
k homogenizacim populaci a ztraté¢ lokalnich adaptaci (Stroffer 1999). Dulezitou evolu¢ni
silou pfi invazich je tedy selekéni tlak, zplsobeny napiiklad genetickym driftem, ci
hybridazaci vedouci ke genetickym zménam a zménam ve fenotypovych projevech (Clegg et
al. 2002).

Hybridizace a polyploidizace

a/ Hybridizace

Hlavnimi mikroevoluénimi mechanismy generujicimi variabilitu v populacich jsou
polyploidie a hybridizace. Spolu s diverzitou v reprodukénich mechanismech (a zejména
apomixii) umoznily vzniknout celé fad¢ blizce piibuznych taxont.

Ukazuje se, ze hybridizace u rostlin je jednou z hybnych sil evoluce biodiverzity na
Zemi (Wissemann 2007). Dle Hegarty a Hiscock (2005) mtze hybridni speciace prob&hnout
dvéma zptsoby: homoploidni speciace zahrnuje hybridizaci, kdy mé vznikly kiizenec stejny
pocet chromozomu jako jeho rodicovské druhy, zatimco allopolyploidni speciace probihd
vétsSinou v pripadé, kdyz ma ktizenec lichy pocet chromozomu a je tim ohrozen spravny
rozchod chromozomu do gamet. Hybrid tento problém fesi zdvojenim chromozomové sadky,
tedy polyploidizaci nebo zpétnym kiizenim s jednim z rodic¢ovskych druhi (tzv. introgrese).

Nové€ vzniklé kiiZzence miizeme povaZovat za druhy aZz ve chvili, kdy se reprodukéné
izoluji od rodi¢ovskych druhi — at’ uz ekologicky nebo geneticky (Ungerer et al. 1998). Tyto
vyhody mohou stat za evolu¢nim tspéchem invaznich rostlin (Ellstrand and Schierenbeck
2000).

Ellstrand and Schierenbeck (2000) se ve své praci zabyvaji myslenkou, zda se invazni
rostliny jiz invaznimi ,,rodi* nebo se invaznimi teprve stavaji. Hybridizace mohla podpoftit
vznik invaznich rostlin néckolika zplsoby: zvySenim genetické variability pomoci
rekombinace, vznikem novych genotypi s novymi kombinacemi alel, zbavenim se
genetického zatiZeni izolovanych ¢i malych populaci nebo zafixovanim heterozniho efektu
(Ellstrand and Schierenbeck 2000). Pokud se hybridizace udala mezi druhy, které se dokazi
mnozit klonaln¢, heterozni efekt mize vést k rychlému Sifeni neplivodnich druhd na ukor
rodi¢ovskych (Thum and Lennon 2006), jako je tomu u mnohych vodnich rostlin (napf. Ayres
et al. 2004).

b/ Polyploidizace

Dal8im moznym néstrojem vzniku invazniho chovani je polyploidizace. Polyploidie je
genomova multiplikace, kdy se v somatickych bunikidch urc¢itého organismu nachazeji vice nez
dvé identické sady chromozomt. Polyploidie je velice ¢asta zejména v rostlinné fisi, kde byva
povazovana za jednu z hlavnich hnacich sil evoluce. Kvalifikované odhady ukazuji, Ze 2—4 %
veskerych speciacnich udalosti u kvetoucich rostlin je mozné pfipsat pravé genomové
duplikaci (a jde tedy o viibec nejcastéjsi mechanismus sympatrické speciace. Podle zplisobu
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vzniku byvaji tradiéné rozliSovany dvé zdkladni kategorie polyploidi: autopolyploidi
vznikajici zdvojenim poctu chromozomii v ramci jednoho a téhoz druhu a allopolyploidi, ktefi
kombinuji geneticky materidl minimaln¢ dvou rtiznych rodi¢ovskych druhi (v jejich evolucni
historii tedy nezbytnou ulohu hraje mezidruhova hybridizace). Zdvojeni poctu chromozomt
se projevuje prakticky na vSech urovnich biologické organizace. Univerzalnim efektem byva
zvétsSeni bunék a s nim souvisejici zmény povrchu a objemu. Ty se nasledné projevuji
zménami v intenzit¢ metabolickych procest. Polyploidi proto zpravidla byvaji robustnéjsi nez
jejich diploidni ptibuzni. Vykazuji vSak pomalejsi ontogenetické procesy a pozd¢jsi kveteni.
Zdvojeni poc¢tu chromozom s sebou Casto ptinasi i zmeény v reprodukénich charakteristikach,
napf. polyploidi obecné¢ vykazuji vétsi podil samoopylovani a Casto se rozmnoZzuji
apomikticky (vytvareji semena bez oplozeni a vznikli potomci jsou geneticky zcela shodni s
mateiskym jedincem). Neziidka polyploidi osidluji Sirsi rozpéti ekologickych podminek,
byvaji konkurencné zdatnéjsi a odolnéjsi vuci riznym patogentim. Z genetického hlediska
vykazuji polyploidni druhy vétsi variabilitu (vétsi podil polymorfnich lokust, vice alel na
lokus atd.) a jsou méné nachylni ke snizovani genetické diverzity v disledku ptibuzenského
kiiZzeni. Napf. pfi samospraSeni heterozygotniho diploida bude plna polovina jeho potomkil
homozygotnich, zatimco u tetraploida to bude jen o néco malo pres 5%. K poklesu ptivodni
genetické variability na 1% kvili pfibuzenskému kfiZzeni sta¢i u diploidnich organismt 7
generaci, naproti tomu u tetraploidii nastane stejny stav za 27 generaci a u hexaploidi
dokonce az za 46. Duplikované geny navic mohou slouzit jako ,,experimentalni* material pro
evoluci. Jedna ¢ast gend bude zajistovat funkce nezbytné pro pieziti organismu, zatimco u
jejich kopii mize dochdzet k mutacim, které nakonec mohou vést az k rozriznéni a
specializaci pro nové funkce (Suda 2010).

