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Abstrakt

Jedna z hypotéz o pfi¢inach invazniho Sifeni chrastice rakosovité v USA je, ze
podobn¢ jako u rakosu obecného, doslo k opakovanym introdukcim druhu z Evropy anebo
hybridizaci introdukovanych genotypt s ptvodnimi. Cést tohoto mezikontinentalniho
genového toku je zesilen produkei kultivart Phalaris v Minnesoté. Dusledky téchto vymén
maji vyznamny dopad na management invaznich plodin pochézejicich z obou kontinentt.
Ptedchozi studie potvrzuji jen minimélni 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 markerti byl porovnan rozsah genetické variability v nativnich a
invaznich populacich. Ukazalo se, Ze komer¢ni genotypy se vyskytuji napfi¢ celym spektrem
invazivnich genotypli, coZz poukazuje na pomérné¢ castou vyménu genll mezi
picninafskymi, okrasnymi a ptivodnimi populacemi v USA.

Rod Myriophyllum je vyznamny hlavné kvili svym invaznim druhtim, které mély
vzdy zvlastni postaveni, protoze na nich mohl byt v redlném Ccase sledovan pribéh
ekologickych a evolu¢nich zmén. Ve stfedni Evropé je zastoupen tfemi plvodnimi 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 zplisobuji mnoho problémtl piedevS§im v Severni Americe. Disertacni
prace se zabyva hodnocenim role polyploidizace v procesech vedoucich k invaznimu
charakteru n¢ktery druhG rodu stolistki (Myriophyllum) na tzemi USA, cytologickym
a populacné-genetickym srovnanim nativnich (Eurasie) a invaznich populaci (USA) stolistku
klasnatého (M. spicatum) a stanovenim moznych ,,poold* genetické a cytotypové variability
invaznich populaci a zhodnocenim vyuzitelnosti jednoduchého stanoveni velikosti genomu
pifi  taxonomickém urCovani klasickym morfologickym postupem nezafaditelnych
rostlin, ¢imz by doSlo k vyraznému zlevnéni a zefektivnéni biomonitoringu invaznich

stolistkil a tedy 1 narokli na management jeho invaznich populaci.



Klic¢ova slova: Phalaris arundinacea, molekularni variabilita, cytogeneticka variabilita, ISSR

markery, prutokova cytometrie, Myriophyllum L., SSR, ITS



One of the hypotheses about the causes of invasive transmission of Phalaris
arundinacea in the US is, that this species have repeatively introducted from Europe or by
hybridization of the introduced genotypes with the native species. This is the same situation
as Phragmites australis. Part of this intercontinental gene flow is enhanced by the production
of Phalaris cultivars in Minnesota. The consequences of these exchanges have a significant
impact on the management of invasive crops from both continents. Previous studies confirm
only minimal morphological heterogeneity between cultivated and native (wild) forms of
Phalaris arundinacea. In Phalaris arundinacea, we analyzed genetic similarities and
differences between the US populations (Minnesota) and population of the Czech Republic.
The extent of genetic variation in native and invasive populations was compared using ISSR
markers. The occurence of commercial genotypes was observed across the full spectrum of
invasive genotypes, which suggests a relatively frequent exchange of genes among forage,
ornamental, and native US populations. The genus Myriophyllum is mainly significant
because of its invasive species, which have always been in a special position as the course of
ecological and evolutionary changes may be observed in real time. In Central Europe it is
represented by three native species (M. spicatum L., M. alterniflorum and M. verticillatum)
and two non-native species of North American M. heterophyllum and South American M.
aquaticum. Species M. spicatum, together with M. heterophyllum and M. aquaticum, is one of
the most important invasive plants that, due to their aggressive growth, cause many problems,
especially in North America. The main theme of this Ph.D. is the evaluation of the role of
polyploidization in processes leading to invasive character of some species of the genus
Myriophyllum in the USA, cytological and population-genetic comparison of native (Eurasia)
and invasive populations (US) of Myriophyllum spicatum. Moreover, possible "Pools" of
genetic and cytotype variability of invasive populations and evaluation of usability of simple
genome size were determinated in taxonomic determination by classical morphological
procedure of unclassifiable plants, which might reduce the cost and efficiency of invasive

stool biomonitoring and thus the management of its invasive populations.
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Key words: Phalaris arundinacea, molecular variability, cytogenetic variability, ISSR
markers, flow cytometry, Myriophyllum L., SSR, ITS

11



Uvod

Introdukce nepiivodnich druhii rostlin je vSudypfitomny globalnim problém s
negativnimi ekologickymi i ekonomickymi dopady. Zvysujici se pocet invaznich organismu
je odpovédny za celou fadu negativnich jevl jako naptiklad naruSeni funkce
ekosystému, lokalnimu potlaceni az vymizeni druhti, dopad do zemédélské vyroby v podobé
neurody, sniZzeni zasobovani vodou a dokonce poskozeni prumyslovych infrastruktur. Kromeé
dopadu na piirodu (biodiverzitu a ekologické procesy) maji neptivodni druhy vliv na celé
spektrum ekonomickych aktivit (plevele v zemédélstvi, prenaseCi ptivodcii onemocnéni a
Skiideti, Sifeni novych Skodlivych agens, narusovani infrastruktury atd.). Invazni druhy
pfedstavuji vyznamnou a rychle nartstajici hrozbu pro piivodni biologickou rozmanitost po
celém svété.

Pravé zhodnoceni vlivu neptivodnich organismii je klicové s ohledem na stanoveni
priorit ochrany pfirody, managementu stanovist, preventivnich opatieni a karanténnich
opatieni napi. v zemédélstvi. Dulezité je proto v€asné odhaleni invazniho chovéni dan¢ho
druhu a preventivni opatieni. Je daleko snazsi a ekonomicky efektivnéjsi zasahnout proti nové
ptichozim druhiim pfedtim, nez v novém prostiedi zdomacni a ziskaji charakter invazniho
druhu. | z téchto divodu, je tfeba zvySovat povédomi vefejnosti o invazivnich druzich a
nachazet techniky, kterymi vymezime nativni a invazni druhy. Pochopeni mechanismd, které
umoziuji nékterym druhGim stat se invaznimi, je nezbytné pro ur¢eni vhodného zplsobu
managementu, popiipadé likvidaci. Jednou z moznosti, kterd by mohla mit vliv na invazni
uspéch druhu, je jeho genetickd struktura a genetické zaloZzeni znakli podminujicich jeho
invazni chovani. Vyzkum sméfovany do této oblasti by mohl pomoci odhalit pficiny
invazniho chovani a predvidat Sifeni invaznich druhii. Rozsah genetické variability a
genetickd determinace znakl invazniho charakteru mize mit vliv na to, zda se bude druh dale
Sifit. Druhy s velkou genetickou variabilitou ¢i schopné hybridizace mohou byt invazné
usp&sné, protoze mohou vykazovat vys$§i miru plasticity, kterd jim nadale napomaha
pfizplsobit se riznym prostfedim a riznym ekologickym podminkédm. Geneticka struktura
poskytuje nahled do historie druhu, jeho migraci nebo do vztahi mezi jednotlivymi
populacemi. Genetické variabilita, existujici ¢i noveé vznikla vnitrodruhovou nebo vzdalenou

hybridizaci, muize pfispét ke schopnosti druhu Sifit se, zejména pokud je spojena s
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fenotypovymi zménami podporujicimi fitness genotypu. Velkd genotypova diverzita miize
invaznimu druhu proptjcit vyhody. Diky nim mize mit druh rizné odpovédi na rtzné
ekologické podminky.

Pro studium genetické struktury invaznich rostlin, determinaci znakl invazniho
charakteru jsou pouzivany moderni pfistupy a spektrum cytogenetickych, molekularnich a
ekologickych technik. Tyto metodické nastroje pak mohou osvétlit jak celogenomové procesy
(napt. polyploidizace, zmény obsahu DNA, hybridizace, strukturdlni pfestavby genomu)

ovliviuji vlastnosti, které podminiuji invazni chovani zavleCenych druhti rostlin.

Pro svou praci jsem si vybrala dvé modelové skupiny, zastupce mokiadnich a
vodnich ekosystémt. Phalaris arundinacea jako zastupce mokiadni invazni flory a
Myriophyllum sp., jako zastupce vodnich invaznich druhti. Tyto druhy/rody maji spole¢ného
jmenovatele ve formé nativniho aredlu v Evropé€ a invazniho charakteru v sekundarnim aredlu

vyskytu, v Severni Americe.
9

Phalaris arundinacea L., chrastice rakosovita, reedcanary grass, je invazivni a rychle
se Sifici druh, ktery zaujima vhodna mista v pfirozenych ekosystémech a méni povahu
vegetace v invadovanych oblastech. V Severni Americe se vyskytuji jak ve velké miie
invazni, tak 1 v omezeném rozsahu populace nativni. Pfedpoklada se, ze invazivni americké
genotypy ve skuteCnosti vznikly z evropskych okrasnych a zemédélsky vyuzivanych
kultivarti, nebo doslo k hybridizaci mezi plivodnimi americkymi populacemi a kultivovanymi
formami. P. arundinacea pochazi z Evropy. B&zné se vyskytuje i v Ceské republice, ale za
ur¢itych podminek mulZe byt velmi agresivni a rychle se §ifi po vlhkych loukach nebo
okrajich vodnich toktl, coz vede k tvorbé monodominantnich specifickych porostd. Neni
znamo, zda se v agresivité liSi riizné genotypy tohoto druhu. V poslednich letech doslo k
masivnimu rozsiteni P. arundinacea v Severni Americe (v soucasné dob¢ se invazni populace
vyskytuji v 43 americkych statech) a Kanad¢. Cilem disertacni prace byla analyza genetické

variability a porovnani populaci nativnich z Ceské republiky a invaznich z Minnesoty.
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Myriophyllum sp. L., stolistek, watermilfoil, je nejvétsim rodem vodnich rostlin
celedi Haloragaceae. Centrum diverzity a evoluce tohoto kosmopolitniho rodu je Australie.
Determinace a taxonomicka klasifikace stolistkii je znacné problematicka. Jednim ze
zasadnich faktort je cytotypova variabilita populaci a polyploidie, ktera ve svétle piedchozich
studii nabizi zcela novy pohled na problematiku stolistkii. Podle pfedbéznych vyzkumt lze na
zaklad¢ ploidie zjiSténé za pouziti pritokové cytometrie jednoznacné rozlisit stfedoevropské
druhy. Diky tomu je mozné odhalit, jestli existuji smiSené populace jednotlivych druht, zda
mezi nimi probihd hybridizace a jaké ekologické zékonitosti jsou s tim spojené. Zastupci rodu
Myriophyllum jsou i vyznamnymi invaznimi vodnimi rostlinami. Mezi druhy tohoto rodu
zastoupenymi v Severni Americe jsou tfi z nich invazni: M. spicatum, pochazejici
z Evropy, Asie a severni Afriky je zde nejvice agresivni. M. heterophyllum pochazejici
z vychodni ¢asti Severni Ameriky, invazivni v severovychodni ¢asti USA. M. aquaticum je
puvodem ze S. Ameriky, ale stejné jako jiné druhy rodu Myriophyllum se snadno §ifi a tento

druh se stal invazivnim v mnoha oblastech Severni Ameriky.
Cilem disertatni prace byla analyza velikosti genomu a ploidni heterogenity u

nativnich a invaznich populaci a vyhodnoceni genetické variability V analyzovanych

populacich.
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Invazni chovani

Invaze nastava, pokud je druh bud’ umysIn¢, nebo ndhodou zavleCen mimo ptvodni
oblast vyskytu, a v novém prostiedi se tspé$né Siii na tkor ptvodnich populaci (Pysek a
Tichy 2001; Lockwood 2007). Invazni rostliny jsou tudiz neptivodni druhy rostlin, které jsou
po introdukci do nového prostiedi schopné samostatné reprodukce (Schneider et al. 2010).
Tyto rostliny jsou konkurenceschopné, mivaji intenzivni fotosyntézu a metabolismus,
v kompetici o zdroje, rychle se mnozi a vytlacuji tak ptivodni rostliny (Ehrenfeld 2003; Liao
et al. 2008). Vedou k celkové biotické homogenizaci (Winter et al. 2009). Casto jim také
napomaha skutecnost, Ze nejsou v novém prostiedi predatofi ¢i parazité, kteti by jejich rist a
Sifeni ptirozené omezovali, chybi zde bioticky odpor (Richardson et al. 2000; Simberloff a
VVon Holle 1999). Invaze maji vyrazny dopad na rozsifeni vnitrodruhové genetické diverzity
nativnich 1 impaktnich organismi. Leger a Rice (2003) poukazuji na to, ze Ze populace
kazdého druhu je geneticky a fenotypové variabilni ve svém pfirozeném arélu, nejsou
neménné a neustale se prizpusobuji prostfedi, ve kterém se nachdzeji. Tudiz se invazni
uspésnost rozhoduje na urovni populace, nikoliv druhu. Velkoplo$na invaze muze také
1999). Vznikaji tak mensi izolované ostrivky, které jsou nevhodné pro pocetné populace,
mohou hostit jen mens$i pocet jedinci resp. druhti, a pokud jsou od sebe pfilis
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) zasta nazor, ze
nékteré zavleCené druhy mohou zvysit lokalni druhovou diverzitu a vytvofit vhodné
podminky pro nové druhy. Interagujici druhy spolu cCasto existuji v prostorove
strukturovanych populacich, kde probiha koevoluce riznou rychlosti, vedouci k riznym
druhlim adaptaci. Neplvodni druh musi rychle reagovat na nové abiotické a biotické
podminky, stejné jako se u nativnich vyviji odpovéd’ na nové ptichozi. Zda se, ze bioticka

rezistence by mohla urovat invazni Gspésnost ¢i selhani (Simberloff a Von Holle 1999).
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Nelze opomenout ani geografickou expanzi ptivodnich druhd, ke které mize dojit v disledku
lidského ptisobeni na jejich plivodni habitat (Sakai et al 2001).

Invaze maji také souvislost s globalnim oteplovanim, které umoznuje druhim
(Dukes a Mooney 1999). Kvili pfesuniim (rozsifovani arealu) druhti do vyssich nadmotskych
vysek a na sever klesd hojnost téchto druhti na jihu a v niZze polozenych oblastech (Kelly a
Goulden 2008). Druhy, které se nerozsiii dal na sever ¢i do vysSich poloh, jsou nachylnéjsi
k vymieni v dasledku zmensSovani jejich piirozeného arealu a jeho obsazovani nové se
Sificimi druhy (Wilson et al. 2005). V souvislosti s invazemi by nemél byt opomijen ani
fakt, ke kterému dochazi sekundarné, v disledku zavleCeni primarniho invazniho
organismu, tzv. ,,invasion metltdown.“ V tomto pfipadé¢ dochazi ke snaz$i invazi v disledku
mutualistickych interakci s prvnim zavleCenym a narastu tlaku na nativni ekosystém
(Simberloff a Von holle 1999). Zaroven synergickd interakce mezi ,,itocniky* mize vést

Kk urychleni dopadt na piivodni ekosystémy.

Dulezita je vsak i klasifikace a hodnoceni neptivodnich druhi, kde se ¢asto setkdvame
s mylnymi pojmy. Setkavame se sméSovanim a zdménou pojmi jako neofyt, druh nepiivodni
(s ptirozenym rozsifenim) a invazni (PySek et al. 2008). Problémem je i fakt, Ze terminem
»invazni“ se n€kdy mylné oznacuji i vV soucasnosti se §ifici druhy plivodni. Piestoze mohou
mit podobny negativni dopad jako druhy neplvodni, zasadné se 1i8i stabilnimi nikami
historicky formovanymi dlouhodobou rovnovahou s pfirozenymi neptateli. Navic byvaji
nekdy za invazni oznaCovany jen ty druhy, které maji negativni dopad na biodiverzitu ¢i

hospodéiskou ¢innost lidi (napft. dle definice [UCN).
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Mokradni a vodni invazni druhy

Mokiady je mozné najit v aridnich i humidnich oblastech, chladném i teplém
podnebi, podél fek a potoki (luzni lesy, nivni udoli, raselinisté, mokiiny, slatinisté) nebo
podél moiského pobiezi, jako jsou ptimoiska slaniska nebo mangrove (Geist 2006). Jsou
biotopem druhti organismi se specifickymi naroky na charakter prostredi — jak ptaku, savci,
plazii, obojzivelnikd a ryb, tak i fady bezobratlych a také rostlin. Moktady, spolecné
s vodnimi lokalitami, patii mezi tii biotopy s nejvetsi biologickou aktivitou.

Mokiady tvoii 6% zemské souse. Mitsch a Gosselink (1993) uvadi, ze 24% invaznich
rostlin, které jsou povazovany za sve€toveé nejrozSifenéjsi, tvofi druhy vyskytujici se
piedevsim v mokiadech (Zedler and Kercher 2004). Moktady tedy patii mezi biotopy, které
jsou velmi citlivé na invaze (Galotowitsch et al. 1999, Zedler and Kercher 2004, Lavergne
and Molofsky 2004, Lavergne and Molofsky 2006). Invaze poté dokazi snizit pocty
puvodnich druhii, zménit kvalitu a strukturu zivota v mokfadech a zménit cirkulaci vody
(Galotowitsch et al. 1999; Zedler and Kercher 2004; Lavergne and Molofsky 2004; Lavergne
and Molofsky 2006).

Mokftady hraji diileZitou roli v eliminaci zne€isténi, ochrané pfed povodnémi a slouZzi
jako ukryt a misto pro rozmnozovani mnoha druhti zivocichti (Kog 2008). Mezi hlavni funkce
moktadu patii zadrzovani vody v krajin€, a tim ovlivnéni malého vodniho ob¢hu, tlumeni
prib&hu povodni, podpora biodiverzity fauny a flory, pfenos Zivin, fixace uhliku a ukladani
uhliku do sedimentii (Campbell 1999).

