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Al V diplomski nalogi smo izmerili velikost jedrnega genoma tujerodnih vrst
dresnikov, nabranih v Sloveniji. Merili smo s slikovno citometrijo DNA, ki temelji
na kvantitativnem obarvanju DNA s Feulgenovo reakcijo. Zeleli smo ugotoviti ali
lahko tujerodne vrste dresnikov v Sloveniji dolo¢imo po velikosti jedrnega genoma.
Ugotavljali smo tudi velikosti jedrnih genomov kalic, ki so uspesno zrasle iz semen,
pobranih na dolo¢eni materinski rastlini. S pomo¢jo teh podatkov lahko ugotovimo,
katere vrste so donorji peloda za posamezno materinsko rastlino. Se posebej so nas
zanimali donorji peloda za vrsto Fallopia japonica var. japonica (japonski dresnik),
saj je v evropski flori prisotna kot citolosko in genetsko enotni zenski klon. Tkiva
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preparatih smo izmerili velikosti jedrnega genoma. Z izmerjenimi vrednostmi 2C
smo lahko predhodno morfolosko dolocitev tujerodnih vrst dresnikov v 3 razli¢ne
taksone potrdili. Na podlagi vrednosti 2C kalic smo sklepali na to, katera vrsta je
donor peloda za posamezno kalico.
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The size of the nuclear genome of alien knotweed species sampled in Slovenia was
measured using DNA image cytometry, based on quantitative staining of DNA with
the Feulgen reaction. The aim was to find out whether alien species of knotweed in
Slovenia can be unambiguously recognized according to the size of the nuclear
genome. We determined the size of the nuclear genome of all the seedlings grown
from the seeds, collected on one individual mother plant. With these data we could
ascertain, which species are the pollen donors for individual mother plant. We were
especially interested in pollen donors for Fallopia japonica var. japonica (Japanese
knotweed) because it is present in European flora as cytologically and genetically
unified female clone. We fixed different tissues of Japanese knotweed (root tips,
shoot tips and seedling's roots), which were stained by Feulgen method and
prepared microscopic slides with squashed specimen. We measured the size of
nuclear genome of these specimens. Using the measured 2C-values we were able to
confirm three different species of knotweed, previously determined by the
morphological characters. Based on the 2C-values of seedlings, we concluded
which species is the pollen donor for individual mother plant.
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1 UvOoD

Z besedo tujerodne rastline oznaCujemo tiste rastline, za katere velja, da so se na neko
obmocje, kamor se po naravni poti same niso mogle raz§iriti, naselile s posredovanjem
Cloveka. Invazivne tujerodne rastlinske vrste so vrste, ki se hitro in uspe$no Sirijo v
novonaseljenem naravnem okolju ter s svojo mnozi¢nostjo povzrocajo resne spremembe v
delovanju in zgradbi gostiteljskega ekosistema. To obi¢ajno pomeni, da ustvarjajo obsezne
enovrstne sestoje, v katerih samonikle rastlinske vrste sploh ne uspevajo ali je njihova
Stevilénost mo¢no zmanjSana, posledica tega pa sta tudi sprememba Zivalskih zdruzb ter

spremenjena struktura habitatnega tipa (Jogan, 2006).

Ene najbolj problemati¢nih invazivnih tujerodnih rastlinskih vrst v evropski flori so vrste
sekcije Reynoutria iz rodu Fallopia (Polygonaceae), ki jih véasih obravnavajo kot lo¢en
rod Reynoutria (Suda in sod., 2010). Gre za vrste japonski dresnik (Fallopia japonica var.
japonica, Fallopia japonica var. compacta), sahalinski dresnik (Fallopia sachalinensis) ter
¢eski dresnik (Fallopia x bohemica). To so odporne zelnate eno- ali dvodomne trajnice z
majhnimi belimi cvetovi, stebli podobnimi bambusovim in obseznimi korenikami

(Grimsby in Kesseli, 2010).