Hypotézy a cile disertacni prace
Hypotézy:

e LiSi se nativni a invazni populace chrastice a stolistkli velikosti genomu a trovni
cytotypové variability?

e Je vinvaznich populacich mensi rozsah genetické variability v disledku ,.efektu
zakladatele*?

e Je mozZné vyuzit molekuldrni analyzu/markery pro hodnoceni rozsahu genetické
variability?

Cile:
e Stanovit velikost genomu a polidni urovén v populacich stolistku pomoci metody
pratokové cytometrie.
e Provést analyzu molekuldrnich markert a vyhodnotit rozsah genetické variability ve
sledovanych populacich chrastice a stolistku.



Phalaris arundinacea L. jako vyznamna invazni mokradni rostlina v Severni
Americe

Chrastice rakosovita, Phalaris arundinacea L. je rozsifena po celém svété, s vyjimkou
Antarktidy a Gronska. Centrum rozmanitosti tohoto rodu je ve Stfedomoii. Zastupci rodu
Phalaris se vyskytuji na vlhkych stanovistich od nizsich poloh az do alpskych nadmotskych
vysek (Andersson, 1997). Celkem je znamo asi 22 druhti, které najdeme hlavné v mirném
patii: P. arundinacea, P. aquatica, P.canariensis, P. amethystina, P. angusta, P.
brachystachys a P. minor (Baldini, 1995).

Phalaris arundinacea je kultivovana jako krmna a okrasna plodina v mirnych
oblastech, Siroce vyuzivana pro stabilizaci / sanaci pidy, V kofenovych Cistirnach a v posledni
dobé¢ i jako zdroj biomasy (Lavergne a Molofsky, 2004, Lewandowski et al., 2003; a Hansson,
2001; Rice a Pinkerton, 1993; Sheaffer a kol., 2008).

V poslednich letech doslo k masivnimu §ifeni P. arundinacea po celé Severni Americe
a v soucasné dobé se vyskytuje ve 43 staitech USA a Kanady (Kercher & Zedler, 2004). P.
arundinacea piedstavuje vyznamnou hrozbu pro pivodni mokifadni vegetaci a je
klasifikovana jako Skodlivy cinitel v deviti stitech USA (Lavergne& Molofsky, 2004).
Predpoklada se, ze tyto agresivni populace pochazeji z Evropy (nebo jsou evropského
puvodu).

Geneticka variabilita planych a kultivovanych populaci Phalaris arundinacea L. v
USA a v Ceské republice

Analyzovali jsme genetické podobnosti a rozdily mezi populacemi v USA (Minnesota)
a v Ceské republice. Pomoci ISSR jsme stanovili potencialniho genovy toku pro tuto rostlinu.
Kultivary a divoké genotypy byly rozptyleny do dvou skupin, které se piekryvaji. Nejméné 4
sady divokych americkych genotypti se liSi od evropskych protéjskti a mohou pochdzet ze
Severni Ameriky. Distribuce kultivard, souvisejici s evropskymi typy nebo pochazejici z
evropskych typtl, zptsobuje michani genetickych informaci severoamerickymi druhy. Cést
tohoto mezikontinentalniho toku a vymeény je zesilena produkci kultivard Phalaris v
Minnesoté. Dusledky téchto vymén maji vyznamny dopad na fizeni invaznich plodin
pochézejicich z obou kontinent.