Sladkovodni ekosystémy jsou jedny z nejcitlivéjSich ekosystémi, které podléhaji
invazim. Diivodem je jejich ostrovni charakter v krajing, ale 1 ¢asté podléhani atropogennim
faktorim jako je napf. odvodnovéni, regulace tokl-tvorba jezli, spojovani izolovanych
stanovist’ (kanaly-lodni doprava), ¢i jiné krajinné Upravy (Garcia- Berthou et al. 2005).
Invazemi jsou vice postizené moktady v blizkosti zemédélskych ploch a mést v dasledku
stékani vody a sedimentt pravé z téchto mist (Galotowitsch 1999, Zedler and Kercher 2004).
Mokftady, které nejsou primarn¢ zasobeny tokem povrchové vody a nachdzi se ve vyssich

polohach, maji obecné vétsi druhovou diverzitu a jsou témét bez invazi (Zedler and Kercher
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2004). Napt. Dick et al. (2004) zjistili, ze vodni ptactvo upifednostiiuje mokiady, kde

dominuje piivodni vegetace nad témi, které ovladaji invazivni rostliny.

K vytvofeni monokultury invaznich druhti vede zejména disturbance moktadu, ktera
vytvoii mezery (gapy) v dosavadnim vegetacnim krytu a ty mohou byt obsazeny invaznim
druhem (Galowitsch 1999). Existuje nékolik moznych zpusobi, jakymi se invazni rostliny
Sifi a rozptyluji v nové oblasti. Patii mezi né zamérné vysazovani (na pici, medonosné
rostliny, okrasné ucely), regulace eroze ¢i celosvétovy obchod. Tyto vSechny aspekty mohou
poskytnout prtilezitost pro invazni druh rostlin (Lavergne and Molofsky 2004). Vysazeny druh
musi vykazovat dostate¢nou genetickou variabilitu a fenotypovou plasticitu (Baker 1974).
Zménou morfologické, reprodukéni a fyziologickych reakci se mohou invazni druhy rozsifit.
Morfologickd plasticita invaznich druhl pfispiva k pteziti nahlych zmén v prostiedi a
piizptisobeni se novym podminkam v sekundarnim arealu vyskytu (Lavergne and Molofsky
2004).
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Populaéni genetika invaznich druh(

Populace je soubor vSech jedinci stejného druhu, kteii ve stejném case existuji na
stejném misté a navzajem si vymeénuji genetickou informaci. Dale uvazujeme, ze jedinci se
mezi sebou mohou voln¢. Idealni populace je populace panmikticka (Snustad et al. 2009).

Jak jiz z ptedchoziho vyplyva, v nékterych ptipadech je lepsi pohlizet na problematiku
invadujicich druhii do druhit mistnich a obracené, diky hybridizaci ndm davaji vznik novym
genotypiim a fenotypovym variacim.

Prosperujici invazni organismy pfichazeji do nového habitatu jiz dobie ptipravené a je
to dano bud’ podobnosti sekundarniho arealu s primarnim, ¢i schopnosti rychlé¢ reakce na
podminky a naslednou rychlou adaptaci na né¢ (Bock et al. 2015). Invazni Gspé$nost definuje
pocet jedinct, ktefi proniknou do nového prostiedi a intenzita, s jakou se to déje (Lockwood
et al. 2009). Zakladajicich jedincti v nové populaci je jen maly pocet a a pfevazuje u nich
nizkd  geneticka  variabilita,  kterd je  zplsobena  ,efektem  zakladatele*
¢i ,,bottleneck efektem.” Atraktivnim paradoxem je, jak se tyto zdanlivé chudé populace
mohou stat invazné GspéSnymi? Odpovéd’ hledejme v hybridizaci, polyploidizaci, zménéch
struktury a velikosti genomu (Beck 2015). Mezi dal$i aspekty ménici se rliznorodosti Zivota,
které¢ populacni genetika studuje, a které naopak variabilitu zvySuji, mohou patfit
mutace, které v pribéhu ¢asu vytvaii nové alely, nebo tok gend. Takovy tok mize nastavat i

mezi ruznymi 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 Kone¢ny et al. (2013), ktery
myslenku dopliuje o fakt, kdy potencialn¢ uspé€Sny geneticky materidl vznikd nejcastéji
smichanim odliSnych zdrojovych populaci, mezidruhovym, ¢i vnitrodruhovym kifizenim a
pravé tento ,,pooling“ vede kvyssimu stupni diverzity. AvsSak toto kiizeni muze vést
k homogenizacim populaci a ztrat¢ lokalnich adaptaci (Stroffer 1999). Dulezitou evolu¢ni

silou pfi invazich je tedy selekéni tlak, zplisobeny naptiklad genetickym driftem, ¢i
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hybridazaci vedouci ke genetickym zménam a zménam ve fenotypovych projevech (Clegg et
al. 2002).
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Hybridizace a polyploidizace
a/ Hybridizace

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

Ukazuje se, ze hybridizace u rostlin je jednou z hybnych sil evoluce biodiverzity na
Zemi (Wissemann 2007). Dle Hegarty a Hiscock (2005) muze hybridni speciace prob&éhnout
dvéma zpusoby: homoploidni speciace zahrnuje hybridizaci, kdy mé vznikly kiiZzenec stejny
pocet chromozomu jako jeho rodi¢ovské druhy, zatimco allopolyploidni speciace probiha
vétSinou v pripadé, kdyz mé kiizenec lichy pocet chromozomil a je tim ohrozen spravny
rozchod chromozomil do gamet. Hybrid tento problém fesi zdvojenim chromozomové sadky,
tedy polyploidizaci nebo zpétnym kiizenim s jednim z rodi¢ovskych druht (tzv. introgrese).

Nové vzniklé kiizence mliizeme povazovat za druhy az ve chvili, kdy se reprodukéné
izoluji od rodicovskych druhti — at’ uz ekologicky nebo geneticky (Ungerer et al. 1998). Tyto
vyhody mohou stat za evolu¢nim uspéchem 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 podpofit
vznik invaznich rostlin nékolika zplsoby: zvySenim genetické variability pomoci
rekombinace, vznikem novych genotypli 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 druhii na tkor
rodic¢ovskych (Thum and Lennon 2006), jako je tomu u mnohych vodnich rostlin (napf. Ayres
et al. 2004).

b/ Polyploidizace
Dal8im moZnym nastrojem vzniku invazniho chovani je polyploidizace. Polyploidie je

genomova multiplikace, kdy se v somatickych bunikdch urc¢itého organismu nachéazeji vice
nez dvé identické sady chromozomu. Polyploidie je velice Casta zejména v rostlinné isi, kde
byva povazovéna za jednu z hlavnich hnacich sil evoluce. Kvalifikované odhady ukazuji, ze

2—4 % veskerych speciacnich udalosti u kvetoucich rostlin je mozné piipsat pravé genomové
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duplikaci (a jde tedy o vibec nejcastéjsi mechanismus sympatrické speciace. Podle zptisobu
vzniku byvaji tradicné rozliSovany dvé zakladni kategorie polyploidd: autopolyploidi
vznikajici  zdvojenim poctu chromozomi v ramci jednoho a téhoz druhu
a allopolyploidi, ktefi kombinuji geneticky material minimaln¢ dvou rtznych rodicovskych
druhii (v jejich evoluéni historii tedy nezbytnou tulohu hraje mezidruhova hybridizace).
Zdvojeni poc¢tu chromozom se projevuje prakticky na vSech trovnich biologické organizace.
Univerzalnim efektem byva zvétSeni bunék a s nim souvisejici zmény povrchu a objemu. Ty
se nasledné projevuji zménami v intenzité metabolickych procest. Polyploidi proto zpravidla
byvaji robustnéjsi nez jejich diploidni pfibuzni. Vykazuji vSak pomalejsi ontogenetické
procesy a pozd¢jsi kveteni. Zdvojeni poctu chromozomi s sebou Casto pfindsi i zmény v
reprodukénich charakteristikdch, napt. polyploidi obecné vykazuji vétsi podil samoopylovani
a Casto se rozmnozuji apomikticky (vytvaieji semena bez oplozeni a vznikli potomci jsou
geneticky zcela shodni s matetskym jedincem). Neziidka polyploidi osidluji Sir$i rozpéti
ekologickych podminek, byvaji konkuren¢né€ zdatnéjsi a odolngjsi vici riznym patogeniim. Z
genetického hlediska vykazuji polyploidni druhy vétsi variabilitu (vétsi podil polymorfnich
lokusti, vice alel na lokus atd.) a jsou méné nachylni ke snizovani genetické diverzity v
disledku ptibuzenského kiizeni. Napt. pfi samospraseni heterozygotniho diploida bude plna
polovina jeho potomkti homozygotnich, zatimco u tetraploida to bude jen o néco malo pies
5%. K poklesu plivodni genetické variability na 1% kvili pfibuzenskému kiiZeni staci u
diploidnich organisml 7 generaci, naproti tomu u tetraploidi nastane stejny stav za 27
generaci a u hexaploidi dokonce az za 46. Duplikované geny navic mohou slouZzit jako
»experimentalni“ material pro evoluci. Jedna ¢ast gent bude zajistovat funkce nezbytné pro
pfeziti organismu, zatimco u jejich kopii miize dochazet k mutacim, které nakonec mohou

vést az k rozriiznéni a specializaci pro nové funkce (Suda 2010).
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Pro studium riznych aspektii biologickych invazi se vyuziva fady metodickych
nastroji a postupi. Morfologickd a morfometrickd analyza, analyza fyziologickych
parametrt, vitality, schopnosti Sifeni a pfezivani. Umoziluji ndm testovat populacné
specifické vlastnosti, mezipopulacni interakce, geografickou
variabilitu a napf. mikroevovlucni procesy. Kombinace vice piistupi nam napomahaji 1épe
nahlédnout do dané problematiky. Velmi vyznamné je hodnoceni genetické a cytogenetické

struktury populaci, genetické variability a plasticity.

V nésledujicim ptfehledu jsou zminény dva okruhy metod analyzy populaci invaznich

druhil — molekularni markery a cytogenetické metody.

Kvalitativni a kvantitativni informace tykajici se trovné genetické diverzity jsou
nesmirn¢ dulezitym faktorem v mnoha oblastech biologického vyzkumu, at’ jiz zdkladniho
nebo aplikovaného: evoluéni biologii, taxonomii, Slechténi a ochrané¢ genofondu. Pro
»~markerovani* diverzity, pro detekci polymorfismu na trovni nukleovych kyselin (zejména
DNA) je mozné pouzit celou fadu riznych molekularnich technik. Vétsina molekularnich
markerli spada do jedné ze tii kategorii technik: techniky vyuZzivajici hybridizaci; techniky
zalozené na amplifikaci vyuzivajici ndhodnych primerd, multi-locus PCR); a techniky
zalozené na amplifikaci znamych cilovych sekvenci, single-locus PCR. N¢které techniky jsou
navic modifikacemi nebo kombinacemi dal$ich metodickych postupt (Karp 1997). V
nasledujicim textu budou uvedeny nejéastéjsi metody pouzivané v populacné - genetickych
studiich.

Riazné genetické markery s heterogenni sekvenci jsou vhodné pro studium genetické
odliSnosti na riznych trovnich. Chloroplastovou, mitochondridlni ¢i nekddujici iseky jaderné
DNA vyuzivame pii studiu historickych procest. Na studium recentnich déji aplikujeme
hypervariabilni markery, jako napf. studium mikrosatelitd.

Cytogenetika ndm napoméha v hodnoceni ploidni variability a variability na urovni

velikosti genomu (mnoZstvi DNA).
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Molekularni markery pouzivané v populacni genetice

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
RAPD analyza je metoda zalozend na PCR technologii. Mezi jeji vyhody patii

rychlost (je pouzitelna pro rychly screening a identifikaci vzorki) a potieba jen velmi malého
mnozstvi templatové DNA. RAPD detekuje polymorfismus v celém genomu (Obornik
et al. 2000). Chakrabartiet al. (2006) upozoriiuje na jednu z hlavnich nevyhod této metody, a
to nestabilitu poskytnutych spekter v ramci opakovani, a rovnéz zjistil rozdily ve spektrech v
zavislosti na izolovaném pletivu a podminkach kultivace (Scott et al. 1992). V soucasné dobé

se tato metoda jiz fadi mezi zfidka vyuzivané z diivodu vyse zminénych aspekti.

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
Technika AFLP kombinuje principy technik RFLP a PCR (VOS, et al., 1995).

Vysokomolekuldrni genomickd DNA (nebo v ptipadé cDNA—-AFLP ziskand cDNA) se $tépi
soucasn¢ dvéma restriénimi endonukledzami. Na vzniklou populaci restrikénich fragmenta se
liguji adaptory o znamé sekvenci a provadi se preselektivni amplifikace. Primery pro tento
amplifikacni krok jsou komplementarni k adaptorim s dalSim selektivnim nukleotidem na 3°—
konci. Selektivni amplifikace se pak provadi s primery se tfemi selektivnimi nukleotidy (v
pfipad¢é rostlin, resp. objektdi s velkym genomem). U AFLP dochazi ke kombinaci
specifi¢nosti restrikéniho Stépeni se snadnosti PCR. Polymorfismus se pak zjist'uje na zakladé
pritomnosti/neptitomnosti a velikosti amplifikovanych fragmentti po separaci na PAGE nebo
na genetickém analyzatoru (sekvenatoru). Oproti metoddm RFLP a RAPD ma technika AFLP
pokryvajicich cely genom. Kromé vyuziti pro identifikaci genotypl kulturnich rostlin je
cilena zejména pro ucely mapovani vyznamnych kvalitativnich a kvantitativnich znak. Tato
metoda nachédzi uplatnéni také pfi studiu biodiverzity, ptipravé markerd a genetickém

mapovani (Ballvora et al. 1995; Sakai etal. 2001).

Mikrosatelity (SSR, Simple Sequence Repeats)
Mikrosatelity jsou hojné vuzivanym populacné genetickym markerem. Jsou to

kodominantni markery, kratké opakované sekvence (10-15 kopii) jedno -az
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¢tyfnukletidovych motivli, napf. (AT)n nebo (CAG)n, ndhodné rozmisténych napfic
genomem a daji se snadno aplifikovat. Detekuji délkovou variabilitu — alelou je tsek o urcité
délce (s urcitym poctem opakovanych kratkych sekvenci). K detekci téchto polymorfismu se
vyuzivda PCR amplifikace daného lokusu pomoci specifickych primert. Délka jednotlivych
alel se ovéefuje s vyuzitim fluorescenéné znacenych primerti pomoci kapilarni elektroforézy.
Vyhodou je vysoka variabilita a jejich kodominantnost. Jejich zvySena mutaéni rychlost
produkujici vysoky stupenn polmorfismu je idealni pii studiu vnitro a mezipopulacnich

struktur.

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat)
Technika ISSR marker je modifikaci techniky SSR markert (Zietkiewics

et al., 1994; Kantety et al. 1995). Kombinuje vétSinu vyhod AFLP analyzy s univerzalitou
RAPD (Gupta et al. 2000). Tato technika je zalozena na pouziti PCR amplifikace s ndhodné
ukotvenym mikrosatelitovym motivem, zalozend na variabilit¢ v regionech mezi
mikrosatelity. Metoda vyuZziva mikrosatelitové sekvence jako primery (16-25 bp) (Gupta et
al. 2000; Wu et al.,

1994). Tyto repetitivni jednotky se vyskytuji casto, ndhodné, v celém genomu u vSech
eukaryot a li§i se poctem opakovani. Behem PCR dochazi k amplifikaci usekit DNA mezi
dvéma stejnymi mikrosatelitovymi repetitivnimi sekvencemi, které jsou umistény v fetézci
DNA v opacném sméru. Vysledkem jsou riizn€ dlouhé tseky DNA mezi mikrosatelity. Na
rozdil od techniky SSR neni pfi ISSR nutnd zadna predchozi znalost sekvence (Jarne and
Lagoda 1996; Hantula et al. 1996). Charters et al. (1996); Zietkiewics et al., (1994) povazuji
tuto metodu za presnéjsi a opakovatelngjsi nezZ metodu RAPD, je vSak nutna optimalizace této
metody. Metoda ISSR markerti zaroven poskytuje vétsi polymorfismus. ISSR markery jsou
dominantni, ackoli n€ktefi autofi udavaji i jejich kodominantni charakter (Fischer et al. 1996).
Tato metoda mé Sirokou Skalu pouziti, v€etné charakterizace genetické piibuznosti mezi
populacemi, genetické screenovani, genové  znackovéani, zjiStovani  klonalni
variability, identifikace kultivard, fylogenetické analyzy, detekce genomové nestability a

hodnoceni hybridizace (Jarne 1996).

25



Geny pro ribozomalni DNA — ITS (Internal trascribed spacer)
Geny pro ribozomalni DNA jsou nejrozsifenéj§imi markery v systematice. Jednou

Z velmi casto vyuzivanou DNA sekvenci slouzici k urceni fylogenetickych vztahti je u rostlin
vnitini transkribovany mezernik (ITS) rDNA lokusu. ITS ma nékolik jedinecnych vlastnosti.
Je to zejména dostupnost nékolika univerzalnich nebo téméf univerzélnich PCR primert
(White a kol., 1990). Malé velikost a velky pocet kopii, coz umoziuje ptimé sekvenovani
PCR produkti. Usp&sna amplifikace je mozna i z herbafovych polozek. Rychla a soub&zna
evoluce a vysoka variabilita v porovnani se sousednimi kodujicimi oblastmi. Dalsi vyhodou
je biparentalni dédi¢nost ITS (ve srovnani s uniparentdlni dédicnosti organelové DNA).
Srovnani primarnich sekvenci ITS je vhodné k fylogenetickym analyzam na trovni druhti a
rodi (Baldwin and kol. 1995, Feliner and Rossello 2007).