V Sloveniji so iz sekcije Reynoutria rodu Fallopia prisotne naslednje vrste: japonski
dresnik (Fallopia japonica var. japonica), sahalinski dresnik in ¢eSki dresnik. Japonski in
sahalinski dresnik sta naturalizirani okrasni rastlini, ¢eski dresnik je njun krizanec (Vres,
2007).
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2 PREGLED OBJAV

2.1 Problematika invazivnih tujerodnih vrst
Za ustrezno razumevanje problematike invazivnih tujerodnih vrst, je nujno poznavanje

naslednjih pojmov:

e Domorodna (avtohtona) vrsta je vrsta, ki zivi na obmoc¢ju svoje obitajne
(pretekle ali sedanje) naravne razSirjenosti, tudi ¢e se tu pojavlja le obcasno. To
velja tudi za obmocja, ki jih je vrsta lahko dosegla sama, bodisi s hojo, letenjem,
prenosom z vodo ali vetrom ali drugimi nacini razsirjanja (Convention on
Biological Diversity, 2002).

e Tujerodna (alohtona) vrsta je vrsta, ki se nahaja zunaj obmocja (pretekle ali
sedanje) naravne razSirjenosti oz. obmocja, ki bi ga lahko dosegla z naravnim
Sirjenjem (to je zunaj obmocja naravne razsirjenosti, ki ga ni mogla doseci brez
neposredne ali posredne naselitve ali posredovanja cloveka). To vkljucuje
katerikoli del organizma, ki lahko prezivi in je sposoben razmnozevanja (npr.
spolne celice, semena, jajca, korenika) (Convention on Biological Diversity, 2002).

e Invazivna tujerodna vrsta ali invazivka je tujerodna vrsta, katere ustalitev in
Sirjenje ogroza ckosisteme, habitate ali vrste (Convention on Biological Diversity,
2002).

Nekatere tujerodne vrste je ¢lovek na novo obmocje naselil z namenom, da bi se vrste v
okolju tudi ustalile, ¢lovek pa bi imel od njih dolo¢eno korist. Primeri namernih naselitev
so: tujerodne vrste rib za Sportni ribolov, tujerodne lovne vrste (sesalci, ptice) za povecanje
privlacnosti lova, tujerodne ribe in Skoljke za namene gojitve, tujerodni organizmi za
bioti¢no varstvo Skodljivih organizmov ter tujerodne rastline za namene gozdarstva ali v
okrasne namene. Veliko invazivnih tujerodnih vrst je bilo sprva naseljenih na omejene
prostore, rastline na njive in vrtove, zivali pa so gojili na farmah ali v Zivalskih vrtovih, od
koder so pobegnile v naravo. Primeri pobegov vrst v naravno okolje so: Sirjenje okrasnih
rastlin z vrtov in botani¢nih vrtov bodisi s semeni ali deli rastlin v polnaravno ali naravno
okolje, Sirjenje kmetijskih rastlin z njiv v polnaravno ali naravno okolje, pobeg Zivali iz

zivalskih vrtov, terarijev ali vrtnih mlak, pobeg Zivali s farm ali iz ribogojnic. S
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povecevanjem transporta surovin in blaga narasca tudi Stevilo skodljivcev, ki jih vnesemo

kot patogene ali zajedavce rastlinskih ali zivalskih vrst (Kus Veenvliet in sod., 2009).

Skupna lastnost vdorov invazivnih tujerodnih vrst na novonaseljena obmocja je ta, da se
tujerodni organizmi pojavljajo v veliko ve¢ji gostoti in so sposobnejsi v novem okolju kot

v njihovem naravnem okolju (Blossey in N6tzold, 1995).

Invazivne tujerodne rastlinske vrste, ki se uspeSno Sirijo v nova okolja, predstavljajo resno
groznjo za biotsko raznovrstnost po vsem svetu (Suda in sod., 2010), negativno vplivajo na
habitate, ki jih naselijo, na Stevilne nacine spreminjajo delovanje ekosistema, vrstno

sestavo in preoblikujejo prehranjevalne splete (Chytry in sod., 2009).
Vplive tujerodnih vrst lahko razdelimo v 4 kategorije (Kus Veenvliet in sod., 2009):

e vplivi na domorodne vrste,
e vplivi na ekosisteme,
e vplivi na gospodarstvo,

e vplivi na zdravje ljudi.

Vplivi na domorodne vrste so lahko zelo raznoliki. Tujerodne vrste lahko v novem okolju
postanejo tekmeci domorodnih vrst, bodisi za zivljenjski prostor, hrano ali druge
zivljenjsko pomembne vire. Nekatere tujerodne vrste v novem okolju popolnoma
spremenijo medvrstne odnose, krozenje mineralnih hranil, fizikalne in kemijske dejavnike.
To pogosto vodi v popolno preobrazbo ekosistema, iz katerega so izrinjene Stevilne
domorodne vrste. Tujerodne vrste so lahko Skodljivei gospodarsko pomembnih rastlin ali
rastlinskih proizvodov in na razlicne nacine zmanjSujejo prihodke. To so lahko razli¢ni
virusi, bakterije in glive, ki so povzroditelji bolezni in oslabijo rastline ter tako zmanjsujejo
pridelek. Nekateri najbolj trdovratni pleveli so tujerodne rastline, ki smo jih v naSe okolje
zanesli in jith moramo neprestano odstranjevati z vrtov, da omogoCimo rast vrtnim
rastlinam. Med invazivke, v oZjem pomenu besede, pleveli, ki se ne Sirijo v naravno
okolje, ne sodijo. Gosti sestoji invazivnih tujerodnih rastlin, ki preras¢ajo brezZine rek,
otezujejo dostop do vodotokov in tako zmanjSujejo rekreacijsko funkcijo vodotokov. Tudi
vplivi na zdravje ljudi so razliéni. Mnoge okrasne rastline so delno ali v celoti strupene,