Sbér rostlinného materidlu prob&hl v roce 2012 na izemi Minnesoty (USA). Vzorky
byly sbirany podél Sesti fek. Ctyfi z vybranych fek (St. Croix, Mississippi, Minnesota, Des
Moines) patii k povodi Golfského zalivu, dvé feky (Red River of the North, Roseau) usti do
jezera Lake Winnipeg, patficiho do povodi Hudson Bay. Do pokusu jsme zahrnuli 13
severoamerickych odrid pofizenych ve formé semen z Germplasm Resources Ministerstva
zemedelstvi USA nebo USDA-GRIN. Pro simulaci stejnych podminek jsme vyuzili 110
eskych planych genotypd sesbiranych podél Sesti hlavnich fek Ceské republiky (Berounka,
Dyje, Labe, Luznice, Orlice a Vltava). Dalsi plané genotypy byly ziskany z vyzkumného
sttediska Zubii. Do analyz byly zahrnuty i komeréni okrasné kultivary Ceské Republiky.
Geneticka variabilita byla hodnocena pomoci markert ISSR. Geneticka struktura byla
vypocitana pomoci STRUCTURE verze 2.3.4, Bayesovského clusteringového algoritmu.

V populacich Phalaris v Minnesoté se kultivované a divoké genotypy se utvotily do
odd¢€lenych skupin, které se vyznamné prekryvaly. Nejméné 4 sady divokych genotypl v
USA jsou nejvice odlisné od evropskych protéjskti a jako takové by mohly pochazet ze



Severni Ameriky. Budou zapotiebi dalsi prace, které dokladaji ptivod. Pfesto prodej krmnych
odrid, ktery souvisi s evropskymi typy nebo pochazezi z evropskych typi, nadale zpusobuje
genetické michani s americkymi druhy. Cast tohoto mezikontinentalniho toku a vymény se
zhorSuje produkci osiva krmiv Phalaris v Minnesoté, ktera se prodava jak v Severni Americe,
tak v Evropé. Zatimco ocekavani, ze péstovani krmiv / okrasnych rostlin by mélo mit
podobnou genetickou upravu s divokymi populacemi napii¢ kontinenty (kvili omezenému
genetickému vybérovému tlaku u této krmné a okrasné plodiny). Dopady téchto zjisténi mayji
vyznamné disledky pro producenty krmiva, manazery a chovatele.

Fenotypova a genotypova variabilita v ¢eskych picninach, okrasnych a divokych
populacich Phalaris arundinacea L.

V puvodnich studiich nebyly zjistény zadné fenotypové rozdily mezi rostlinami
jednotlivych kontinentli; genetické analyzy byly kontroverzni. V rdmci stiedni Evropy,
zejména v Ceské republice, neni znamo, zda jsou divoké genotypy a kultivary geneticky a
fenotypicky podobné. Cilem této studie bylo srovnani komer¢nich krmnych a okrasnych
kultivart prodavanych v Ceské republice s divokymi genotypy pochazejicimi z ptivodnich
populaci podél velkych ceskych fek a charakterizovat rozsah fenotypovych a genetickych
variaci.

V metodice jsme nésledovali postup uvedeny v pfedchozim ¢lanku. Hodnotili jsme
zde jesté¢ fenotypovou varianci. Po zazimovaci fazi jsme od kazdého pokusného vzorku
oddélili 12 odnozi, které jsme rozmistili ndhodné do kadi a udrzovali jsme je takto ve
venkovnim prostfedi. U vSech rostlin pravidelné v tydennich intervalech méfili vySku rostlin
(méfeno jako délka nejdelSiho listu na nejdelSim stéble v trsu) a $itku trsu (méteno jako Sitka
jsme u vSech rostlin zjistovali v tydennich intervalech pocet vyhonii, abychom zjistili
dynamiku ristu a expanze jednotlivych genotypl. Pocet vyhonll se urcoval vlastnim
pocitanim vyhonii. U téch genotyptl, které v dob¢ trvani kultivace vykvetly, jsme zjistovali
morfometrické charakteristiky kvetoucich stébel. Stébla byla odebirana ve fenologické fazi
metani, postupné, jak vykvétala a to odstifihnutim na trovni péstebniho substratu. Na kazdém
odebraném stéble byly zjiStovany tyto morfometrické charakteristiky: 1) bazalni primér, 2)
celkova délka (od baze az po vrchol kvétni laty), 3) pocet kolének, 4) pocet listli na stéble.
zjiSténa 1 hmotnost suSiny. V poloviné zafi jsme kultivaci ukoncili. U vSech rostlin byly
vyjhodnocena velikost listové plochy, hmotnost nadzemni a podzemni biomasy. Statisticky
jsme vyhodnocovali za pouziti postupu obecného linedrniho modelu (GLM) pro
jednorozméma nebo opakovana méfeni ANOVA ve Statistical Package for the Social
Sciences version 22 (SPSS; Universtiy of Chicago, 2013). Genotypova variance byla
hodnocena pomoci markert ISSR, Geneticka struktura byla vypoctena pomoci algoritmu
Bayesian cluster algoritm STRUCTURE, verze 2.3.4.