Jak bylo jiZz uvedeno vySe, sekundarni struktura ITS je dualezitd pro spravné
zpracovani rRNA transkriptii. Na rozdil od ITS1 jsou prostorové struktury ITS2 a 5.8S rRNA
v ramci rostlin vysoce konzervované. Mai a Coleman (1997) navrhli prostorovou strukturu
ITS2, ktera je spoleCna vSem krytosemennym rostlinam a zelenym fasdm. Sekundérni
struktura ITS2 je konzervovana mezi tak rozdilnymi organismy, jako jsou obratlovci a
kvasinky, nebo zelené fasy a vysSi rostliny. To naznaCuje moznost vyuziti ITS2 pro
taxonomické analyzy 1 na vysSich urovnich nez je druh ¢i rod.

U hybridnich druhti se mize vyskytovat vice typa ITS sekvence, a to predevsim diky
procesim spojenych s hybridizaci, polyploidizaci a chromozomovou nebo genomovou
duplikaci. VSeobecné jsou ITS sekvence nejpouzivanéjSim markerem pro identifikaci na

druhové arovni.

Chloroplastova DNA - nekddujici oblasti coDNA
Chloroplastovy genom nam propijcuje n€kolik vyhod, diky kterym jsme schopni se

vV evolucnich studich posunout déle. Jednou znich je, Ze je pomérné dobie popsan na
molekularni urovni, jeho mutacni rychlost je nizka. Genomje stabilni a konzervativni a
predstavuje znacnou Cast celkové bunééné DNA. Jeho molekula je kruhova a chloroplasty
obsahuji vice kopii jedné molekuly DNA.

vvvvvv

vy$§ich Urovni pomoci kodujici oblasti velké podjednotky RuBiSCo-rbcL. Dalsi
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z vyuzivanych kodujicich oblasti je nejrychleji se rozvijejici kodujici oblast pro maturazu -
matK, ktera se pouziva v systematice na mezirodové a mezidruhové Grovni.

Mnohem variabilnéjsi nez koédujici oblasti jsou nekddujici oblasti cpDNA. Vykazuji
vetsi  frekvenci mutaci, tj. vysSi variabilitu. Osekvenovani chloroplastového genomu
krytosemennych rostlin umoznilo vytvofit univerzalni primery pro tyto oblasti. Pro oblast
introni trnF a trnT existuji tfi typy univerzdlnich primert, které funguji u vétSiny
fas, mechorostii 1 vysSich rostlin. Proto jsou tyto tRNA geny vhodné pro systematiku na

urovni blizce ptibuznych druht (Feliner a Rossell6 2007; Taberlet et al. 1991).

S rozvojem molekularnich technik ptichdzi nové metody i do populacni genetiky.
Jednd se o techniky zalozené na principu DNA barcodingu a identifika/kvantifikaci
rostlinnych druhii pfimo ve spolecenstvu. Dalsi technikou vyuzivanou v populacni genetice se
stava paralelni celogenomové sekvenovani, napi. V podobé komparativni genomiky a

porovnavani genomu na Urovni populaci.
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a/ Prltokova cytometrie
Velmi efektivnim nastrojem pro studovani ploidni heterogenity a ke stanoveni

absolutni velikosti genomu v populacnich studii se jevi pratokova cytometrie. Pratokova
cytometrie (flow cytometry, FCM) mé&fi a zaroven analyzuje nékolik parametru (fluorescence,
rozptyl svétla, atd.) jednotlivych &astic (napf. bunék, jader a chromozomil) Castice jsou
oznaceny fluorescencni znackou a jsou hnany vysokou rychlosti skrze pratokovou komutrku
cytometru, kde laserovy paprsek (¢i jiny vhodny zdroj svétla) zapticini emisi fluorescencniho
signdlu rozdilné vlnové délky. Tento signal je nasledné preveden na digitalni vystup vhodny
pro zpracovani pocitatem, kde se vysledky zobrazuji ve form¢ histogramu, ktery je dale
analyzovan vhodnym softwarem (Kron et al. 2007; Suda and Pysek 2010). V zavislosti na
pouzité fluorescencni znacce lze métit obsah DNA v relativnich ¢i absolutnich hodnotéch, a
to bud’ jako absolutni hmotnost v pikogramech ¢i v megapdrech bazi, nebo jako relativni
vyjadieni viuci uréitému standardu. Takto je mozné zjistit u zkoumaného druhu bud’ velikost
genomu (hodnoty 2C pro somatické buniky ¢i 1C pro haploidni bunky bez ohledu na jejich
ploidii) nebo relativni velikost genomu vztazenou ke zvolenému standardu, z které je mozné

dedukovat ploidni variabilitu zkoumaného druhu (Dolezel et al. 2007).

b/ Karyologické analyzy
UZ pouhd informace o poctu chromozémi miZe byt cennym voditkem v téch

pripadech, kdy se v ramci celé¢ skupiny piibuznych taxond vyskytuje vice stupni
ploidie, které nékdy tvofi celé polyploidni fady (komplexy). Diploidni taxony jsou pokladany
za puvodnéjsi, polyploidni za odvozenéjsi, vzniklé Casto hybridizaci taxonl s niz§i ploidni
urovni. Proto se pro ovéfeni ploidnich tUrovni pfistupuje ke zjiSténi karyotypu
karyosystematickou analyzou, tj. absolutni metodou. Karyotypem rozumime chromozémovou
sadu jedince (nebo skupiny ptibuznych jedincti) definovanou poctem, velikosti a tvarem
chromozoému obvykle tak, jak se tyto jevi v metafazi mitotického déleni. Pocet, tvar a velikost
chromozomu 1ze vyuzit spolu s ostatnimi znaky (napf. morfologickymi, fytogeografickymi,
ekologickymi, chemickymi) jako charakteristiku urcité taxonomické skupiny a k definovani

rozdili mezi takovymi skupinami. VétSinu karyologickych znakli lze spiSe vyuzit k
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charakteristice skupin na urovni druhové a niz§i. Karyosystematika vénuje pozornost i
usporddani homolognich chromozému pti redukénim dé€leni, které odrazi miru vyvojové
piibuznosti rodiCovskych genomi. Pravidelny pribéh meidzy pfi gametogenezi ma totiz
zasadni vyznam pro Zivotaschopnost gamet a tedy 1 pro schopnost produkovat Zivotaschopné
potomstvo. U polyploida hybridniho piivodu se mohou pfednostné parovat chromozémy v
ramci  rodiCovskych sad, tfebaze genetické rozdily mezi sadami péarovani
,homolognich“chromozéml neumoznuji. Polyploidizace ve spojeni s hybridizaci ma proto
obrovsky vyznam v evoluci vysSich rostlin, protoze v mnoha ptipadech obnovuje plodnost

hybridu, ktefi by jinak ztstali sterilni (Krahulcova 1998).
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Hypotézy a cile disertacni prace

Hypotézy:

Lisi se nativni a invazni populace chrastice a stolistkll velikosti genomu a irovni cytotypové
variability?

Je vinvaznich populacich mensi rozsah genetické variability, nez v nativnich populacich
v dusledku ,,efektu zakladatele*?

Je mozné vyuzit molekularni analyzu/markery pro hodnoceni rozsahu genetické variability?

Cile:
Stanovit velikost genomu a polidni Grovén v populacich stolistku pomoci metody pritokoveé

cytometrie.
Provést analyzu vhodnosti riiznych molekularnich markert a vyhodnotit rozsah genetické

variability ve sledovanych populacicsh chrastice a stolistku.
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Phalaris arundinacea L. jako vyznamna invazni mokradni rostlina
v Severni Americe

Obr. 1.: Phalaris Arundinacea

Chrastice rakosovita, Phalaris arundinacea L., je rozsifena po celém svété s vyjimkou
Antarktidy a Gronska. Centrum rozmanitosti tohoto rodu je ve Stfedomofi. Zastupci rodu
Phalaris se vyskytuji na vlhkych stanovistich od niZsich poloh az do alpskych nadmotskych
vysek (Andersson, 1997). Celkem je znamo asi 22 druhi, které najdeme hlavné v mirném
patfi: 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 vyuZzivana pro stabilizaci / sanaci pudy, Vv kofenovych Cistirnach a v posledni
dobé 1 jako zdroj biomasy (Lavergne a Molofsky, 2004, Lewandowski et al., 2003; a
Hansson, 2001; Rice a Pinkerton, 1993; Sheaffer a kol., 2008).
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V poslednich letech doslo k masivnimu Sifeni 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 puvodni moktadni
vegetaci a je klasifikovana jako Skodlivy Ccinitel v deviti statech USA (Lavergne
& Molofsky, 2004). Piedpoklada se, ze tyto agresivni populace pochazeji z Evropy (nebo

jsou evropského ptivodu).

‘7\:}@ \__\.‘(o) p (b)

Obr. 2.: Rozsiteni P. Arundinacea v USA a v Evropé

Ekologie P. arundinacea

K vytvotfeni monokultury invaznich druhti vede zejména disturbance moktadi, ktera
vytvoii gapy v dosavadni vegetaci a ty mohou byt obsazeny invaznim druhem
(Galowitsch, 1999). P. arundinacea nejlépe kli¢i pravé po takovychto disturbancich, kdy
dojde k uvolnéni mista, které rychle obsadi (Lindig & Zedler, 2002). Pti disturbancich je
patrné snizeni poc¢tli domacich druhti, které umozni ptistup svétlu a tim také rust chrastice
(Zedler
& Kercher, 2004). Disturbance sice umoziuji P. arundinacea rozsifovat porost, ale neexistuji
dikazy o tom, Zze potiebuje disturbance k uspésné invazi (Lavergne & Molofsky, 2004).
P. arundinacea pravé tyto podminky vyhovuji. Dlouhodobéjsi zaplaveni sice zpomali jeji rist
a vegetativni Sifeni, ale po opadu vodni hladiny je schopnd se znovu Sifit (Lavergne &
Molofsky, 2004).

32



P. arundinacea vynika svym fyziologickym pfizpisobenim k invazim a pfezivanim v
neptiznivych podminach. Dominuje velkd fyziologicka tolerance k rtiznym vodnim rezimim
(Lavergne& Molofsky, 2004). Kofeny jsou z velké casti tvoiené aerenchymem, ktery ji
napomaha tolerovat zaplaveni (Lavergne& Molofsky, 2004; Miller & Zedler, 2003). Diky
energii ulozené v oddencich je chrastice schopna zahajit rist velmi brzy na jafe, coz ji
poskytuje konkurenéni vyhodu oproti ostatnim druhim (Regal, 1953; Lavergne
& Molofsky, 2004; Zedler & Kercher, 2004). Dalsi konkurenéni vyhodou je rychly rist a
vetsi tvorba biomasy, ke které piispiva vysSi primérna rychlost fotosyntézy (Brodersen
et al., 2008).

P. arundinacea je schopna rychlé adaptace na nadzemni i podzemni konkurenci
(Brodersen et al., 2008; Lavergne & Molofsky, 2004). Tyto rozdily mohou sice pomoci
invaznim druhiim zvitézit nad domacimi druhy, ale neni jasné, jestli vybaveni témito
fyziologickymi vlastnostmi pfispélo ke schopnosti invaze zavleceného druhu (Brodersen et
al., 2008).

Variabilita P. arundinacea
Pochopeni mechanismti, které umoziuji nékterym druhim stadt se invaznimi, je

nezbytné pro ureni vhodné kontroly, popiipad¢ likvidace téchto rostlin. Jednou z
moznosti, kterd by mohla mit vliv na invazni Gspéch druhu, je jeho genetickd konstituce a

genetické zaloZeni znakli podmifiyjicich jeho invazni chovani.

Ptirozené populace se obvykle vyznacuji velkou genetickou variabilitou, kterd je
vyjadiena rozmanitosti na fenotypové Urovni. Zaméfime-li se na jeden znak, pak casto
pozorujeme, Ze jeho fenotyp miize mit nckolik forem. Takovy znak se oznacuje jako
polymorfni (na rozdil od znaku monomorfniho — s jedinou formou). Podstatou fenotypové
variability je variabilita genetickd — genetické rozdily mezi organismy u vymezeného souboru

jedincti (populace).

a/ Cytologicka variabilita
Carlson et al. (1996), uvadi, ze P. arundinacea L. ma dva cytotypy: 2n=4x=28, ktery

zaujima majoritni ¢ast populaci a 2n=6x=42, ktery je soustfedén do teplych oblasti, kvili
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nepiizptisobivosti na zimni obdobi. Baldini (1995) popisuje tfi ploidni urovné u
P. arundinacea: diploid P. rotgesii Husn. 2n=2x=14, tetraploid P. arundinacea L. a hexaploid
P. ceasia Nees 2n=6x=42. Diploid (2n=4x=28) P. rotgesii, na zakladé morfologickych studii
a hodnoceni ploidie, je s nejvétsi pravdépodobnosti potomkem jednoho z piedkti tohoto
komplexu. V soucasné dob¢ je endemitem ostrova Sardinie a Korsika. P. arundinacea a
P. aquatica vznikly na zakladé hybridizace mezi dvéma ze tii diploidnich predku, respektive
ze spojeni dvou sad 2n gamet, nebo sdruzeni n gamet s nasledujicim zdvojenim (Harlan
et al., 1975). Tetraploid P. arundinacea je allopolyploid se ¢trnacti chromozomovymi pary
preferujici severni oblasti borealniho pasu (Baldini, 1995). Hexaploid P.ceasia ma 21
chromozomovych pard a je omezen na Ibersky poloostrov, jihozapadni ¢ast Asie, Afriku a
mirné pasmo Severni Ameriky. Volné se kfizi s tetraploidem P. arundinacea a P. aquatica.
Tento hybrid je poté funkéné sterilni pentaploid (2n=5x=35) (McWilliam, 1962). K tomuto
hybridnimu kitizeni dochdzi ziejmé na Iberském poloostroveé, kde vSechny tyto druhy
koexistuji (Baldini, 1995). Toto kiizeni bylo testovano i v laboratofi, uspé$né oplozeni bylo
bohuzel jen u jedné z 1000 rostlin (Jenkin, 1932; McWilliam, 1962). Ramse (1998) a Soltis et
al. (2004) se spiSe priklangji k teorii hybridizace téi druhti diploidnich ptedkd za vzniku
hybridniho druhu P. caesia Nees.

b/ Geneticka variabilita

Genetické slozeni poskytuje ndhled do historie druhu, jeho migraci nebo do vztaht
mezi jednotlivymi populacemi (Sakai et al., 2001). Geneticka variabilita muze piispét ke
schopnosti druhu sifit se, pokud je spojena s fenotypovymi zménami podporujicimi fitness
genotypu. Velka genotypova diverzita mize invaznimu druhu poskytnout vyhody. Diky nim

muze mit druh riizné odpovédi na rizné ekologické podminky (Gifford et al., 2002).

V poslednim stoleti nahradily invazni genotypy P. arundinacea ptivodni genotypy ve
Spojenych statech americkych (Saltonstall, 2002). Existuji piiklady vnitrodruhové invaze
(Daehler, 1996) a vnitrodruhového kiizeni, které mtize vyustit v kiiZzence s jesté vétsi vitalitou
(Antilla et al., 2000) a mutze vést k vytvofeni agresivnich kiiZzenci nebo k vymizeni

puavodnich genotypu (Vilaet al. 2000; Pooler et al., 2002; Ayeres et al., 2008). U chrastice
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doslo k mnohonasobnému zavle€eni, coz vedlo k vys$si genetické variabilité v jejim invaznim
arealu oproti oblastem jejiho ptivodniho vyskytu (Lavergne & Molofsky, 2007). Vicenasobné
zavlecCeni a kiizeni vzdy nevede k vytvoreni fyziologicky dokonalej$iho genotypu. Rozdily
mezi genotypy a zvySend geneticka variabilita nemusi vzdy vést ke zvySené agresiviteé
rostliny (Brodersen et al., 2008; Lavergne& Molofsky, 2007). Chrastice je v Severni Americe
puvodni, takze formalné by se mélo hovofit o expanzi chrastice rakosovité. Existuji
predpoklady, ze v Severni Americe jsou invazni populace zavlecenych evropskych genotypt
(Merigliano, 1998; Lavergne& Molofsky, 2004; Lavoie et al., 2005). Jde tedy vlastné o invazi
na urovni genotypu.

Pivodni a zavlecené populace spolu v Severni Americe koexistovaly vice nez
sto let, takZe doslo ke kiiZeni genotypl a k migracim. Pfedpoklada se, ze evropské druhy a
jejich hybridi jsou agresivnéjsi (Mauer et al., 2002; Lavergne& Molofsky, 2004). Casler et al.
(2009) ve své praci zjistovali genetické rozdily mezi evropskymi a americkymi genotypy.
Zjistili, ze na zdkladé jaderné DNA miZzeme genotypy rozdélit na dvé oddélené
skupiny: skupinu 1 tvofily tfi blizce ptfibuzné genotypy ze Severni Ameriky a skupinu 2
ostatni genotypy. Vyrazné oddéleni severoamerickych genotypi od vSech evropskych
genotypl naznacuje rozdilny ptvod téchto tii genotypld. Zda se, Ze tyto genotypy jsou
nejspise zdrojem puivodniho severoamerického genofondu (Casler et al., 2009a). Tyto tii
genotypy maji také vyrazn€ niz§i genetickou variabilitu oproti ostatnim severoamerickym a
evropskym genotypum. Casler et al. (2009a) tak nasli dostatek podpory pro pusobeni efektu
zakladatele (foundereffect), ktery vyplyva z migrace chrastice z Evropy nebo Asie v n¢kolika
poslednich meziledovych obdobich. Tyto genotypy jsou tedy povazovany za puvodni
severoamerické piesto, ze doba jejich vyskytu v Severni Americe je kratsi, nez doba jejich
mnoha mutacemi, které vedly k vytvofeni genotypil odliSnych od evropskych. Tyto mutace
mély jen maly vliv na fitness a morfologii rostliny-rostlina zlstava fenotypové zcela
nezménéna. Dusledkem je jejich mensi geneticka variabilita, ktera je disledkem ,,bottleneck
efektu (Casler et al., 2009a).