zato je sajenje takih rastlin v okolici hi§ ali izobraZevalnih ustanov tvegano. Nekatere



Erhati¢ T. Velikost jedrnega genoma tujerodnih vrst dresnikov (Fallopia sect. Reynoutria) v Sloveniji.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2012

rastline niso nevarne le ob zauzitju, temve¢ lahko izloCajo nevarne snovi. Druge so
alergene in povzrocajo seneni nahod. Z uvozom tujerodnih Zivali lahko vnaSamo tudi

nekatere bolezni, ki so lahko nevarne za zdravje ljudi (Kus VVeenvliet in sod., 2009).

2.1.1 Hipoteze za uspesnost invazivnih tujerodnih vrst
Obstaja ve¢ hipotez, ki poskuSajo pojasniti uspesnost invazivnih tujerodnih vrst (Hierro in
sod., 2005).

1) Hipoteza naravnih sovraznikov.

Hipoteza naravnih sovraznikov je ena izmed najstarejSih in najpogosteje citiranih hipotez.
Uspeh temelji na dejstvu, da so mnoge tujerodne vrste po vnosu v novo okolje resene
svojih specifi¢nih herbivorov in patogenov (Darwin, 1859; Elton, 1958). Tujerodne vrste si
pridobijo znatno prednost, ker njihovih populacij neposredno ne zavirajo njihovi
specializirani sovrazniki in ker si pridobijo konkurencno prednost pred domacimi vrstami,

ki lahko nesorazmerno trpijo zaradi napadov domacih sovraznikov (Hierro in sod., 2005).
2) Hipoteza evolucije invazivnosti.

Nekatere vrste lahko vzpostavijo dominanco v novem okolju, ker dozivijo hitre genetske
spremembe, povezane z novimi selekcijskimi pritiski v novem okolju (Maron in sod.,
2004).

3) Hipoteza prazne ekoloske nise.

Ceprav po definiciji ni$a lahko obstaja samo v prisotnosti organizma, se hipoteza prazne
niSe nanaSa na moznost, da so lahko doloCene tujerodne vrste uspesne, ker imajo v novem
okolju dostop do virov, ki jih lokalne vrste ne uporabljajo. Ker imajo vrstno bogatejse
zdruzbe celovitejSo izrabo virov, prav pomanjkanje praznih ekoloskih ni§ pojasni, zakaj so

te zdruzbe odpornejSe na invazije (Elton, 1958).
4) Hipoteza novega orozja.

Nedavna hipoteza poudarja pomen alelopatij v procesu invazije in predlaga, da nekatere
tujerodne vrste lahko uspejo, ker prinesejo nove nacine interakcij v naravne rastlinske

zdruzbe (Callaway in Aschehoug, 2000). Natancneje, hipoteza novega oroZja trdi, da
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tujerodne vrste izlocCajo alelopatske snovi, ki so relativno neucinkovite proti dobro
prilagojenim sosedom v izvorni zdruzbi, vendar zelo zavirajo neprilagojene rastline v novi

zdruzbi (Hierro in sod., 2005).
5) Hipoteza moten;.

Tujerodne vrste, ki napadejo motene zdruzbe, so na splosno, ruderalne vrste. Pricakovano
je, da ruderalne vrste prekasajo domace kompetitorje in na strese odporne vrste v zgodnjih
sukcesijskih stopnjah (Grime, 1979). Nejasno pa je, zakaj ruderalne vrste, ki so domace v
sistemu, niso sposobne kolonizirati motenih obmocij tako uspesno kot tujerodne ruderalne
vrste (Hierro in sod., 2005). Hipoteza motenj trdi, da razlike obstajajo zato, ker avtohtone
ruderalne vrste niso izkusile tipa in intenzivnosti motenj, na katere so tujerodne ruderalne

vrste prilagojene (Mack in sod., 2000).
6) Hipoteza vrstnega bogastva.