Pii hodnoceni fenotypovych rozdili mezi planymi populaci CR/ USA a kultivary
CR/USA nedoglo k vyznamému odliseni méfenych znaki. Aviak pii méfeni vzniklé biomasy,
vykazovaly americké populace znacny nartst. U evropskych genotypt byla detokovand nizsi
podzemni ¢ast. U variant Picta (GFP-2) a Luteopicta (GFL-4), by mély téméf stejné poméry
kofeni / vyhonkli. Mohlo by to znamenat spoleny sestup z jediného mutanta. Dva
nerozliSené genotypy mély pomér kofenti / vyhonkid piiblizné na trovni 1,0 (BE-3 z
Berounky, OR-1 z Orlice) - zachycené u variant Picta a Luteopicta. Vzhledem k tomu, Ze
vétSina nerozriznénych kultivard vzacné kvete a roste pomaleji nez neSifrované druhy,
nadzemni 1 podzemni rast téchto Ctyf genotypl je téméf totozny. Zatimco pomalejsi tempo



rastu by bylo nezaddouci pro krmivo, mohlo by vSak byt prospésné pro napravu s cilem snizit
Siteni. Hodnoty Ceskych divokych a kultivovanych genotypii ukazuji mnohem Sirsi rozlozeni
poméru kotenli / vyhonkt, coz vede k domnénce, ze evropské typy mohou produkovat vétsi
biomasu nez invazivni severoamerické typy. Nekteré dal§i fenotypové znaky pro vSechny
rostliny nemohly byt pouzity k vyznamnému rozliSovdni mezi fekami nebo kultivary
(populacemi), genotypy a jejich interakci. Z téchto vyse zminénych divoda je nutné zaclenit
molekularni markery za tcelem diference genetickych rozdili a rozliSovéani klondlnich smési
v centralni Evropé a USA. Pomoci pfistupu ANOVA a STRUCTURE bylo mozné odhalit
genetickou strukturu analyzovanych genotypll, rozliSovat mezi kultivovanymi a divokymi
genotypy a poprvé potvrdit fundamentalni genetické rozdily mezi ¢eskymi kultivovanymi a
divokymi genotypy. Na zdkladé molekularnich analyz byly odmitnuty testované hypotézy, ze
nedoslo k vyznamnym genetickym rozdilim mezi populacemi ¢eskou divokou Phalaris na
vSech fekach a mezi ¢eskymi kultivovanymi rizné pestrobarevnymi typy. Jedinou hypotézou,
kterou jsme nedokazali odmitnout, bylo, Ze mezi ¢eskymi kultivovanymi a divokymi druhy
nebyl zaddny vyznamny rozdil. Interpopulacni geneticka variace je velmi vysoka, ale
intrapopulacni variabilita byla vyssi, coZ vedlo k neschopnosti rozpoznat genetické rozdily
mezi fekami. Ceska Phalaris vykazuje vyznamné vysoké Girovné genetické diverzity, pfi¢emz
vétSina z nich je v populaci, Casto pfipisovand vysokym hladindm genového toku. Chrastava
byla jedinou vyjimkou z genetickych rozdili mezi ¢eskou kultivovanou a divokou populaci,
kterd se shlukovala spolu s ¢eskymi divokymi genotypy shromazdénymi podél fek. Je to
prekvapivé, protoze tato odriida se liSila pouze ve dvou fenotypovych rysech, coz naznacuje,
ze vétSina markertt ISSR nekdduje skryté fenotypové rysy. Genovou uniformitu prokazovali
ceské okrasné kultivary, ziejmé v disledku mezipopulacniho klonovani béhem doby, kdy
v CR byl nedostatek okrasnych plodin.

Myriophyllum L., invazni vodni rostlina v Severni Americe

Jednou z vyznamnych skupin invaznich rostlin zasadnim zplsobem ovliviujicich
ekosystém sladkovodnich tokl a nadrzi je rod Myriophyllum. Rod Myriophyllum L. (stolistek)
zahrnuje piiblizné 68 druhi vzdjemné si velmi podobnych vodnich rostlin bylinného
charakteru nalezejicich do c¢eledi Haloragaceae (zrnulovité). Tim se fadi k druhové
nejbohatsim rodim vodnich core eudicots. Rod Myriophyllum je vyznamny hlavné kvuli
svym invaznim druh@im, které mély vzdy zvlastni postaveni, protoZe na nich mohl byt v
realném cCase sledovan prubéh ekologickych a evolu¢nich zmén (Moody & Les 2007b; Moody
& Les 2010). Ve stifedni Evropé je zastoupen tiemi ptuvodnimi druhy (M. spicatum L., M.
alterniflorum a M. verticillatum) a dvéma nepivodnimi druhy, severoamerickym M.
heterophyllum a jihoamerickym M. aquaticum. M. spicatum spolu s M. heterophyllum a M.
aquaticum patii mezi vyznamné invazni rostliny, které svym agresivnim rstem zptsobuji
mnoho problémil predevsim v Severni Americe (Newman & Welling, 2004). Neni to vSak
pouze invaznost, ktera dé&la tento rod tak pozoruhodnym. Vykazuje velmi vysokou
fenotypovou plasticitu, kterd zna¢né znesnadiiuje urovani jeho zastupcti do druhu. Posledni
vyzkumy navic naznacuji, Ze mezi nékterymi druhy muze probihat ki¥izeni, které dava
vzniknout hybridiim v nékterych ohledech invaznéj$im nez samotné rodi¢ovské druhy. Nejen
proto by mély byt fadné studovany faktory ovliviiujici GspéSnost invaznich rostlin v
obsazovani novych lokalit. Jednim ze zasadnich faktord miZze byt i polyploidie, ktera ve
svétle predchozich studii nabizi zcela novy pohled na problematiku stolistki. Diky uziti
kombinace metod pritokové cytometrie a genetickych analyz je mozné odhalit, jestli existuji