V roce 2012 prezentoval Jakubowski (2012) svou praci, ve které pomoci SSR markera
odlisil nativni severoamerické populace P.arundinacea od euroasijskych populaci

pochézejici z Iberského poloostrova. Identifikaci pomoci molekularnich markerti shledava
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jako jedinou moznou identifikaci. Jakubowski (2011) se také zabyval odliSenim kultivari od
nativnich populaci. Metodou SSR se mu podafilo signifikantn¢ odlisit nativni populace.
Zaroven odlisil kultivary americké od evropskych. Tuto teorii podporuje 1 ve své praci z roku
2012 (Jakubowski, 2012).

Populac¢ni genetikou P. arundinacea se zabyvali i Lavergne & Molofsky (2004), ktefi
vychazeli z predpokladu, Ze invazni genotypy budou obsahovat podmnozinu genotypil
agresivnéjSich, nez jsou nativni druhy. Nicméné Jakubowski (2012) tento teoreticky
predpoklad vyvratil a nebyl prokazan rozdil v genetické variabilité invaznich a nativnich
populaci. Lavergne & Molofsky (2004) poukazali na odliSnosti mezi volné rostoucimi
nativnimi populacemi a picnimi kultivary, ale nezjistili rozdily mezi péstovanymi picnimi
kultivary a invaznimi populacemi chrastice z mokfadnich poloh. RovnéZ piedpokladaji vyssi
rozsah vnitropopulaéni genetické variability a malé rozdily mezi populacemi (nizkou uroven

mezipopulaéni variability).
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Publikované vysledky a komentar k ziskanym vysledkim

Prace tykajici se genetické, cytogenetické a morfologické variability evropskych a
severoamerickych populaci chrastice byly publikovany v ptispévku v Crop Science a

zpracovany do formy kapitoly ve védecké monografii.
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Genetickd 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 markerti jsme stanovili potencialni genovy
tok pro tuto rostlinu. Kultivary a divoké genotypy byly rozfazeny do dvou skupin, které se
prekryvaji. Nejmén¢ 4 sady divokych americkych genotypi se 1isi od evropskych protéjskt a

mohou pochézet ze Severni Ameriky.

Sbér rostlinného materidlu probéhl v roce 2012 na uzemi Minnesoty (USA). Vzorky
byly sbirdny podél Sesti fek. Ctyfi z vybranych fek (St. Croix, Mississippi, Minnesota, Des
Moines) patii k povodi Golfského zélivu, dvé feky (Red River of the North, Roseau) usti do
jezera Lake Winnipeg, patticiho do povodi Hudson Bay. Do pokusu jsme zahrnuli 13
severoamerickych odrid pofizenych ve formé semen z Germplasm Resources Ministerstva
zem&délstvi USA nebo USDA-GRIN. Pro simulaci stejnych podminek jsme vyuzili 110
eskych planych genotypt sesbiranych podél esti 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.
Genetickd variabilita byla hodnocena pomoci markerii ISSR. Genetickd struktura byla

vypocitdna pomoci STRUCTURE verze 2.3.4, Bayesovského clusteringového algoritmu.

V populacich Phalaris v Minnesoté¢ se kultivované a divoké genotypy utvofily
do skupin, které se vyznamn¢ piekryvaly. Nejméné 4 sady divokych genotypti v USA jsou
odlisné od evropskych protéjskt a jako takové by mohly pochazet ze Severni Ameriky.
Budou zapotiebi dalsi prace, které dolozi jejich ptvod. Piesto prodej krmnych odrid, nadale
zpiisobuje genetické michani s americkymi druhy. Cast tohoto mezikontinentalniho genového
zesiluje produkce osiva Phalaris v Minnesoté, ktera se prodava jak v Severni Americe, tak v
Evropé. Zatimco ocekdvani, ze pestovani krmiv / okrasnych rostlin by mélo mit podobnou

genetickou Upravu s divokymi populacemi napiic¢ kontinenty (kviili omezenému genetickému
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vybérovému tlaku U této krmné a okrasné plodiny). Dopady téchto zjisténi maji vyznamné

dasledky pro producenty krmiva, manazery a chovatele.
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Fenotypova a genotypova variabilita Phalaris arundinacea L. v Ceskych picninarskych
kultivarech, okrasnych a divokych populacich

V puvodnich studiich nebyly zjistény zadné fenotypové rozdily mezi rostlinami
jednotlivych kontinentli; genetické analyzy byly kontroverzni. V ramci stfedni Evropy,
zejména v Ceské republice, neni znamo, zda jsou divoké genotypy a kultivary geneticky a
fenotypicky podobné. Cilem této studie bylo srovnani komercénich krmnych a okrasnych
kultivarti prodavanych v Ceské republice s divokymi genotypy pochazejicimi z pivodnich
populaci podél velkych Ceskych fek a charakterizovat rozsah fenotypovych a genetickych

varianci.

V metodice jsme nasledovali 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 prostiedi. U vSech rostlin jsme pravidelné v tydennich intervalech métili vysSku
rostlin (méfeno jako délka nejdelSiho listu na nejdelSim stéble v trsu) a Sitku trsu (méfeno
odnozovanych rostli, jsme u vSech zjist'ovali v tydennich intervalech pocet vyhoni, abychom
zjistili dynamiku ristu a expanze jednotlivych genotypti. Pocet vyhonti se ur¢oval vlastnim
pocitanim vyhont. U téch genotypi, které v dobé trvani kultivace vykvetly, jsme zjiSt'ovali
morfometrické charakteristiky kvetoucich stébel. Stébla byla odebirana ve fenologické fazi
metani, postupné, jak vykvétala a to odstfihnutim na irovni péstebniho substratu. Na kazdém
odebraném stéble byly zjistovany tyto morfometrické charakteristiky: 1) bazalni primeér, 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 byla
vyhodnocena velikost listové plochy, hmotnost nadzemni a podzemni biomasy. Statisticky
jsme vyhodnocovali za pouziti postupu obecného linedrniho modelu (GLM) pro
jednorozmérna nebo opakovana méreni ANOVA ve Statistical Package for the Social

Sciences version 22 (SPSS; Universtiy of Chicago, 2013). Genotypova variance byla
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hodnocena pomoci markeri ISSR. Geneticka struktura byla vypoctena pomoci algoritmu
Bayesian cluster algoritm STRUCTURE, verze 2.3.4.

Pii hodnoceni morfometrickych rozdili mezi planymi populacemi CR/ USA a
kultivary CR/USA nedoslo k vyznamému odliSeni méfenych znaki. Aviak p¥i méfeni vzniklé
biomasy, vykazovaly americké populace vétsi hodnoty. U evropskych genotypt byla
detekovana niz$i podzemni ¢ast. Varianty Picta (GFP-2) a Luteopicta (GFL-4) mély témét
stejné pomeéry kotenlt / vyhonkl. Mohlo by to napovidat néco o spolecné historii téchto
variant. Dva podobné genotypy mély pomér kofent / vyhonku pfiblizné na trovni 1,0 (BE-3
z Berounky, OR-1 z Orlice). Zachytili jsme u variant Picta a Luteopicta. Vzhledem k tomu, ze
vétsina nerozruznénych kultivarti vzacné kvete a roste pomaleji, nadzemni i podzemni rist
téchto Ctyf genotypl je témét totozny. Zatimco pomalejsi tempo ristu by bylo nezadouci pro
krmivo, mohlo by byt prospé$né pro népravu s cilem snizit Sifeni. Hodnoty ¢eskych divokych
a kultivovanych genotypt ukazuji mnohem S$irsi rozlozeni poméru kotfent / vyhonki, coz
vede k domnénce, Ze evropské typy mohou produkovat vét§i biomasu, nez invazivni
severoamerické typy. Dalsi spolecné fenotypové znaky nemohly byt pouzity k vyznamnému
rozliSovani mezi fekami nebo kultivary (populacemi), genotypy a jejich interakcemi. Z téchto
vyse zminénych divodi je nutné zaclenit molekularni pristupy za ucelem diference
genetickych rozdili a rozliSovani klondlnich smési v centralni Evropé a USA. Pomoci
ptistupu ANOVA a STRUCTURE bylo mozné odhalit genetickou strukturu analyzovanych
genotypll, rozliSovat mezi kultivovanymi a divokymi genotypy a poprvé potvrdit
fundamentéalni genetické rozdily mezi ceskymi kultivovanymi a divokymi genotypy.
Na zaklad¢ molekularnich analyz byly odmitnuty testované hypotézy, Ze nedoslo k detekci
vyznamného genetického rozdilu mezi ¢eskymi populacemi divoké Phalaris na vsech fekach
a mezi ¢eskymi kultivovanymi rizné pestrobarevnymi typy. Jedinou hypotézou, kterou jsme
nedokazali odmitnout, bylo, ze vramci ceskych kultivovanych a divokych druht zde nebyl
zadny vyznamny rozdil. Interpopulacni geneticka variace je velmi vysoka, ale intrapopulacni
variabilita byla vyS$i, coZz vedlo k neschopnosti rozpoznat genetické rozdily mezi fekami.
Ceska Phalaris vykazuje vyznamné vysoké tirovné genetické diverzity, pfi¢emz vétsina je v
populaci, casto pfipisovand vysokym hladindm genového toku. Chrastava byla jedinou
vyjimkou, ktera se shlukovala spolu s ¢eskymi divokymi genotypy shroméazdénymi podél tek.

Je to prekvapivé, protoze tato odrida se liSila pouze ve dvou fenotypovych rysech, coz
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naznacuje, ze vétSina markerti ISSR nekdduje skryté fenotypové rysy. Genovou uniformitu
prokazovaly ¢eské okrasné kultivary, zfejmé v disledku mezipopulacniho klonovani béhem

doby, kdy v CR byl nedostatek okrasnych plodin.

42



43



44



45



46



47



48



49



50



51



52



53



54



55



56



57



58



59



60



61



62



63



64



65



66



67



68



69



70



71



72



73



74



75



Myriophyllum L., invazni vodni rostlina v Severni Americe
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Obr.3.: Myriophyllum spicatum

Jednou z vyznamnych skupin invaznich rostlin zasadnim zplsobem ovliviiujicich
ekosystém sladkovodnich tokl a nadrzi je rod Myriophyllum. Rod Myriophyllum L. (stolistek)
zahrnuje piiblizné¢ 68 druhti vzdjemné si velmi podobnych vodnich rostlin bylinného
charakteru nalezejicich do celedi Haloragaceae (zrnulovité). Tim se fadi k druhové
nejbohat§im rodim vodnich core eudicots. Rod Myriophyllum je vyznamny hlavné kvili
svym invaznim druhlim, 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 stiedni Evropé je zastoupen tfemi pivodnimi druhy (M. spicatum L., M.
alterniflorum a M. verticillatum) a dvéma nepGvodnimi 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 riistem zpusobuji
mnoho problému predevSim v Severni Americe (Newman & Welling, 2004). Neni to vSak
pouze invaznost, ktera déla tento rod tak pozoruhodnym. Vykazuje velmi vysokou
fenotypovou plasticitu, kterd zna¢né€ znesnadituje uréovani jeho zastupcti do druhu. Posledni
vyzkumy navic naznacuji, Ze mezi nékterymi druhy muze probihat kiiZeni, které dava
vzniknout hybridiim v nékterych ohledech invaznéj$im nez samotné rodic¢ovské druhy. Nejen

proto by mély byt fadné studovany faktory ovliviiujici uspe€Snost invaznich rostlin v
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obsazovani novych lokalit. Jednim ze zasadnich faktorG muze byt i polyploidie, ktera ve
svétle pfedchozich 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 druhti, zda mezi nimi probiha hybridizace a jaké ekologické
zakonitosti jsou s tim spojené.

Navzdory intenzivnimu vyzkumu zamétfeného na invazni aspekty stolistkli se jen
naprosté minimum praci vénovalo problematice polyploidie a jejiho vlivu na invaznost
rostlin, pfestoze v jejich zivoté hraje polyploidie vyznamnou roli. Velka ¢ast druhi 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¢ni a az na vyjimky je 1 druhové specifickd. Pfesto vSak nebyl u téchto
hybridnich jedinci zkouméan potencionalni vliv polyploidie na invaznost. Nejen proto
ptredstavuje rod Myriophyllum idealni skupinu pro komplexni studium procest hybridizace i
polyploidizace a také dopadl téchto procesti na rozsifeni a invazni potencial jednotlivych

druhii (Moody & Les 2002).

Myriophyllum L.

Zastupci rodu Myriophyllum L. jsou fazeni do ¢eledi Haloragaceae R. Tato celed’ je
kosmopolitni Celed’, ktera v soucasnosti obsahuje 8 rodu a pfiblizn¢ 120 druht. Zastupci
celedi jsou morfologicky velmi diverzifikovani — od malych stromd po submerzni vodni
rosliny. Zastupce celedi Haloragaceae lze nalézt v Sirokém rozmezi biotopti — S vyjimkou a
aridnich  oblasti. Pavodni je v Evropé, Asii, severni Africe. Zdomécnély
v Makronésii, v Severni Americe (USA, Kanada), v tropickych &astech Jizni Ameriky. V CR
se vyskytuje roztrouseng, misty i hojné, od nizin do podhtii. Centrum druhové diverzity toho
rodu se nachazi v Australii, kde se vyskytuji 4 endemické rody a nachazi se zde 70 %
celkového duhového bohatstvi ¢eledi Haloragaceae (Moody & Les 2007b). Ve Spojenych

satech americkych je povazovan za nejrozsifenéjsi vodni plevel.

Vétsina druhti stolistkd je vodnich nebo obojzivelnych a roste v Siroké Skale biotopl
(Cook et al., 1974). N&které druhy mohou zasahovat az do hloubek péti, vzacnéji i1 deseti
metrti (Aiken, Newroth & Wile, 1979), ale existuji 1 druhy vazané spiSe na bazinaté okraje
vodnich ploch (napt. M. lophatum a M. voitschii; Moody & Les, 2010). Druhy Myriophyllum
se vyskytuji obvykle ve sladkych vodach, ale byly pozorovany také ve slabé brakickych
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vodach (Lindholm, Rénnholm & Haggqvist, 2008). Rod Myriophyllum spolu s nékolika
dalsimi rody (napt. Potamogeton, Isoétes a Zannichelia) byl zaznamendn v nejvysSich
nadmoiskych vySkach u vodnich rostlin viibec (Chambers et al., 2008), konkrétné M. cf.
elatinoides Gaud. (tj. M. quitense H.B.K) se v Peru vyskytovalo ve vySkach 4 600— 5 244

Myriophyllum spicatum

B r=nge established e R
states with records

states without records December 2003

e b hanpeny

m.n.m. (Seimon, 2007)

Obr. 4.: Ptiklad rozsifeni M. spicatum v USA. Cervené oznaceny invadujici oblasti.

Ekologie
Rod Myriophyllum ma témét kosmopolitni rozsifeni. Nevyskytuje se pouze na

Antarktidé. Nejvétsi druhova diverzita je soustfedéna do Australie (42 druhd, 37
endemickych). Nasleduje Asie (16 druhii, 8 endemickych) a Severni Amerika (14 druht, 7
endemickych). Afrika (4 druhy, 2 endemické) a Jizni Amerika (4 druhy, 1 endemicky) jsou
druhové nejchudsi (Moody & Les 2010). V Evropé roste 6 druhli, Zadny ovSem neni
endemicky — M. alterniflorum, M. spicatum L., M. sibiricum , M. verticillatum L., M.
aquaticum a M. heterophyllum (Moody & Les 2010)

Stolistek roste ve stojatych az mirn€ tekoucich vodach. Vyskytuje se spise v
zasaditejsi oligotrofni az mirné eutrofni vodé (Dostal 1989; Madsen 1998; Nichols 1975).
Muze rast také v pisku, kyselé raSeliné a dokonce i ve velmi zasaditém prostiedi (pH = 9-10)

(Aiken et al. 1979). Maximdlni hloubka, kde miizeme stolistek nalézt je az 10 m, ale nejvice
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mu vyhovuje hloubka 2—3 m, odkud pak invaduje do vétSich hloubek i na mél¢iny. Jakmile
stonek dosdhne vodniho povrchu, vytvofi se pomoci vétveni stonki tlusty polStaf, naopak
spodni vétve maji tendenci se odlamovat. Takto stolistek zaujme spravny tvar pro optimalni
ziskavani svétla. Roste-li v Smetrovych hlubsSich vodach, nedosahuje uz k vodni hladin¢ a
tvoii jen submerzni porost (Aiken et al. 1979; Grace & Wetzel 1978). V mistech, kde se voda
zacne pomalu vypafovat, tvoii M. spicatum terestrickou formu. Listy jsou mensi, tuzsi a maji
méné ukrojki. Pokud se takovéto rostliny dostanou opét do vody, do 7-10 dni se zanou

tvofit nové listy vodni formy.