smiSené populace jednotlivych druhii, zda mezi nimi probihd hybridizace a jaké ekologické
zékonitosti jsou s tim spojené.

Navzdory intenzivnimu vyzkumu zamétfeného na invazni aspekty stolistkli se jen
naprost¢é minimum praci vénovalo problematice polyploidie a jejiho vlivu na invaznost
rostlin, pfestoze v jejich zZivoté hraje polyploidie vyznamnou roli. Velké ¢ast druhii je ploidné
uniformni a cely rod Myriophyllum ma zatim potvrzeno 5 ploidnich urovni (diploidni,
triploidni, tetraploidni, hexaploidni a nonaploidni), variabilita ve velikosti genomu je zna¢na a
az na vyjimky je 1 druhovée specifickd. Presto vSak nebyl u téchto hybridnich jedinct zkoumén
potencionalni vliv polyploidie na invaznost. Nejen proto pifedstavuje rod Myriophyllum
idealni skupinu pro komplexni studium procest hybridizace i polyploidizace a také dopadu
téchto procest na rozsifeni a invazni potencidl jednotlivych druhit (Moody & Les 2002).

Geneticka a cytogeneticka variabilita evropskych a severoamerickych populaci
stolistkil

Zjisténa variabilita velikosti genomu se pohybovala v rozmezi 0.41-2.66 pg. Nejmensi
hodnota byla zjisténa u diploidniho taxonu M. humile naopak nejvétsi velikost genomu byla
zaznamenana u nonaploidniho M. sibiricum. Tento rozdil ve velikostech genomu je az
6.5 nasobny, zatimco rozdil ploidii je 4.5 nasobny. U velikosti genomu pfepocteného na jednu
sadku chromozému (monoploidni velikost genomu, 1Cx hodnota) se variabilita pohybuje v
rozmezi od 0.16 pg u oktoploidniho M. aquaticum po 0.32 pg u triploidniho M. ussuriense,
coz ¢ini dvojnasobny rozdil. Jakkoliv by vyse uvedeny trend svadél k zavéru, Ze se zvysujici
se ploidii klesd monoploidni velikost genomu (“genome downsizing”), ve skutecnosti jde
spise o vyjimku druhu M. aquaticum, ktery ma nejmensi genom. Je ziejmé, Ze se zvétSujici se
ploidni urovni roste i velikost genomu, s vyjimkou vétSiny oktoploidli a mensi skupiny
hexaploidii. Tyto odchylky jsou zpuisobeny pravé enormné malou velikosti genomu obou
cytotypt M. aquaticum ve srovnani s ostatnimi druhy.

M. spicatum z USA ma signifikantné vétsi genom nez evropské populace, tento fakt
formuloval v roce 1996 Rejmanek, kdy tvrdil, Ze ze invazivni Sifeni mize korelovat s rozdily
ve velikosti genomu. Pokud se podivame na 1Cx hodnoty, podobny trend se da vysledovat i u
M. sibiricum. Zaroven je patrné, ze M. spicatum je ve velikosti genomu zna¢né variabilni jak
v USA (kde to miize byt ¢asteéné zpusobeno hybridizaci s M. sibiricum, variabilita 11,6 %),
tak i v Evropé, kde se patrné s ni¢im nekiizi (variabilita 10,6 %).

Lze zatim jen spekulovat, co vedlo ktomu, ze maji americké (introdukované)
populace vétsi genom. M. spicatum bylo v USA poprvé zaznamenano v r. 1881(Couch a
Nelson, 1985) pii usti feky Potomac River do zatoky Chesapeake Bay ve Virginii. Dlouhou
dobu se zde mnozilo, avSak nikam se neSifilo, az na pfelomu 50. a 60. let 2. stoleti druh
zaznamenal raketovy boom a béhem par let byl druh zaznamenan prakticky vsude (Prandl,
pers. comm.). To jisté bude souviset s tim, ze Ameri¢ané zacali vice cestovat a pouzivat
motorové ¢luny ale i velmi silné hurikany, které obratily proud fek.

Domnivame se, ze hybridizace M. spicatum s pivodnim druhem M. sibiricum je
natolik bézna, Ze Cisté M. sibiricum je v hustéji zalidnénych oblastech jiz vzacné, tyto nase
domnénky potvrzuje i Moody & Les, 2002. V poslednim roce se podafilo ziskat vzorky ze
Svédska, kde byla nalezena smiSend populace 6x a 9x M. sibiricum spole¢né s 6x M.
spicatum. Tato oblast v Evropé se potencionalné jevi jako velmi zajimava z pohledu moznosti
vétsiho vyskytu takto smiSenych populaci a moznosti nalezu hybridi obou druhti.

Nelze vsak vyloucit moznost zavleCeni hybridnich rostlin z parapatrickym ¢i
sympatrickym vyskytem obou druhti i na jihovychod USA, a proto by bylo tieba ovétit tento



piedpoklad také molekularnimi metodami. Vétsi velikost genomu M. spicatum v Severni
Americe maze byt zpusobena introdukci malého poctu rostlin z evropského arealu s vyssi
velikosti genomu a jejich naslednym vegetativnim Sifenim po celém severoamerickém
kontinentu. Zuellig & Thum (2012) dokladaji, Ze druh M. spicatum byl do Ameriky
introdukovan nejméné¢ dvakrat, coz znamena, Ze introdukované rostliny by musely
pravdépodobné pochazet ze stejné geografické oblasti.

Domnivame se, stejné¢ jako Moody & Les (2010), ze hybridizace M. spicatum
s pivodnim druhem M. sibiricum je natolik bézna, Zze ¢isté M. sibiricum je V hustéji
zalidnénych oblastech jiz vzacné. Morfologicky nejcistsi populace M. sibiricum, které mély
(nepiekvapiveé) také nejvetsi genomy ze vSech, jsme vid€li v odlehlych horskych jezerech
Washingtonu a Oregonu a na San Juan Islands (kde jako bariéra funguje mofe a taky velmi
Clenity reliéf ostrovil). To byly morfologicky zcela odlisné rostliny, které by se M. spicatem
Sly splést jen stézi (Prancl, pers. comm.).

Na pocatku projektu byla domnénka, Ze variabilita ve velikosti genomu rodu
M. sibiricum je v USA dana hybridizaci M. spicatum a M. sibiricum, kdy je jiz prakticky
nemozné najit ¢isté M. sibiricum. Naproti tomu v Evropé, byl sledovan obdobny trend, ale
nebyla rozpoznana zadna populace s potencionalnimi hybridy. Diky rozsifeni stavajicicho
datasetu o severské sbéry se podafilo odhalit ploidni heterogenitu v evropskych populacich
stolistku sibifského (M. sibiricum). Zatimco v piedchozich analyzach byla detekovana pouze
ploidni variabilita mezi americkym a evropskym M. sibiricum, kdy americky druh je
hexaploid a evropsky nonaploid. Nyni jsme odhalili evropskou populaci, kde se vyskytuji oba
tyto cytotypy . Jiz diive se uvazovalo o potencialni hybridizaci druhtt M. spicatum a
M. sibiricum. Tato hybridizace s nejvétsi pravdépodobnosti ovliviiuje jak invazni trend
rostliny, tak i evoluéni zmény ve velikosti genomu. Hybridizace téchto druhii byla zatim
prokazana pouze na lokalitach Spojenych stati americkych (Sturtevant et al. 2009). Na
zéklad€ cytomerickych analyz jsme schopni nyni signifikantné odliSit zainteresované druhy
V ramci jejich velikosti genomu, obsahu DNA v somatickych bunkach.

Europe North America

Krabicovy diagram znazoriujici rozdily v 2C hodnotach velikosti genomu u M. spicatum (Evropské a
Americké populace).

Hlavnim pfinosem cytometrickych analyz je vsSak fakt, ze jsme na jejich zakladé schopni
odlisit druhy M. sibiricum a M. spicatum ve vSech detekovanych ploidnich stupnich a popf.
rozpoznat i jejich hybridni formy. Druhy M. sibiricum a M. spicatum maji jednu z nejvétsich
monoploidnich velikosti genomu a zaroven nejvétsi rozsah zjisténych hodnot v evropskych a
severoamerickych populaci; vymykaji se tudiz pravidlu ohledné snizovani Cx hodnot se
zvySujici se ploidii (Leitch& Bennett, 2004).

Vsechny piedpokladané ploidni trovné u vSech taxont byly potvrzeny pocitanim
chromozémli Vv roztlakovych preparatech (provedeno Terezii Manddkovou, CEITEC,
Masarykova univerzita, Brno) a cytometrické vystupy tak byly standardizovany. Na zakladé
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téchto dat bylo stanoveno celkem 5 ploidnich trovni: diploidni (2n = 14), tetraploidni (2n =
28), hexaploidni (2n = 42), oktoloidni (2n = 56) a nonaploidni (2n = 63).