Invazni chovani
Rod Myriophyllum je vyznamny hlavné kvili svym invaznim druhiim, které mély

vzdy zvlastni postaveni, protoze na nich mohl byt v redlném case sledovan prubch
ekologickych a evolu¢nich zmén (Ellstrand & Schierenbeck 2000). Neptivodni vodni rostliny
vSak maji velky dopad na mistni biodiverzitu a fungovani ekosystému. Z Cisté¢ ekonomického
hlediska stoji ve Spojenych stiatech kontrola nepiivodnich vodnich rostlin vice nez 100
milionti dolard za rok (Pimentel et al. 2000). Ptiblizn¢ 19 druha stolistkli je povazovano za
Skodlivé rostliny, z toho 3 jsou pfitomné i ve stiedni Evropé (Sheppard et al. 2006). Evropsky
M. spicatum a jihoamericky M. aquaticum se vyskytuji na vétsing€ kontinentd (Moody & Les
2010). M. spicatum je v Severni Americe mnohem agresivnéjsi nez vSechny tamni ptivodni
stolistky (Aiken et al. 1979; Thum & Lennon 2006). Severoamericky M. heterophyllum
zdomécnél v Evropé a v Asii (Cirujano & Medina 1997; Yu et al. 2002); v severovychodnich
a severozapadnich Spojenych statech, mimo sviij piivodni aredl, je také povazovan za invazni
druh (Moody & Les 2002). Jeho agresivita vede k vytlaovani pivodnich vodnich makrofyt a
zaroven  negativné  ovliviiluje  hospodaiské a  rekreacni  aktivity v mistech
vyskytu (Aiken, Newroth & Wile, 1979). Velké obavy vzbuzuje zvlasté jeho schopnost kiizit
se s holarktickym druhem M. sibiricum. (s. severni; Moody & Les, 2002; Thum
et al., 2011); zejména pak zjiSténi, Ze se hybridni jedinci v urcitych ptipadech chovaji jesté
agresivngji nez invazni rodi¢ovsky druh (Roley & Newman, 2006). Hybridizace mezi
nativnimi a invazni rostlinami mohou vést k introgresi (zptisobujici extirpaci piirozené druhti
prostiednictvim kontaminace geni) a heterosou nebo hybridni intenzitou, ktera vede k lepSim
konkurenénim fenotypum (Moody and Les 2002). Moody a Les (2002) zjistili, ze agresivita

téchto hybridl vzristala s tvorbou monokulturnich porosti.
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Jednim z potencionalnich spoustécich mechanismt invazniho chovani muze byt
hybridizace s naslednou polyploidizaci (Ainouche et al., 2010; Ellstrand & Schierenbeck,
2000; Lafuma et al.,2003; Saad et al., 2011). U polyploida Ize sledovat vyssi potencial stat se
invaznimi druhy (Bennett, Leitsch & Hanson, 1998). | u druhu Myriophyllum muze hrat
proces polyploidizace v invaznosti skutecné svou roli, jelikoz je v literatufe udavano vice
polyploidnich ~ chromozomovych  poéti  (Harada, 1952;  Mgdjovsky,  Murin
&  Ferdkova, 1987; Mésicek &  Javurkova-Jarolimova, 1992;  Probatova

& Sokolovskaya, 1995).

Pokud se stolistky vyskytuji ve vysoké hustoté na jednom misté, zptisobuji vytésnéni
puvodnich druhd. Snizuji biodiverzitu obsazenych vodnich ploch a tokd a redukuji tak
dostupnou potravu nejen pro vodni ptactvo (Cilliers 1999; Madsen et al. 1991; Moody & Les
2002; Sturtevant et al. 2009). Omezuji rekreani i komercni aktivity ve vodé i v
okoli — plavani, rybafteni, fi¢ni plavbu, vyuziti plazi apod. (Cilliers 1999). Vytvati biotopy
vhodné pro vyvoj bodavého hmyzu (Aiken et al. 1979; Sheppard et al. 2006). Negativné
ovlivituji odvodnovaci 1 zavlazovaci syst¢tmy a dodavky pitné vody (Aiken
et al. 1979; Sheppard et al. 2006). Casti rostlin zanaseji vodni elektrarny a zafizeni méfici
pritok v kontrolnich povodniovych tunelech (Aiken et al. 1979; Cilliers 1999) a tim se sniZuje
i rychlost proudéni vody (Cilliers 1999).

Nicméné stolistek mize byt v urcitych ohledech 1 pfinosny. Okyslicuje vodni
prostredi, funguje jako filtr Zivin v eutrofnich vodach, stabilizuje dno, poskytuje vhodny tkryt
pro jikry ryb a vyjimecn€ muze slouZit i jako potrava vodnich ptakiti (Madsen 1998; Nichols
1975).

Cytotypova variabilita Myriophyllum L.

Rod Myriophyllum ma zakladni chromozomové ¢islo x = 7 (Love, 1982), popt. x =6
(Love & Love 1961). U stolistku klasnattho byly pozorovany 3 cytotypové
variace-2n = 28, 2n = 36 a 2n = 42. M. sibiricum ma pocet chromozomi 2n = 42.
U M. alterniflorum byl popsan jen jeden cytotyp 2n = 14. U M. verticillatum se
pravdépodobné vyskytuje pouze cytotyp 2n = 28. Udaje o chromozomovych podtech M.
aquaticum a M. heterophyllum v literatuie chybi. V polyploidni form¢, pti zakladnim
chromozomovém c¢isle x = 7, ma M. spicatum, M. sibiricum 2n = 42 M. alterniflorum
2n = 14; M. verticillatum 2n = 28. M. alterniflorum je diploid, M. verticillatum tetraploid a M.
spicatum hexaploid (Pogan et al. 1989).
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Publikované vysledky a komentar k ziskanym vysledkdm

Préace tykaji se genetické a cytogenetické variability evropskych a severoamerickych
populaci stolistkil byly prezentovany na konferencich.

Kubatova, B., Travnicek, P., Prancl, J., Kavova, T., Hrdinova, M., Mandakova, T., Anderson,
N. O., (2015) Is invasiveness of Myriophyllum L. (Haloragaceae) triggered by
polyploidization? Ploidy Level Variation and Genome Size in the USA and Europe. SWS
Annual Meeting 31.5-4.6, 2015, Providence, Rhodes Island, USA.

Kavova, T., Kubatova B. Travnicek, P. Prancl, J., Andrson, N.O. Ploidy Level Variation and
Genome Size in genus Myriophyllum. PopBio, Halle/ Saale, Germany, 18-20.5.2017

Kéavova, T., Kubatova B. Travnicek, P. Prancl, J., Andrson, N.O. Cytotype and molecular

variability od Myriophyllum L. 2nd World Biotechnolgy Congress, Sao Paulo, Brazil, 4-
5.12.2017.
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Rostlinné sbéry

Za pomoci zahrani¢nich databdzi o invaznich a nativnich druzich jednotlivych
zemi  bylo  vytipovino pfes 2048 lokalit s  potenciondlnim  vyskytem
Myriophyllum, popt. dal$ich atraktivnich druhti daného rodu. Zmapovany byly jak zony
intaktni na severo-vychodnim pobiezi Spojenych statdi americkych, tak 1 lokality
potencionalné izolovanych populaci na zapadnim pobiezi USA (viz Obr. 6). V Evropé jsme se
vénovali jak samplingu v domoving, v Ceské republice, tak i Polsku, Némecku, Francii a
lokalitim mozného transferu do sekundarniho aredlu vyskytu — Spanélsku. Daldim cilem

rostlinného samplingu byly izolované lokality v Evropé - Dansko, Svédsko a Norsko (vie viz

Obr. 5).

Jelikoz jsou stolistky pievazné klonalné se rozmnozujici se rostliny, snazili jsme se
zajistit minimaln¢ 50 km rozsah mezi jednotlivymi lokalitami stejného druhu. U morfologicky
homogennich populaci probihal odbér 20 rostlin. Na kazdé lokalité byl kromé odbéru rostlin
pro cytometrické analyzy téZ odebran rostlinny material pro extrakci DNA. Vzorky byly
odebirany a oznaCovany tak, aby byla zachovana kontinuita informaci o daném
vzorku, tzn. cytometrické zjisténi ploidni urovné, piipadné velikosti genomu, probiha na
stejném jedinci jako extrakce DNA a néasledné molekularni analyzy. Pocet rostlin odebranych
do silikagelu se odvijel od velikosti navstivené populace a od jeji morfologické
heterogenity, ptipadné zastoupeni druhii. U populaci morfologicky homogennich a pocetné
rozséhlych (fadové 10-100 jedincl na populaci) bylo odebirano minimalné 20 rostlin pro
cytogenetické a molekularni analyzy. V pfipad€, Ze se na navStivené lokalité nachéazely
rostliny morfologicky heterogenni nebo rostliny riznych druhd, byl material odebran od
vSech morfotypi/druhli opét v poctu minimalné 20 rostlin od kazdé skupiny. Na lokalitach
pocetné chudych (fadoveé vyskyt jedincli) byl odebran material u vSech nalezenych rostlin do
maximalniho poctu 20 rostlin na populaci. U morfologicky rozdilnych populaci, probihal
odbér 20 rostlin od kazdého morfotypu. Material byl po dobu odbéru rozdélen, ¢ast kazdé
rostliny byla zaslana v Cerstvém stavu do laboratofe pratokové cytometrie a Cast byla
dokonale vysuSena v silikagelu, ve kterém byla uchovana az do ptfevezeni do laboratote, kde

byla nasledné¢ uloZena v -20°C az do doby extrakce DNA.
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Obr.5.: Lokality sbérii v Evropé. Podrobnou tabulku lokalit sbér naleznete
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Cytometrické analyzy

Cytometrické analyzy probihaly na pracovisti Laboratofe pritokové cytometrie,
Akademie véd, Prihonice. Pomoci cytogenetickych analyz, byl u kazdé populace zjistén
jaderny obsah DNA a stanovena ploidni Uroveni. Pro screening ploidni trovné bylo vzdy
pouzito 10 rostlin zdané populace vjednom vzorku. Pokud byla populace ploidné
uniformni, vyhodnocovala jsem jaderny obsah DNA ze tii rostlin na populaci.
V piipadech, kdy byla detekovana wvnitropopulacni ploidni variabilita, byl tento postup
realizovan pro vSechny zjisténé cytotypy.

Laboratorni postup probihal dle Dolezal et al., 2007. Rostlinny material byl
zhomogenizovan v roztoku OTTO II spolu se standartem o zndme velikosti genomu a ploidni
urovné (Bellis perennis L), ptefiltrovan pies uhelon do samostatné kyvety. K roztoku jader
bylo pfidano 500 pl fluoresc¢en¢niho barviva. Pro zjisténi celkové velikosti genomu pouzito
interkala¢ni barvivo PI Propidium iodid(20 ml Otto Il buffer + 1 ml PI + 1 ml RNase + 40 pul
B-mercaptoethanol). Pii analyze ploidni Grovné bylo vyuzito AT selektivniho fluorochromu
DAPI(25 ml Otto Il buffer + 1 ml DAPI + 50 pl B-mercaptoethanol). Analyzy probihaly na
cytometru Partec CyFlow. Vyhodnocovani vystupt ve formé& histogrami probihalo

v programu FlowLogic.

Molekularni analyzy
Na kazdé lokalit¢ byl kromé& odbéru rostlin pro cytometrické analyzy téz odebran

rostlinny materidl pro extrakci DNA. Material byl po odbéru v terénu dokonale vysusen
v silika gelu a po pfevezeni do laboratofe byl v -20°C uchovavan do doby extrakce DNA.
Molekularni analyzy probihaly na pracovisti Katedry specidlni produkce rostlinné, JihoCeské
Univerzity v Ceskych Budg&jovicich. Extrakce rostlinné DNA probihala pomoci izolaéniho
protokolu CTAB-PVP. Rostlinny material byl zhomogenizovan, pfidano 500 pl roztoku 2x
CTAB-PVP s 1% merkaptoethanolu na vzorek. Inkubace 45 min/65°C. Nésledna centrifugace
5min/14000rpm. Pieneseni supernatantu do novych kolon. Pfidano 500 ul Chloroformu IAA
24:1. Centrifugace 5min/14000rpm. Pfeneseni supernatantu do novych kolon. Pfidani 1/5
objemu 5% CTAB, vortexace, opét pridani 500 pl chloroform IAA 24:1, 10 min. promichani.
Centrifugace 5min/14000 rpm. Do novych mikrocentrifuga¢nich zkumavek piepipetujeme
supernatant, priddme 2/3 objemu vychlazeného Isopraponalu. Ponechame pies noc v mrazédku
pfi min. -20°C. Dale centrifugujeme 5 min pii 4°C/ 14000rpm. Odstranime supernatant,
pfidame 300 pl 1x TE pufr a nechame 45 minut inkubovat pii 37°C. K roztoku ptfidame 2

objemy ledového 96 % ethanolu, promichdme a ponechdme v mrazdku minimalné na 30
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minut, kvili vétsi vytéznosti DNA. 10 minut cetrifugujeme maximalni rychlosti pti 4°C.
Odstranime supernatant. Pfidame 1 ml ledového 70% ethanolu a sta¢ime 2min/14000 rpm.
Odstranime supernatant a pro dokonalé vycisténi peletu opakujeme 2x. Vzorky vysuSime.
Podle mnozstvi peletu resuspendujeme v 20-200 ul 1xTE pufru pii 37°C.

Vnitro a mezidruhova hybridizace M. sibiricum, respektive
M. sibiricum x M. spicatum byla sledovana pomoci analyzy cp DNA a ITS analyzy. Byla
provedena sekvenace vybranych usekl. Jako nejvariabilnéjs$i a nejvhodnéjsi k rozliSeni
jednotlivych hybrid u chloroplastovych usekli byl vybran region trnL-F vymezeny primery
»C" a »E( trnLc 5'CGAAATCGGTAGACGCTACG 3, trnLf
S’ATTTGAACTGGTGACACGAG 37). U jaderné DNA byl zvolen lokus ITS
S univerzalnimi primery ITS1 a ITS 4 (ITS 1 5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’, ITS4
S5'TCCTCCGCTTATTGATATGC 37). U problematickych vzorkii byl pouzit namisto
univerzalntho  primeru  ITS1,  specificky  primer  stolistki ~ ITSImyrio  (
5'"GCGGAAGGATCATTGTCGAA 37) eliminujici potencidlni kontaminace. VSechny PCR
reakce obsahovaly 10 ul LA Hot Star Master Mix (Top Bio), 0,6 pul
Forwarde/Reverse primer, 6,8 ul sterilni/deionizované H,O, 2 ul DNA. Teplotni profil u
amplifikace jaderného tuseku: denaturace 94°C/min., nasledné¢ 25 cykli 94°C/15 sec.,
56°C/30sec., 72°C/1min. Findlni extenze pti 72°C/7min. U chloroplastového useku vypadal
teplotni profil nasledovné: denaturace 94°C/min., nasledné¢ 25 cykld 94°C/15
sec., 55°C/1Imin., 72°C/Imin. Finalni extenze pii 72°C/8min. Amplifikovand DNA byla
vizualizovana na 2% agarose pomoci horizontalni elektroforézy pii 90V/1,5 hod.
Vyseparované fragmenty, o délce jaderného tseku 700bp, u chloroplastového regionu
1000bp., byly purifikovany a nasledné osekvenovany. Vzorky byly purifikovany enzymaticky
(Exosap), 2 ul Exosap/vzorek, 37°C/15 min, 80°C/15 min. Sekvenovani prob&hlo formou
sluzby firmou Macrogen.

Na zakladé nové publikované prace Wu et al. 2013, kterd se zabyva vyvojem
mikrosatelitovych primerd pro asijské M. spicatum, bylo vSech 20 publikovanych
primerovych pard amplifikovdno na zastupcich taxonti ziskanych v rdmci naSich terénnich
sbért. Deset primerovych pari se jevi jako polymorfni pét z nich jsme optimalizovali.

Pti studiu mikrosatelitnich oblasti genomu jsme produkty amplifikace separovali
elektroforetickou metodou pomoci kapilarni elektroforézy na genetickém analyzatoru ABI
3500 (Applied Biosystems) pro stanoveni jejich délky. Jako interni velikostni standard jsme
pouzili LIZ 500 pro kombinaci primert fluorescencné znacenych (6-FAM, VIC, NED). Po
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kontrole jsme vyhodnocovali ve specializovaného programu GeneMapper v 3.7. Primérni data
jsme dale prevedli do binarni matice a statisticky se zpracovali pro odhad diverzity v

programech DARwin a MVSP.
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Vysledky a diskuze cytogenetické variability a velikosti genomu

Uskutecnili celou fadu terénnich sbérti jednak v Evropé a v USA. Podafilo se nam
vytvofit zcela unikatni sbirku vzorkl, kterd v ndmi studovanych oblastech dosud nema
obdoby. Povedlo se sebrat vSechny druhy rodu Myriophyllum L. udavané z Evropy a vSechny

druhy udavané ze Severni Ameriky s vyjimkou M. alterniflorum.
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Obr. 7.:1lustra¢ni grafické vystupy cytometrickych analyz pro druhy M. sibiricum pfi analyze velikosti
genomu pomoci barviva propidium jodid za pouziti standartu Bellis parrensis.

Cilem bylo stanoveni velikosti genomu u vétSiny zastupcti rodu Myriophyllum L., jak
v Evropé, tak v USA. Celkem bylo zméteno na 1700 jedincti z 540 populaci. Jedna se o 766
jedincti z 247 populaci (20 statth Evropy) a 943 jedinct z 268 populaci (25 federalnich stati
USA). U dalsich cca 2650 jedincd z vySe uvedenych populaci byla zjisténa
DNA-ploidie, kvili stanoveni vnitropopulaéni variability. Az na vyjimky (M. pinnatum a M.
sibiricum) se u rodu Myriophyllum L. nevyskytuje vnitropopulac¢ni ploidni variabilita.

Souhrnné vysledky udavé Tabulka 1.
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pops (samples) (g ONA) (pg ONA)

Ongin number (2n) revet (max/mmin, %) velue (pg ONA)
Eorope ie 2= 34 (93) 0497 = 0007 Ca83 0831 0.24
Europe az €x 1 (%) 0.992 * 0.021 0.963 ~ 1011 ass 0.16s
EU-USA w6 & 36 (106) 1.317 = 0.018 1.282 — 1.374 7.18 0.16%
Europe e . 1(3) 1.287 = 0.008 1.282 —1.291 o.70 0.161
[TEVN 6 ax 35 (103) 1.318 = 0.014 1.296 — 1.374 602 0.168
usAa 14 2 3 (%) 0631 20019 ©.608 — 0. 648 658 0.31%
EU-U SA 14 2 SO (143) 051020017 0483 — 0 543 12 42 o.25%
USA,
Connecticut 1e 24 (70) 0.504 = 0.020 0487 - 0523 7.39 o.2s82
UsAa
Micdie East 1e 14 (38) 0514 20012 0.483 —~ 0.543 12 42 0.257
USA- We: 14 2 (8 0.520 = 0.006 0512~ 0531 273 0.26%
Curope 14 2 10 (28) 0.519 = 0.008 0.501 ~ 0.536 699 0.260
sA 21 3= 1 (3 0.763 = 0.006 0.757 —0.767 132 0.254
147 2 0.536 = 0.018 0.512 ~0.581 762 o.268
1a 2= 0.418 = 0.008 0.409 —~ 0.428 391 o.z208
1e 2 0.458 = 0.007 O.444 ~0.a78 7.66 o.229
1e 2 0.534 = 0.008 0.532 —0.537 0.9 0.267
21 2x o784 - 0261
e 8~ 202020011 2.002 - 2.032 150 0.253
a2 6 1.800 = 0.081 1.744 — 2.000 14 68 0.300
63 o= 2.558 2 0.049 2494~ 2663 678 o.284
’ 6 1.732 * 0.080 1.724 ~ 1.89% 14.3 o.288
a2 . 1693 2 0.044 1.670 — 1.786 13.76 o.282
a2 . 1.658 = 0.031 1.570 ~ 1.736 10.87 0.276
az . 3.728 = 0.020 3.600 ~ 1.786 11.63 o.288
14 2 0.506 = 0.017 0477 - 0.527* 10.48 0.283
21 3 1(m) 0971 = 0.009 0961 -0978 177 o.324
28 an 59(166) 0.950 = 0.017 0.918 ~ 1.020 11 48 0.237
28 an 47 (333) 0.9%53 = 0.037 0.918 — 1.020 11.11 0.238
28 an 12 (33) 0938 2 0.012 0918 - 0.963 450 0.234
Y 2 1 (26) ©.484 = 0.008 0.476 ~ 0495 3.99 0.242
14 2 7 (21) 0.531 = 0.008 0.513 — 0.548 682 o.266
az = 2s (70) 1.749 * 0.016 1.708 - 1.779 a3ae o.291

Tab. 1.: Pfehled vysledkt prutokové cytometrie

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 chromozomu (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 skute¢nosti jde spiSe o vyjimku druhu M. aquaticum, ktery ma nejmensi
genom Obr. 7.. Je ziejmé, ze se zvétSujici se ploidni trovni roste i velikost genomu, S
vyjimkou vétSiny oktoploidi a mensi skupiny hexaploidd. Tyto odchylky jsou zptsobeny
pravé enormné malou velikosti genomu obou cytotypt M. aquaticum ve srovnani s ostatnimi

druhy.
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Obr. 8.: Krabicovy diagram znazorfiujici velikost genomu somatickych bunék (2C hodnota) vztazenou
vici ploidnimu stupni.

M. spicatum z USA ma signifikantné vétsSi genom nez evropské populace (Obrazek

9.), tento fakt formuloval vroce 1996 Rejmanek, kdy tvrdil, Ze invazivni $ifeni muze

korelovat s rozdily ve velikosti genomu. Pokud se podivaime na 1Cx hodnoty, podobny trend

se da vysledovat i u M. sibiricum. Zaroven je patrné, ze M. spicatum je ve velikosti genomu

znaén¢ variabilni jak v USA (kde to muze byt castecné zplsobeno hybridizaci

s M. sibiricum, variabilita 11,6 %), tak i v Evrop¢, kde se patrné s ni¢im nek#izi (variabilita
10,6 %).

Obr. 9.: Krabicovy diagram znazoriujici rozdily v 2C hodnotach velikosti genomu u M. spicatum
(Evropské a Americké populace).
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Lze zatim jen spekulovat, co vedlo k tomu, 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 prelomu 50. a 60. let 20. stoleti druh
zaznamenal raketovy boom a bcéhem par let byl druh zaznamenan prakticky
vSude (Prancl, pers. comm.). To jist¢ 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 puvodnim 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¢nd 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 hybridii obou druhti.

Nelze vsak vyloucit moznost zavleCeni hybridnich rostlin z parapatrickym ¢i
sympatrickym vyskytem obou druhti i na jihovychod USA, a proto by bylo tfeba ovéfit tento
piedpoklad také molekularnimi metodami. Vétsi velikost genomu M. spicatum v Severni
Americe muze byt zpisobena 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 puvodnim druhem M. sibiricum je natolik bézna, ze cisté M. sibiricum je Vv hustéji
(neptekvapive) také nejveétsi genomy ze vSech, jsme vidéli v odlehlych horskych jezerech
Washingtonu a Oregonu a na San Juan Islands (kde jako bariéra funguje moie a také velmi
Clenity reliéf ostrovii). To byly morfologicky zcela odlisné rostliny, které by se s M. spicatum
Sly zaménit 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
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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 dfive se uvazovalo o potencialni hybridizaci druhti M. spicatum a
M. sibiricum. Tato hybridizace s nejvétsi pravdépodobnosti ovliviiuje jak invazni trend
rostliny, tak i evolu¢ni zmény ve velikosti genomu. Hybridizace téchto druhti byla zatim
prokdzana pouze na lokalitich Spojenych stati americkych (Sturtevant et al. 2009). Na
zaklad¢ cytomerickych analyz jsme schopni nyni signifikantné odliSit tyto zainteresované

druhy v ramci jejich velikosti genomu, obsahu DNA v somatickych bunkach (Graf 1.).

Velikost genomu somatickych bunék
Spreadsheet1 16v*"66¢c
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Graf 1.: Krabicovy diagram obsahu jaderné DNA v somatickych buiikach (2C hodnoty). Zkratky: Sib6XSKAN-
hexaplodni M. sibiricum Skandinavie, Sib9XSKAN- nonaploidni M.sibiricum Skandinavie, spiSKAN-
M.spicatum Skandinavie, spiUSA- M. spicatum USA, sibUSA- M.sibiricum USA, spiEU- M spicatum Evropa,
SibEU- M. sibiricum Evropa

V grafu je patrny i rozdil v obsahu DNA mezi Evropou a USA. Z Tab. 2 je patrné, zZe
variabilita v obsahu jaderné DNA (2C hodnota bez ohledu na ploidni stupeil) se pohybuje
v rozmezi 1,728-2,558 pg, coz piedstavuje variabilitu v 1,5 nasobku. Pfi porovnani velikosti
genomu mezi arealy, severoamerické populace mély v praméru o 3.8 % Vétsi genom nez

evropské. Nahled na 1Cx hodnoty (pfepocteno na monoploidni sadku), se pak pohybuje od
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0,27-0,300 pg DNA. Tato hodnota si je blizce piibuzna (ovlivnéno stejnym ploidnim
stupném), jelikoz se jednd o blizce ptibuzné a hybridizujici druhy. Mizeme pozorovat i trend
ve zvySovani obsahu jaderné DNA v porovnani americkych a evropskych vzorkii. Rozdil ve
velikostech genomu muze byt ovlivnén geografickou separovanosti Severni Ameriky od

zaniku pevninského mostu v Beringové uziné (Chen et al., 2014).

Taxon Ploidie | Pocdet chromosomi GS +sd [pg] 1Cx[pq]
M. spicatum USA 6X 42 1,728+0,020 0,276
M. Spicatum EU 6X 42 1,658+0,044 0,288
M. Sibiricum USA 6x 42 1,8000+0,051 0,300
M. sibiricum EU 9x 63 2,558+0,049 0,284
1,732+0,050
M. sibiricum 6X Musi byt ovéFeno 0,288
Skandindvie karyologicky
2,446+0,053 0,27
M. sibiricum 9x Musi byt ovéFeno
Skandinavie karyologicky

Tab. 2.: Zakladni cytometrické charakteristiky z analyzy velikosti genomu. GS +sd- 2C velikost genomu a jeji
standartni odchylka. 1Cx- velikost genomu v pikogramech ptepoétend na monoploidni chromosomovou sadku.

Zatimco nizkad variabilita uvnitf populaci mize byt dana klonalnim charakterem
sanych populaci, kdy to mize byt do jist¢ miry dano také zpusobem sbéru
materidlu (Hofstra, Adam & Clayton, 1995). Zatimco Wu (2013) ve svych pracech dosli

k opa¢nému nazoru a to, ze vnitropopulaéni variabilita je u rodu Myriophyllum L. vysoka.
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Hlavnim pfinosem cytometrickych analyz je vSak fakt, ze jsme na jejich zéklad¢

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) (viz Obrazek 10).

Ne&-sp —

Obr. 10.: Parové porovnani 1Cx hodnot jedinct ze Severni ameriky a Evropy. Druhy M.sibiricum(6x; sib), M.

spicatum (6x; spi).

V3echny pi edpokladané ploidni Urovné u vSech taxon byly potvrzeny pocitanim

chromozémul v roztlakovych prepardtech (provedeno Terezii
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Masarykova univerzita, Brno) a cytometrické vystupy tak byly standardizovany. Na zékladé
téchto dat bylo stanoveno celkem 5 ploidnich drovni: diploidni (2n = 14), tetraploidni (2n =
28), hexaploidni (2n = 42), oktoploidni (2n = 56) a nanoploidni (2n = 63) (viz Tabulka 3).

Ploidy
Species Overall distribution 2n level References
M. aireraifiorum 13 2% Léve 1922a (Canada: Manitoba)
Czanads, NE USA, Europe, W and
N Europe, N Africs, China
M. sibiricum Cznzdsz, USA (except of SE part), 28 4y Probatova et 2l. 2008, Chepinogs et 2l. 2012
boreal Europe and Asia
42 Ex Léve and Ritchie 19586 (Canada: Manitoba; ut .
exolbescens), Alken 1373 [USA: Minnesots; ut
M. exglbescens), Love and Love 1582z [Canada:
Manitoba; ut M. spicatum s=p. exalbescens), this
study
63 9x this study
M. spicatum Europe, N Africa, boresl and 28 4y Probatova and Sokolovskays 1835, Agqusro et al.
temperate Asia, naturalized 2004
| vh
elsewhere = == —
42 6x Aiken 1378 (USA: Alabama), Aiken 1978
{Canada: British Columbiz), this study
M. quitense South Americz, North American 42 6x Caska et zl. 1586 {Cznzdaz: British Columbia)
Cordillera northwards to British 13 x this study
Columbiz
M. verticillotum borezl and temperate regions of 13 2x Chepinogs et al. 2012
northern hemisphera 28 4x Taylor and Mulligan 1968 {Canada: British
Columbiz; ut M. spicatum, see Aiken 1981),
Aiken 1978 (USA: Minnesotz), this study
42 Ex Harads 1852
M. eguaticum South Americs, naturzlized 15 Sx this study
elsewhere
M. tenelium 13 2x Léve and Love 1832b (Canada: Québec), this
NE of North America study
M. forwellii Alaska, Canada, NE USA i3 2x this study
M. humile Canads {E), USA {NE) 13 2x this study
M. laxum SE USA i3 2x this study
M. pinnatum Cznzdz (S parts), USA {middle, E) 13 2x this study
212¢ 2x this study
= 3 = > =
M. hippuroides Cznzdz {British Columbiz), USA 14% =X e
(W), Mexico, Central America
M. heterophyilum | Cznzdz (SE —introduced?), USA i3 2% this study
|certzinty native in central and 21 3x this study
SE part), naturalized elsewhera
M. ussuriense E Asiz, Canada (Britizh 15 2% -
Columbiz), USA (Washington,
Oregon] 21 3x Caska et zl. 1586 {Canada: British Columbiz}, this
study
Tab. 3.

vykazujici nové uréené ploidni stupné u rodu Myriophyllum L .
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Myriophyllum spicotum B-Myr2
(nsbund2)

Myriophyllum spicatum 167-12
(2n=6x=42)

Myriophyllum laxum x heterophyllum FL34-13
(2n=2x=14)

Myriophyllum sibiricum Myr23
(2n=6x=42)

Myriophyllum ussuriense W32-13
(2n=3x=21)

Myriophylium oquoticum FL3S-13
(20 = 8= 56)

Myriophyum alterniflorum R2C-Myr2
(20020 14)

Mynophylum quitense W38-13
(20 = e = %6)

Obr. 11.: Mitotické chromozomy nabarvené DAPI, mé& itko = 10um
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Vysledky a diskuze molekularné-genetickych analyz

Podarilo se nam celkem ziskat celkem pies Sest tisic vzorkli (1050 odbérti v Evropé a
5242 odbéra v USA) rostlinného materidlu ur¢eného pro extrakce DNA. Odbér vzorki pro
extrakci DNA probihal vzdy tak, aby byla zachovana kontinuita informaci o daném vzorku,
tzn. cytometrické zjisténi ploidni urovné, piipadné velikosti genomu, probihalo na stejném
jedinci jako extrakce DNA a nasledné molekularni analyzy.

Celkem byla DNA extrahovdna z 1994 vzorka, pficemz 436 vzorki pochazelo

Z Evropy a 1508 vzorkl bylo z USA.

Vnitro a mezidruhova hybridizace byla sledovdna pomoci analyzy cp DNA a ITS
analyzy. Byla provedena sekvenace vybranych tsekl. Celkem bylo sekvenovano 650 vzork,
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 nejvariabilngjsi a
nejvhodnéjsi k rozliSeni jednotlivych hybridd u chloroplastovych tsek byl vybran region
trnL-F vymezeny primery ,,c* a ,,f(trnLc 5" CGAAATCGGTAGACGCTACG 3’, trnLf 57
ATTTGAACTGGTGACACGAG 3") dle Taberlet et al. (1991), a dalsi dva tGseky podle Shaw
et al. (2005, 2007). U jaderné DNA byl zvolen lokus ITS s univerzalnimi primery ITS1 a
ITS4 (ITS1 5" TCCGTAGGTGAACCTGCGG 37, ITS4 5" TCCTCCGCTTATTGATATGC
37). U problematickych vzorkd byl pouzit namisto univerzalniho primeru ITS1, specificky
primer stolistkll ITSImyrio (5"GCGGAAGGATCATTGTCGAA3’) eliminujici potencialni
kontaminace podle Thum et al., 2011 a univerzalni primer ITS4 dle Soltis and Kuzoff (1995).

Na fylogenetickém stromu (Obr. 12) pro Neibour-joining analyzu pro druh
M. Spicatum je jasné vyliSeni 3 skupin pomoci primeru pro jaderny lokus ITS1. Doslo zde
k celkovému vymezeni izolovanych severoamerickych populaci, napt. jako v praci Wu et
al. (2015). Ve stiedovém pasmu nalezneme stiedoevropské populace. Tteti skupinou jsou
vzorky zintaktni zony severovychodni casti USA, kde doslo k pfifazeni 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 areélu, jaky jsme
pokryli my spojenim vysledki studovanych rostlin z dfive ziskaného vyzkumu a této

disertaci. Napovidd nam to o potenciondlni vnitro i mezidruhové hybridizace téchto druht,
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kterda mlze 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. KiiZzenci vykazovali morfologické znaky na pomezi
rodic¢ovskych druhti. Moody & Les (2002) naznacili, Ze objeveni tohoto kiizence by mohlo

ovlivnit budouci management pfi boji s M. spicatum.

Obr. 12.: Koncenzus Neighbor-Joining analyzy ITS lokusu jaderné DNA pro M. spicatum, geneticka
distance - Tamura Nei, 1000 opakovani

Z vysledki PCoA kombinace péti mikrosatelitovych primert (Obr. 13) je patrné
odliseni jedinct M. aquaticum. Stejné jako pii sekvenovani jaderného ITS tseku i analyza
mikrosatelitli nasvédcuje, ze se jedna o jedince klondlniho pivodu. Jako nejvariabilnéjsi se
zda byt M. verticilatum, jehoz jedinci jsou nejvice rozprostieni. Markantni rozdil ukazuji
jedinci M. spicatum pochazejici z Evropy a USA, ob¢ skupiny jsou jednoznacné odliSené.
Casteény piekryv M. spicatum a M. sibiricum naznaGuje na moZnost hybridizace
jmenovanych druhtt (Wu et al., 2015). Ktizenci, které detekovali ve své praci pomoci
morfologickych znakli Moody & Les (2007a) stali v téchto znacich né€kde uprostied a
ptekryvali se Casto s obéma rodi¢ovskymi druhy, které byly pomoci morfologickych analyz

snadno rozeznatelné. Je transparentni, ze vhodny vybér primerti a cilovych oblasti vede ke

zjednoduSeni determinace.
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Obr. 13.: UPGMA shlukova analyza — pouzity koeficient podobnosti: Dice ,
EVIEEISER . aquaticum, M. sbiricum,', , ,

Na vysledku shlukové analyzy Obr. 13 je patrné téméf jasné vyliseni M.spicatum
versus M.sibiricum. Kompaktni uceleni zde tvoii M. aquaticum.
Presto, ze vzorky M. aquaticum zahrnuté do vysledného stromu pochazeji z riznych velmi
vzdalenych oblasti USA, muize se jednak o klony. Je tomu tak pravdépodobné proto, ze se
tento druh vyborné€ klonaln€ mnozi a byl do USA nejspiSe zavlecen neopatrnymi akvaristy ¢i
milovniky zahradnich jezirek, kdy se do volné pfirody dostalo par importovanych rostlin,

které se dale rozsifily (Aiken 1981; Sheppardet al. 2006).
Dtlezitym vystupem analyzy molekularné-genetickych analyz je zfetelné odliSeni

skupiny evropskych a americkych populaci; vnitini diferenciace skupiny evropskych vzorka a

skandindvskych populaci.