Myriophyllum spicatum 167-12 Myriophyllum laxum x heterophylium FL34-13  Mricshim sauaticom A3
(2n=6x=42) (2n=2x=14)
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Mitotické chromozomy nabarvené DAPI, mé& itko = 10pm

Vnitro a mezidruhovéa hybridizace byla sledovana pomoci analyzy cp DNA a ITS
analyzy. Byla provedena sekvenace vybranych useki. Celkem vbylo sekvenovéno 650
vzorkd, pticemz 447 sekvenci (223 z Evropy a 234 z USA) bylo nasledné pouzito
v alignmentech. Ostatni sekvence bylo nutné resekvenovat, kvili Spatné kvalité ¢teni. Jako
nejvariabilnéj$i a nejvhodnéjsi k rozliSeni jednotlivych hybridii u chloroplastovych tsekt byl
vybran region trnL-F vymezeny primery ,,c* a ,,f*“(trnLc 5" CGAAATCGGTAGACGCTACG
37, trnLf 5" ATTTGAACTGGTGACACGAG 3') dle Taberlet et al. (1991), a dal$i dva tseky
podle Shaw et al. (2005, 2007). U jaderné DNA byl zvolen lokus ITS s univerzalnimi
primery ITS1 a ITS4 (ITS1 5° TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3%, ITS4 5’
TCCTCCGCTTATTGATATGC 37). U problematickych vzorkGi byl pouzit namisto
univerzalniho primeru ITS1, specificky primer stolistkll ITS1myrio
(5"GCGGAAGGATCATTGTCGAAZ3") eliminujici potencialni kontaminace podle Thum et
al., 2011 a univerzalni primer ITS4 dle Soltis and Kuzoff (1995).

Na koncenzu fylogenetického stromu pro Neibour-joining analyzu pro druh
M. Spicatum je jasné vyliSeni 3 skupin pomoci primeru pro jaderny lokus ITS1. Doslo zde
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k celkovému vymezeni izolovanych Severoamerickych populaci, napt. jako v praci Wu et al.,
2015. Ve stfedovém pasmu nalezneme stiedoevropské populace. Ttreti skupinou jsou vzorky
z intakni zony severovychodni ¢asti USA, kde doslo K pfitazeni vzorkd ze Skandinavie. Toto
zjisténi nam zavdava domnénku o potenciondlnim prvnim zaneseni tohoto rodu do USA.
Uvadi se, ze M. sibiricum hybridizuje s M. spicatum (Moody & Les 2002), coz dosud nebylo
zkoumano v souvisloti s ploidni heterogenitou a v takovém arealu, jaky jsme pokryli my
spojenim vysledkt studovanych rostlin z diive ziskaného a této disertaci. Napovida nam to o
potencionalni vnitro i mezidruhové hybridizace tohoto druhu, ktera mtize ovliviiovat invazni
charakter rostlin. Moody & Les (2002) Tuto domnénku potvrdili, kdyz v n¢kolika jezerech v
severovychodnich Spojenych statech odhalili kiizence M. spicatum x M. sibiricum. K¥izenci
vykazovali morfologické znaky na pomezi rodi¢ovskych druhli. Moody & Les (2002)
naznacili, Ze

objeveni tohoto kiizence by mohlo ovlivnit budouci management pfti boji s M. spicatum.

[~ NOR7-4_spicatumSCAN
Gudena_2-3_spicatumEl

MyT3_A1_spicalumEy

100]

picatumSCAN

L sw_19-6_spicatumSCAN

Koncenzus Neighbor-Joining tree for ITS locus of nuclear DNA in M. spicatum, genetic distance - Tamura Nei,
1000 replicates

Dtlezitym vystupem analyzy molekularné-genetickych analyz je zfetelné odliSeni skupiny
evropskych a americkych populaci; vnitini diferenciace skupiny evropskych vzorkil a
skandindvskych populaci.
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Zaver