101



Dulezitym vystupem analyzy ISSR markerd Phalaris arundinacea je zjisténi, ze
rozsah genetické variability u vzokd z Minnesoty (kultivari i vzorkl z invaznich populaci a
extenzivnich ploch) je o cca 10% nizsi, nez je tomu u ¢eského materialti. U skupiny ¢eského
materidlti doslo ke zietelnému odliSeni skupiny planych genotypii a skupiny zahradnickych
kultivar a picninafskych genotypli. V pfipadé genotypii z Minnesoty nebylo patrné tak
zfetelné odliseni picninafskych kultivart od rostlin z populaci chrastice podél fek. Jednim z
divodi je i mensi celkovy rozsah genetické variability ve srovndni s Ceskymi vzorky. Pfi
celkovém porovnani ¢eskych a Minnesotskych vzorkil chrastice rakosovité doslo k rozliSeni
souboru genotypii do dvou hlavnich shlukii. Prvni obsahuje zahradnické a picnindiské
genotypy ¢eské. Do druhého byly pfifazeny genotypy z nativnich a invaznich populaci véetné
picninaiskych kultivart z Minnesoty. V rdmci druhého shluku se pak genotypy z Minnesoty
seskupily do jedné kompaktni skupiny v diisledku nizké genetické variability tohoto souboru.
Odrtda Chrastava byla jedinou vyjimkou z genetickych rozdilli mezi ¢eskou kultivovanou a
divokou populaci, kterd se shlukovala spolu s ¢eskymi divokymi genotypy shromazdénymi
podél tek. Je to piekvapivé, protoze tato odrida se liSila pouze ve dvou fenotypovych
rysech, coZ naznacuje, Ze vétSina markerti ISSR nekoduje skryté fenotypové rysy. Genovou
uniformitu prokazovaly c¢eské okrasné kultivary, ziejmé v dusledku mezipopulaéniho

klonovéani béhem doby, kdy v CR byl nedostatek okrasnych plodin.

Cytotypova heterogenita byla zjisténa u populaci M. heterophyllum, kde byly determinovany
dva cytotypy (ploidni tirovn€): 2x a 3x. Sympatricky rist diploidnich a triploidnich cytotypt
se vyskytl u jedné populace M. pinnatum. U dvou populaci M. aquaticum v Evropé
(Mad’arsko) by také zaznamendn vyskyt vice cytotypli 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 navrzena 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.
Podaftilo se 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 nanoploid.
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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
nejvetsi pravdépodobnosti ovliviiuje jak invazni trend rostliny, tak i evolucni zmény ve
velikosti genomu. Hybridizace téchto druhli byla zatim prokdzana pouze na lokalitach
Spojenych stath americkych. Veskera tato zjisténi podporuji hypotézu o vySsi invaznosti
polyploidl. Polyploidni druhy se mezi invaznimi druhy vyskytuji castéji nez druhy diploidni.
Jejich vyssi uspéSnost miize byt dana vétsi variabilitou genti, ziskanou polyploidizaci a
piipadnymi 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 cytotypii. Pomoci karyologickych analyz doSlo k potvrzeni poctu
chromozom ve vSech zastoupenych druzich.

Na zéklad¢ molekularni analyzy jsme nyni schopni rozpoznat rozdily mezi primérni a
sekundarni oblasti vyskytu. Kompletni diferenciace nastala v piipad¢ 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
Spojenych statech. Tento nahled by ndm mohl fici vice o invazivnim Sifeni této rostliny z
Evropy. Toto zjisténi néas ptivadi na myslenku teorie rozsifeni tohoto rodu do USA ze stiedni

Evropy.

Z dosavadnich vysledki mé prace by nemélo byt pfisuzovano invazivni chovéni
americkych populaci rozdilim v kopiich genomu, ale spiSe adaptaci na nové prostiedi na
urovni genll. Navic nepovazuji ziejmy rozdil ve velikosti genomu za zdkladni faktor
masivniho $ifeni, a to 1 pfes urCity posun smérem k vy$§imu mnoZstvi DNA v invazivnich
populacich v Severni Americe. Budouci vyzkum bych sméfovala spise na roli
enviromentalnich a ekologickych faktori, které by mohly umoznit invazni rast stolistkid/ ¢i

chrastice i jejich kiizencu.
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Podrobna tabulka sbéru.

Severni
1) Evropa |Belgie B-Myrl [ 294 | Amerika | New York CONG67
Severni
2| Evropa | Belgie B-Myr10 [ 295 | Amerika | Vermont CONG8
Severni
3 [ Evropa | Belgie B-Myr2 [ 296 | Amerika | Vermont CONG69
Severni
4| Evropa |Belgie B-Myr3 [ 297 | Amerika | Vermont CON70
Severni
5| Evropa |Belgie B-Myr4 [ 298 | Amerika | Vermont CON71
Severni
6 | Evropa | Belgie B-Myr5 | 299 | Amerika | Vermont CON72
Severni
7| Evropa | Belgie B-Myr6 | 300 | Amerika | Vermont CON73
Severni | New
8 [ Evropa |Belgie B-Myr7 [ 301 | Amerika | Hampshire CON74
Severni
9 | Evropa | Belgie B-Myr8 [ 302 | Amerika | Maine CON75
Severni
10| Evropa |Belgie B-Myr9 [ 303 | Amerika | Maine CON76
Ceska Severni
11| Evropa |republika 5309 | 304 | Amerika | Florida FLO1-13
Ceska Severni
12 | Evropa |republika 006-08 | 305 | Amerika | Florida FL0O2-13
Ceska Severni
13 [ Evropa | republika 007-08 | 306 | Amerika | Florida FLO3-13
Ceska 013-12 (Hofin- Severni
14| Evropa |republika 1. tan) | 307 | Amerika | Florida FLO4-13
Ceska 015-12 (Hofin- Severni
15| Evropa |republika 2. tdn) | 308 [ Amerika | Florida FLO5-13
Ceska Severni
16| Evropa |republika 023-08 [ 309 | Amerika | Florida FLO6-13
Ceska Severni
17| Evropa |republika 025-11 | 310 | Amerika | Florida FLO7-13
026-12
(Kamenné
Ceska Zehrovice, Severni
18 | Evropa |republika Tuchlovice) | 311 | Amerika | Florida FLO8-13
Ceska Severni
19 | Evropa |republika 040-12 (Troja) | 312 | Amerika | Florida FL09-13
Ceska Severni
20| Evropa | republika 042-12 313 | Amerika | Florida FL10-13
Ceska Severni
21| Evropa |republika 047-12|314 [ Amerika | Florida FL11-13
Ceska Severni
22 | Evropa | republika 059-09 | 315 | Amerika | Florida FL12-13
Ceska 075-12 (Lapek- Severni
23 | Evropa | republika vert) [ 316 | Amerika | Florida FL13-13
Ceska 088-12 (Vidlak - Severni
24 | Evropa | republika vert) [ 317 | Amerika | Florida FL14-13
Ceska 091-12 (Kr&ak- Severni
25| Evropa | republika spicatum) [ 318 | Amerika | Florida FL15-13
26 | Evropa | Ceska 111-10| 319 [ Severni | Florida FL16-13
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republika Amerika
113-12
Ceska (Karvina- Severni
27 | Evropa | republika Darkov-kanal) | 320 | Amerika | Florida FL17-13
121-12
Ceska (Darkovské M.- Severni
28 | Evropa | republika Laguna) | 321 | Amerika | Florida FL18-13
Ceska 132-12 (spic- Severni
29| Evropa | republika Stépan) | 322 | Amerika | Florida FL19-13
Ceska Severni
30| Evropa | republika 141-11 | 323 | Amerika | Georgia FL20-13
142-12 (spic-
Ceska Doly/spic- Severni
31| Evropa |republika Karvina-Doly) | 324 | Amerika | Georgia FL21-13
Ceska Severni
32| Evropa |republika 144-11 [ 325 | Amerika | Alabama FL22-13
Ceska 150-12 Severni
33 | Evropa | republika (ALTER1) | 326 | Amerika | Alabama FL23-13
Ceska 151-12 Severni
34 | Evropa | republika (ALTER2) | 327 | Amerika | Alabama FL24-13
Ceska 155-12 Severni
35| Evropa |republika (ALTER3) [ 328 | Amerika | Alabama FL25-13
Ceska 156-12 Severni
36 | Evropa | republika (ALTER4) [ 329 | Amerika | Alabama FL26-13
Ceska 158-12 Severni
37 | Evropa |republika (ALTERS) [ 330 | Amerika | Alabama FL27-13
Ceska 161-12 Severni
38 | Evropa | republika (ALTERS®6) [ 331 | Amerika | Florida FL28-13
Ceska 182-12 Severni
39 [ Evropa | republika (KERHARTICE) | 332 [ Amerika | Florida FL29-13
Ceska 188-12 (G88 Severni
40 [ Evropa | republika Ohte) | 333 [ Amerika | Florida FL30-13
Ceska Severni
41 [ Evropa |republika Beroun | 334 | Amerika | Alabama FL31-13
Ceska BRANDYS N. Severni
42 [ Evropa |republika 0.]335 | Amerika | Alabama FL32-13
Ceska spic-Orlice- Severni
43 [ Evropa |republika Brandys | 336 [ Amerika | Alabama FL33-13
Ceska Severni
44 [ Evropa |republika Bukovany [ 337 | Amerika | Mississippi FL34-13
Ceska Severni
45 [ Evropa | republika Bukovina | 338 | Amerika | Mississippi FL35-13
Ceska Severni
46 | Evropa |republika Buskovice | 339 | Amerika | Louisiana FL36-13
Ceska Severni
47| Evropa | republika Hrastice | 340 | Amerika | Louisiana FL37-13
Ceska Severni
48 | Evropa | republika CHOCEN 2 [ 341 | Amerika | Louisiana FL38-13
Ceska Severni
49| Evropa | republika JC - 1| 342 | Amerika | Louisiana FL39-13
Ceska Severni
50| Evropa | republika JC - 2| 343 | Amerika | Louisiana FL40-13
Ceska Severni
51| Evropa |republika JC - 3| 344 | Amerika | Louisiana FL41-13
Ceska Severni
52 | Evropa | republika JC - 4345 | Amerika | Louisiana FL42-13
Ceska Severni
53 | Evropa | republika JC - 5[346 | Amerika | Louisiana FL43-13
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Ceska Severni

54| Evropa | republika JC - 6347 | Amerika | lllinois IL 01
Ceska Severni

55| Evropa |republika JC - 71348 | Amerika | Wisconsin IL 02
Ceska Severni

56 | Evropa | republika JC - 81349 | Amerika | lllinois IL 03-1
Ceska Severni

57 | Evropa |republika JC - 9| 350 | Amerika | lllinois IL 03-2
Ceska Severni

58 | Evropa | republika JM-Myrl | 351 | Amerika | Wisconsin IL 04
Ceska Severni

59| Evropa | republika JM-Myr2 | 352 | Amerika | Wisconsin IL 05
Ceska Severni

60 | Evropa | republika JM-Myr3 | 353 | Amerika | Wisconsin IL 06
Ceska Severni

61| Evropa |republika JM-Myr4 | 354 [ Amerika | Wisconsin IL 07
Ceska Severni

62 | Evropa | republika JM-Myr5 | 355 [ Amerika | Wisconsin IL 08
Ceska Severni

63 | Evropa | republika JM-Myr6 | 356 [ Amerika | Wisconsin IL 09
Ceska Severni

64 | Evropa | republika JM-Myr7 | 357 | Amerika | Wisconsin IL 10
Ceska Severni

65 | Evropa | republika JM-Myr8 | 358 | Amerika | Wisconsin IL11
Ceska Severni

66 [ Evropa | republika JZC-Myrl [ 359 | Amerika | Wisconsin IL12
Ceska Severni

67 | Evropa | republika JZC-Myr2 [ 360 | Amerika | Wisconsin IL 13
Ceska Severni

68 [ Evropa | republika Karanice | 361 | Amerika | Wisconsin IL 14
Ceska Severni

69 [ Evropa | republika Karlovy Vary [ 362 | Amerika | Wisconsin IL 15
Ceska Severni

70 | Evropa | republika Lety [ 363 [ Amerika | Wisconsin IL 16
Ceska Severni

71| Evropa |republika Lutovnik | 364 [ Amerika | Wisconsin IL17
Ceska Severni

72| Evropa | republika MS-Myrl | 365 | Amerika | Wisconsin IL 18
Ceska Severni

73| Evropa | republika MSO001 | 366 | Amerika | lllinois IL 20
Ceska Severni

74| Evropa | republika MS002 | 367 | Amerika | lllinois IL21
Ceska Myr 1 Capkovo Severni

/5| Evropa | republika jezirko | 368 | Amerika | lllinois IL 22
Ceska Myr 2-Choltice- Severni

76| Evropa | republika Jedousov | 369 | Amerika | lllinois IL 23
Ceska Myr3 - Klara Severni

77 | Evropa | republika Kabatova | 370 | Amerika | Indiana IL 24
Ceska Ohfe-Loket Severni

78 | Evropa | republika (Bara) | 371 | Amerika | Indiana IL 25
Ceska Olomouc Severni

79| Evropa | republika cihelna | 372 | Amerika | Indiana IL 26
Ceska Severni

80| Evropa | republika Pasohlavky | 373 | Amerika | Indiana IL 27
Ceska Severni

81| Evropa |republika Piseény | 374 | Amerika | Indiana IL 28
Ceska Severni

82 | Evropa | republika Racgek 11]375 | Amerika | Indiana IL 29
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Ceska Severni

83 | Evropa | republika Rybensky mlyn | 376 [ Amerika | Indiana IL 30
Ceska Severni

84| Evropa | republika SC-Myrl | 377 | Amerika | Indiana IL 31
Ceska Severni

85| Evropa | republika SC-Myr2 | 378 | Amerika | Indiana IL 32
Ceska Severni

86 | Evropa | republika SC-Myr3 | 379 | Amerika | Indiana IL 33
Ceska Severni

87| Evropa | republika SC-Myr4 | 380 | Amerika | Indiana IL 34
Ceska Severni

88 | Evropa | republika Srbsko | 381 [ Amerika | Indiana IL 35
Ceska Severni

89| Evropa | republika STC-Myr1 | 382 [ Amerika | lllinois IL 36
Ceska Severni

90 | Evropa | republika STC-Myr2 | 383 | Amerika | lllinois IL 37
Ceska Severni

91| Evropa | republika STC-Myr3 | 384 | Amerika | lllinois IL 38
Ceska Severni

92 | Evropa | republika STC-Myr4 | 385 | Amerika | Missouri IL 39
Ceska Severni

93 | Evropa | republika STC-Myr5 | 386 | Amerika | Missouri IL 40
Ceska Tyn nad Severni

94 | Evropa | republika Becévou | 387 [ Amerika | Missouri IL 41
Ceska Severni

95 [ Evropa | republika v.n. Sedlec [ 388 | Amerika | Missouri IL 42
Ceska Severni

96 [ Evropa | republika VC-Myrl | 389 [ Amerika | Missouri IL 43
Ceska Severni

97 | Evropa | republika VC-Myr2 | 390 [ Amerika | Missouri IL 44
Ceska Severni

98 [ Evropa | republika VC-Myr3 | 391 [ Amerika | Missouri IL 45
Ceska Severni

99 [ Evropa | republika VC-Myr4 | 392 | Amerika | Missouri IL 46
Ceska Severni

100 | Evropa | republika VC-Myr5 | 393 [ Amerika | Missouri IL 47
Ceska Severni

101 | Evropa |republika VC-Myr6 | 394 [ Amerika | Missouri IL 48
Ceska Severni

102 | Evropa | republika Vyrovka | 395 | Amerika | Missouri IL 50
Ceska Severni

103 | Evropa | republika Zatluky | 396 | Amerika | Tennessee IL51
Ceska Severni

104 | Evropa | republika ZC-Myrl | 397 | Amerika | Alabama IL 52
Ceska Severni

105 | Evropa | republika ZC-Myr2 | 398 [ Amerika | Alabama IL 53
Ceska Severni

106 | Evropa | republika Zalhostice [ 399 | Amerika | Alabama IL 54
Ceska Severni

107 | Evropa | republika Zernoseky | 400 | Amerika | Alabama IL 55
Ceska Severni

108 | Evropa | republika ZK3105 | 401 | Amerika | Mississippi IL 56
Ceska Severni

109 | Evropa | republika ZK3108 | 402 | Amerika | Mississippi IL 57
167-12 (D- Severni

110 | Evropa |Dansko CERATO) | 403 | Amerika | Mississippi IL 58
168-12 (D Severni

111 | Evropa | Dansko CERATO) | 404 [ Amerika | Alabama IL 59
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170-12 Severni
112 | Evropa | Dansko (GUDENAZ) 405 | Amerika | Alabama IL 60
171-12 Severni
113 | Evropa | Dansko (GUDENA4) 406 | Amerika | Alabama IL 61
172-12 Severni
114 | Evropa | Dansko (GUDENAG5) | 407 | Amerika | Alabama IL 62
173-12 Severni
115 | Evropa | Dansko (GUDENAG) 408 | Amerika | Alabama IL 63
174-12 Severni
116 | Evropa | Dansko (GUDENA?) 409 | Amerika | Alabama IL 64
175-12 (D- Severni
117 | Evropa | Dansko VERTICIL) | 410 | Amerika | Wisconsin IL19
176-12 (D Severni
118 | Evropa | Dansko MYRIO JIH) | 411 | Amerika | Minnesota Myr 001
177-12 Severni
119 | Evropa | Dansko (MYRIO_JIH2) | 412 | Amerika | Minnesota Myr 002
Severni
120 | Evropa | Finsko ZK2981 | 413 | Amerika | Minnesota Myr 003
Severni
121 | Evropa | Finsko ZK2991 | 414 | Amerika | Minnesota Myr 004
Severni
122 | Evropa | Finsko Helsinky 1-1 | 415 | Amerika | Minnesota Myr 005
Severni
123 | Evropa | Finsko Helsinky 2-1 | 416 | Amerika | Minnesota Myr 006
Severni
124 | Evropa | Finsko Helsinky 3-1 1417 | Amerika | Minnesota Myr 007
Severni
125 | Evropa | Finsko Helsinky 4-1 1418 | Amerika | Minnesota Myr 008
Severni
126 | Evropa | Finsko Helsinky 5-1 1419 | Amerika | Minnesota Myr 009
Severni
127 | Evropa | Finsko Helsinky 6-1 1420 | Amerika | Minnesota Myr 010
Severni
128 | Evropa | Finsko Helsiny 7-1 [ 421 | Amerika | Minnesota Myr 011
Helsinky- Severni
129 | Evropa |Finsko Konala | 422 [ Amerika | Minnesota Myr 012
Severni
130 | Evropa | Italie I-Myr1 | 423 | Amerika | Minnesota Myr 013
Severni
131 | Evropa | Italie IT2 ] 424 | Amerika | Minnesota Myr 014
Severni
132 | Evropa | Italie IT3]425 [ Amerika | Minnesota Myr 015
Severni
133 | Evropa | Litva P-Myr10 | 426 | Amerika | Minnesota Myr 016
Severni
134 | Evropa | Litva P-Myr6 [ 427 | Amerika | Minnesota Myr 017
Severni
135 | Evropa | Litva P-Myr7 [ 428 | Amerika | Minnesota Myr 018
Severni
136 | Evropa | Litva P-Myr8 | 429 [ Amerika | Minnesota Myr 019
Severni
137 | Evropa | Litva P-Myr9 [ 430 [ Amerika | Minnesota Myr 020
Severni
138 | Evropa | Madarsko Flldpsalasz [ 431 | Amerika | Minnesota Myr 021
Severni
139 | Evropa | Madarsko MA-Myrl | 432 | Amerika | Minnesota Myr 022
Severni
140 | Evropa | Madarsko MA-Myr2 | 433 | Amerika | Minnesota Myr 023
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Severni

141 | Evropa | Madarsko MA-Myr3 | 434 | Amerika | Minnesota Myr 024
178-12 (D Severni

142 | Evropa | Némecko ORTZE) | 435 [ Amerika | Minnesota Myr 101
Severni

143 | Evropa | Némecko B-Myr14 | 436 | Amerika | Minnesota Myr 102
Severni

144 | Evropa | Némecko B-Myr15 [ 437 | Amerika | Minnesota Myr 103
Severni

145 | Evropa | Némecko B-Myr16 | 438 [ Amerika | Washington W01-13
Severni

146 | Evropa | Némecko B-Myr17 | 439 [ Amerika | Washington W02-13
Severni

147 | Evropa | Némecko B-Myri8 [ 440 | Amerika | Washington W03-13
Severni

148 | Evropa | Némecko JN-01 | 441 | Amerika | Washington WO04-13
Severni

149 | Evropa | Némecko JN-02 | 442 | Amerika | Washington WO05-13
Severni

150 | Evropa | Némecko JN-03 | 443 | Amerika | Washington W06-13
Severni

151 | Evropa | Némecko JN-04 | 444 | Amerika | Washington W07-13
Severni

152 | Evropa | Némecko JN-05A | 445 | Amerika | Washington W08-13
Severni

153 | Evropa | Némecko JN-05B | 446 | Amerika | Washington W09-13
Severni

154 | Evropa | Némecko JN-06 | 447 | Amerika | Washington W10-13
Severni

155 | Evropa | Némecko JN-07 | 448 | Amerika | Washington W11-13
Severni

156 | Evropa | Némecko JN-08 | 449 [ Amerika | Washington W12-13
Severni

157 | Evropa | Né&mecko JN-09 | 450 [ Amerika | Washington W13-13
Severni

158 | Evropa | Némecko JN-10 [ 451 | Amerika | Washington W14-13
Severni

159 | Evropa | Némecko JN-11 | 452 | Amerika | Washington W15-13
Severni

160 | Evropa | Némecko JN-12 | 453 | Amerika | Washington W16-13
Severni

161 | Evropa | Némecko JN-13 | 454 | Amerika | Washington W17-13
Severni

162 | Evropa | Némecko JN-14 | 455 | Amerika | Washington W18-13
Severni

163 | Evropa | Némecko JN-15 [ 456 | Amerika | Washington W19-13
Severni

164 | Evropa | Némecko JN-16 | 457 | Amerika | Washington W20-13
Severni

165 | Evropa | Nizozemi B-Myrl11 | 458 | Amerika | Washington W21-13
Severni

166 | Evropa | Nizozemi B-Myr12 | 459 | Amerika | Washington W22-13
Severni

167 | Evropa | Nizozemi B-Myr13 | 460 | Amerika | Washington W23-13
Severni

168 | Evropa | Norsko N4 | 461 | Amerika | Washington W24-13
075-11 (spic Severni

169 | Evropa | Polsko Polsko) | 462 | Amerika | Washington W25-13
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Severni

170 | Evropa | Polsko P-Myrl [ 463 [ Amerika | Washington W26-13
Severni

171 | Evropa |Polsko P-Myr11 [ 464 | Amerika | Washington W27-13
Severni

172 | Evropa | Polsko P-Myr12 [ 465 | Amerika | Washington W28-13
Severni

173 | Evropa | Polsko P-Myr13 | 466 | Amerika | Washington W29-13
Severni

174 | Evropa |Polsko P-Myr14 [ 467 | Amerika | Washington W30-13
Severni

175 | Evropa | Polsko P-Myr15 | 468 | Amerika | Washington W31-13
Severni

176 | Evropa | Polsko P-Myri6 [ 469 | Amerika | Washington W32-13
Severni

177 | Evropa | Polsko P-Myr17 | 470 | Amerika | Oregon W33-13
Severni

178 | Evropa | Polsko P-Myr2 [471 | Amerika | Oregon W34-13
Severni

179 | Evropa | Polsko P-Myr3 [ 472 | Amerika | Washington W35-13
Severni

180 | Evropa | Polsko P-Myr4 [ 473 | Amerika | Oregon W36-13
Severni

181 | Evropa | Polsko P-Myr5 [ 474 | Amerika | Oregon W37-13
Severni

182 | Evropa | Rakousko RO1 [ 475 | Amerika | Oregon W38-13
Severni

183 | Evropa | Rakousko R02 1476 | Amerika | Oregon W39-13
Severni

184 | Evropa | Rakousko R03 1477 | Amerika | Oregon W40-13
Severni

185 | Evropa | Rakousko R04 1478 | Amerika | Oregon W41-13
Severni

186 | Evropa | Rakousko R05 1479 | Amerika | Oregon W42-13
Severni

187 | Evropa | Rakousko RO6 | 480 | Amerika | Oregon W43-13
Severni

188 | Evropa | Rakousko R0O7 481 | Amerika | Oregon W44-13
Severni

189 | Evropa | Rakousko R08 | 482 | Amerika | Oregon W45-13
Severni

190 | Evropa | Rakousko R09 | 483 | Amerika | Oregon W46-13
Severni

191 | Evropa | Rakousko R10 | 484 | Amerika | Oregon WA47-13
Severni

192 | Evropa | Rakousko R11 [ 485 | Amerika | Oregon W48-13
Severni

193 | Evropa | Rakousko R12 486 | Amerika | Oregon W49-13
Severni

194 | Evropa | Rakousko R13 | 487 | Amerika | Kalifornie W50-13
Severni

195 | Evropa | Rakousko R14 | 488 | Amerika | Kalifornie W51-13
Severni

196 | Evropa | Rakousko R15 | 489 | Amerika | Kalifornie W52-13

Ceska
197 | Evropa | Rakousko R16 | 490 | Evropa | republika Karlstejn
Lotyssko -
198 | Evropa | Rakousko ZK3140]491 | Evropa | LotySsko Myrl
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077-11 (spic- Ceska 5
199 | Evropa | Slovensko Orava) | 492 | Evropa | republika Svihov
080-11 (vertic ;
200 | Evropa | Slovensko Orava, 2 kytky) | 493 | Evropa | Slovensko Sirava
3 Lhotecky
099-11 (spic Ceska rybnik
201 | Evropa | Slovensko Kuty) | 494 | Evropa | republika (/Lhotka)
Ceska
202 | Evropa | Slovensko Kl'i¢ovec [ 495 | Evropa | republika Kersko
Klatovske
203 | Evropa | Slovensko rameno [ 496 | USA Massachusetts | NY1
204 | Evropa | Slovensko Lom Nezbud | 497 | USA New York NY2
205 | Evropa | Slovensko MS-Myr10 | 498 [ USA New York NY3
206 | Evropa | Slovensko MS-Myrll | 499 [ USA Pennsylvania |NY4
207 | Evropa | Slovensko MS-Myr12 | 500 | Evropa | Dansko DK1
208 | Evropa | Slovensko MS-Myr2 | 501 | Evropa | Dansko DK2
209 | Evropa | Slovensko MS-Myr3|502 | Evropa | Dansko DK3
210 | Evropa | Slovensko MS-Myr4 | 503 | Evropa | Dansko DK4
211 | Evropa | Slovensko MS-Myr5 | 504 | Evropa | Dansko DK5
212 | Evropa | Slovensko MS-Myr6 | 505 | Evropa | Svédsko SW1
213 | Evropa | Slovensko MS-Myr7 | 506 | Evropa | Svédsko SW2
214 | Evropa | Slovensko MS-Myr8 | 507 | Evropa | Svédsko SW3
215 | Evropa | Slovensko MS-Myr8 | 508 | Evropa | Svédsko SwW4
216 | Evropa | Slovensko MS-Myr9 | 509 | Evropa | Svédsko SW5
217 | Evropa | Slovensko MS-Myr9 | 510 | Evropa | Svédsko SW6
Nezbudska 3
218 | Evropa | Slovensko Lucka | 511 | Evropa | Svédsko SW7
219 | Evropa | Svédsko M1 512 [ Evropa | Svédsko Sws8
220 [ Evropa | Svédsko M2 | 513 | Evropa | Svédsko SW9
221 [ Evropa | Svédsko M3 | 514 | Evropa | Svédsko SW10
222 | Evropa | Svycarsko 515 | Evropa | Svédsko Swii
223 | Evropa | Velka Britanie UKO01 | 516 | Evropa | Svédsko SW12
224 | Evropa | Velka Britanie UKO02 | 517 | Evropa | Svédsko SW13
225 | Evropa | Velka Britanie UKO03 | 518 | Evropa | Svédsko Swi4
226 | Evropa | Velka Britanie UKO04 | 519 | Evropa | Svédsko SW15
227 | Evropa | Velka Britanie UKO05 | 520 | Evropa | Svédsko SW16-1
Severni 5
228 | Amerika | Virginia CONO01 | 521 | Evropa | Svédsko SW16-2
Severni 5
229 | Amerika | Maryland CONO02 | 522 [ Evropa | Svédsko SW17
Severni 3
230 | Amerika | Maryland CONO03 | 523 | Evropa | Svédsko SW18
Severni 5
231 | Amerika | New Jersey CONO04 | 524 | Evropa | Svédsko SW19
Severni 5
232 | Amerika | New Jersey CONO05 | 525 | Evropa | Svédsko SW20
Severni 5
233 | Amerika | New Jersey CONO06 | 526 | Evropa | Svédsko SW21
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Severni

234 | Amerika | Pennsylvania CONO7 | 527 | Evropa | Svédsko SW22
Severni

235 | Amerika | Pennsylvania CONO8 | 528 | Evropa | Svédsko SW23
Severni

236 | Amerika | New York CONO09 | 529 | Evropa | Svédsko SW24
Severni

237 | Amerika | New York CON10 | 530 | Evropa | Svédsko SW25
Severni

238 | Amerika | New York CON11 | 531 | Evropa | Svédsko SW26
Severni

239 | Amerika | New York CON12 | 532 | Evropa | Svédsko Stavre
Severni Ceska

240 | Amerika | New York CON13[533 | Evropa | republika Bukovec

Cernosice

Severni Ceska [Berounka

241 | Amerika | New York CON14 | 534 | Evropa | republika (9-8,5km)]
Severni Ceska

242 | Amerika | New York CON15|535 | Evropa | republika Druztova
Severni Ceska Spaleny

243 | Amerika | Massachusetts CON16 | 536 | Evropa | republika mlyn
Severni Ceska

244 | Amerika | Connecticut CON17|537 | Evropa |republika Bezpravi

Boletice

Severni Ceska nad

245 | Amerika | Connecticut CON18 | 538 | Evropa | republika Labem
Severni Ceska

246 | Amerika | Connecticut CON19 | 539 | Evropa |republika Aldasin
Severni Ceska

247 | Amerika | Connecticut CON20 | 540 | Evropa | republika Svadov
Severni Ceska

248 | Amerika | Connecticut CONZ21 | 541 | Evropa |republika Sudislav
Severni Ceska

249 | Amerika | Connecticut CON22 | 542 | Evropa |republika Sedlecko
Severni Ceska

250 | Amerika | Connecticut CON23|543 | Evropa | republika Blesno
Severni Ceska

251 | Amerika | Connecticut CON24 | 544 | Evropa | republika Zeleznice
Severni Ceska

252 | Amerika | Connecticut CONZ25 | 545 | Evropa | republika ZK2341
Severni Ceska

253 | Amerika | Connecticut CONZ26 | 546 | Evropa | republika ZK2342
Severni Ceska

254 | Amerika | New York CONZ27 | 547 | Evropa | republika ZK2343
Severni

255 | Amerika | Connecticut CON28 548 | USA Vermont ZK2927
Severni New

256 | Amerika | Connecticut CON29 | 549 | USA Hampshire ZK2947
Severni New

257 | Amerika | Connecticut CONB30 | 550 | USA Hampshire ZK2954
Severni

258 | Amerika | Connecticut CON31 | 551 | Evropa | Norsko NOR1
Severni

259 | Amerika | Connecticut CON32 | 552 | Evropa | Norsko NOR2
Severni

260 | Amerika | Connecticut CON33 | 553 | Evropa | Norsko NOR3
Severni

261 | Amerika | Connecticut CON34 | 554 | Evropa | Norsko NOR4
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Severni

262 | Amerika | Connecticut CONS35 | 555 | Evropa | Norsko NOR5
Severni

263 | Amerika | Connecticut CONS36 | 556 | Evropa | Norsko NOR6
Severni

264 | Amerika | Connecticut CONZ37 [557 | Evropa | Norsko NOR7
Severni

265 | Amerika | Connecticut CONB38 | 558 | Evropa | Norsko NORS8
Severni

266 | Amerika | Connecticut CONB39 | 559 | Evropa | Norsko NOR9
Severni

267 | Amerika | Connecticut CONA40 [560 | Evropa | Norsko NOR10
Severni

268 | Amerika | Massachusetts CONA41 [561 | Evropa | Norsko NOR11
Severni

269 | Amerika | Massachusetts CON42 562 | Evropa | Norsko NOR12
Severni

270 | Amerika | Connecticut CON43|563 | Evropa | Norsko NOR13
Severni

271 | Amerika | Connecticut CON44 1564 | Evropa | Norsko NOR14
Severni

272 | Amerika | Rhode Island CON45 | 565 | Evropa | Norsko NOR15
Severni

273 | Amerika | Massachusetts CON46 | 566 | Evropa | Norsko NOR16
Severni

274 | Amerika | Massachusetts CONA47 | 567 | Evropa | Norsko NOR17
Severni

275 | Amerika | Massachusetts CON48 | 568 | Evropa | Norsko NOR18
Severni | New

276 | Amerika | Hampshire CON49 | 569 | Evropa | Norsko NOR19
Severni | New

277 | Amerika | Hampshire CON50 | 570 | Evropa | Norsko NOR20
Severni

278 | Amerika | Maine CON51 | 571 | Evropa | Norsko NOR21
Severni | New

279 | Amerika | Hampshire CON52 | 572 | Evropa | Norsko NOR22
Severni | New

280 | Amerika | Hampshire CON53 | 573 | Evropa | Norsko NOR23
Severni

281 | Amerika | Vermont CONb54 | 574 | Evropa | Norsko NOR24
Severni

282 | Amerika | Vermont CONb55 | 575 | Evropa | Norsko NOR25
Severni

283 | Amerika | Vermont CONb56 | 576 | Evropa | Norsko NOR26
Severni

284 | Amerika | New York CON57 | 577 | Evropa | Norsko NOR27
Severni

285 | Amerika | New York CON58 | 578 | Evropa | Norsko NOR28
Severni

286 | Amerika | New York CON59 | 579 | Evropa | Norsko NOR29
Severni

287 | Amerika | New York CONG60 | 580 | Evropa | Norsko NOR30
Severni

288 | Amerika | New York CONG61 | 581 | Evropa | Norsko NOR31
Severni

289 | Amerika | New York CONG62 | 582 | Evropa | Norsko NOR32
Severni

290 | Amerika | New York CONG63 583 | Evropa | Norsko NOR33
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Severni

291 | Amerika | New York CON®64 | 584 | Evropa | Norsko NOR34
Severni

292 | Amerika | New York CONSG65 [ 585 | Evropa | Norsko NOR35
Severni

293 | Amerika | New York CONG66 | 586 | Evropa | Norsko NOR36
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