Dulezitym vystupem analyzy ISSR markerd Phalaris arundinacea je zjisténi, ze

rozsah genetické variability u vzoki z Minnesoty (kultivart i vzorkli z invaznich populaci a
extenzivnich ploch) je o cca 10% nizsi nez- li je tomu u Ceského materidli. U skupiny
Ceského materiald doSlo ke zietelnému odliSeni skupiny planych genotypu a skupiny
zahradnickych kultivarti a picninadiskych genotypii. V piipadé genotypli z Minnesoty nebylo
patrné tak zretelné odliSeni picninarskych kultivar od rostlin z populaci chrastice podél fek.
Jednim z divodd je i1 mensSi celkovy rozsah genetické variability ve srovnani s Ceskymi
vzorky. Pfi celkovém porovnani ¢eskych a Minnesotskych vzorkii chrastice rakosovité doslo
k rozliSeni souboru genotypli do dvou hlavnich shlukii. Prvni obsahuje zahradnické a
picninafské genotypy Ceské. Do druhého byly pfifazeny genotypy z nativni a invaznich
populaci véetné picnindiskych kultivarG z Minnesoty. V ramci druhého shluku se pak
genotypy z Minnesoty seskupily do jedné kompaktni skupiny v disledku nizké genetické
variability tohoto souboru.
Odrida Chrastava byla jedinou vyjimkou z genetickych rozdilti mezi ¢eskou kultivovanou a
divokou populaci, kterd se shlukovala spolu s ¢eskymi divokymi genotypy shromazdénymi
podél tek. Je to prekvapivé, protoze tato odrida se liSila pouze ve dvou fenotypovych rysech,
coz naznacuje, ze vétSina markerii ISSR nekdduje skryté fenotypové rysy. Genovou
uniformitu prokazovali cfeské okrasné kultivary, ziejmé& v disledku mezipopula¢niho
klonovani béhem doby, kdy v CR byl nedostatek okrasnych plodin.

Cytotypova heterogenita byla zjisténa u populaci M. heterophyllum, kde byly determinovany
dva cytotypy (ploidni Grovné): 2x a 3x. Sympatricky rist diploidnich a triploidnich cytotypl
se vyskytl u jedné populace M. pinnatum. U dvou populaci M. aquaticum v Evropé
(Mad’arsko) by také zaznamenan vyskyt vice cytotypt v populaci (6x a 8x), zatimco ostatni
evropské a vSechny populace v S. Americe byly oktoploidni. Cytotypova neuniformita byla
zjisténa i u druhu M. sibiricum. Na pocatku projektu byla postavena hypotéza, ze variabilita
ve velikosti genomu rodu M. sibiricum je v USA dana hybridizaci M. spicatum a M.
sibiricum, kdy je jiz prakticky nemozné najit Cisté populace M. sibiricum. Naproti tomu v
Evropé, byl sledovan obdobny trend, ale nebyla rozpoznana zadna populace s potencionalnimi
hybridy. Podatilo se odhalit ploidni heterogenitu v evropskych populacich stolistku sibifského
(M. sibiricum). Zatimco v pfedchozich analyzach byla detekovana pouze ploidni variabilita
mezi americkym a evropskym M. sibiricum, kdy americky druh je hexaploid a evropsky
nonaploid. Nyni jsme odhalili evropskou populaci, kde se vyskytuji oba tyto cytotypy Jiz
diive se uvazovalo o potencialni hybridizaci druhd M. spicatum a M. sibiricum. Tato
hybridizace s nejvétsi pravdépodobnosti ovliviiuje jak invazni trend rostliny, tak 1 evolucni
zmény ve velikosti genomu. Hybridizace téchto druh byla zatim prokazédna pouze na
lokalitach Spojenych stath americkych. Veskeré tyto zjisténi podporuji hypotézu o vyssi
invaznosti polyploidl. Polyploidni druhy se mezi invaznimi druhy vyskytuji castéji nez druhy
diploidni. Jejich vyS8i uspéSnost muze byt dana vétsi variabilitou gent, ziskanou
polyploidizaci a ptipadnymi genovymi subfunkcionalizacemi.

Velikost genomu (2C) se pohybovala v rozmezi od 0,41 pg u diploidniho M. humile
(2n = 14) do 2,66 pg u nonaploidniho M. sibiricum (2n = 63). Tato zji$téni svéd¢i o podrobné
studii kompozice cytotypi. Pomoci karyologickych analyz doSlo k potvrzeni pocetu
chromozom ve vSech zastoupenych druzich.

Na zakladé molekularni analyzy jsme nyni schopni rozpoznat rozdily mezi primarni a
sekundarni oblasti vyskytu. Kompletni diferenciace nastala v piipadé hexaploidniho M.
sibiricum z jedné heterogenni populace shromazdéné ve Svédsku. Vzorky ze Svédska
dominuji v rozdilu a jejich velikost genomu se piekryva s populacemi shromazdénymi ve
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Spojenych statech. Tento nahled by ndm mohl fici vice o invazivnim S$ifeni této rostliny z
Evropy. Toto zjisténi nas piivadi na myslenku teorie rozsifeni tohoto rodu do USA ze stfedni
Evropy.

Z dosavadnich vysledki mé prace by nemeélo byt piisuzovano invazivni chovani
americkych populaci rozdilim v kopiich genomu, ale spiSe adaptaci na nové prostiedi na
urovni genti. Navic nepovazuji ziejmy rozdil ve velikosti genomu za zakladni faktor
masivniho Sifeni, a to i pfes ur¢ity posun smérem k vy$§imu mnozstvi DNA v invazivnich
populacich v Severni Americe. Budouci vyzkum bych sméfovala spise na roli
enviromentalnich a ekologickych faktorti, které by mohly umoznit invazni rist stolistkll/ ¢i
chrastice i jejich ktizencu.
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