Elton (1958) je prvi predlagal, da bi lahko bile bolj raznolike zdruzbe bolj odporne na
invazije kot vrstno revne zdruzbe. Ta ideja je bila podprta s teoreticnimi argumenti, da ima
manj raznolika zdruzba SibkejSe medvrstne interakcije in ve¢ praznih ekoloskih ni§ (Drake,
1990). Vec prostih virov v vrstno revnih zdruzbah lahko povzroci, da so te zdruzbe bolj

izpostavljene Sirjenju invazivnih tujerodnih vrst kot vrstno bogatejSe zdruzbe (Hierro in
sod., 2005).

2.1.2 Nacini Sirjenja organizmov

Sirjenje propagul (katerikoli deli organizma, ki se lahko razvijejo v nov organizem) vrst iz
enega obmocja na novo obmocje je kljucnega pomena za razvoj biogeografskih vzorcev.
Naravno S$irjenje vrst v nove habitate ali njihova kolonizacija novih obmocij lahko
privedeta do lokalnega mnozi¢nega izumrtja, speciacije in nastanka novih ekosistemov.
Tudi Sirjenje vrst s posredovanjem c¢loveka preko njihovih naravnih meja Sirjenja
(tujerodne vrste) je pomemben dejavnik za oblikovanje svetovne biotske raznovrstnosti,

posebej v zadnjih nekaj stoletjih (Wilson in sod., 2008).

Poznamo 6 splo$nih nacinov Sirjenja organizmov: difuzno Sirjenje, koridorji, skokovito
Sirjenje, Sirjenje na ekstremno dolge razdalje, mnoZi¢no Sirjenje in gojenje (Wilson in sod.,

2008).
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Prvi nacin Sirjenja je difuzija, kjer se vrsta Siri z roba svojega obmocja v skladu z
zmoznostjo Sirjenja svojih propagul (Hewitt, 2000). Tesna fizicna povezava med novim in
izvornim obmoc¢jem se ohranja. Primeri difuznega Sirjenja so ponovne kolonizacije po

poledenitvah ter odzivi na spremembe habitata (Wilson in sod., 2008).

Poseben nacin Sirjenja se pojavi tam, kjer se vzpostavi koridor ustreznega habitata. Na
regionalni ravni si organizmi v izvornem in novem okolju lahko delijo nedavno
evolucijsko zgodovino, sekundarni stik med obema populacijama je omogocen. V
nasprotju s klasicnim difuznim Sirjenjem, ki je pocasno in vklju€uje postopno odzivanje na
spremenjene pogoje, koridorji odpirajo veliko obmocje potencialno primernega obmocja,
ki ga je mogoce hitro kolonizirati. Primera: Panamski in Sueski prekop (Wilson in sod.,
2008).

Pri skokovitem Sirjenju je Se vedno mozen genski pretok med novim in izvornim
obmocjem, vendar lahko pride do zaCasnega pobega pred sovrazniki in kompetitorji med
zacetno kolonizacijo. Primer takega Sirjenja je Sirjenje preko gorskih preprek ali vodnih
teles (Wilson in sod., 2008).

V nasprotju s skokovitim Sirjenjem vodi Sirjenje na eckstremno dolge razdalje
(medcelinsko, ¢ezoceansko Sirjenje) v lo¢itev med novim in izvornim obmoc¢jem (Levin,
2006). Verjetnost socasnega ali kasnejSega Sirjenja ve¢ razlicnih vrst iste zdruzbe je zelo
majhna, populacije v novem okolju kazejo mo¢ne ustanoviteljske uc¢inke in hitro odstopajo

od populacij v izvornem okolju (Wilson in sod., 2008).

Redno sirjenje propagul na dolge razdalje iz Stevilnih virov na Stevilne lokacije (masovno
Sirjenje) povecuje moznost uvedbe visoke stopnje genetske raznolikosti. Ceprav je
masovno $irjenje pogosto rezultat clovekove aktivnosti, je lahko tudi rezultat evolucijskih
novosti, kot je bilo na primer letenje. Clovek je tudi tesno povezan z usmerjenim §irjenjem
propagul v daljSem Casovnem obdobju v obmo¢ja, kjer je njohova vzpostavitev lazja

(3irjenje preko gojenja) (Wilson in sod., 2008).

2.1.3 Sirjenje tujerodnih rastlin
Po nacinu $irjenja so tujerodne vrste zelo raznolike, pogosto pa imajo pred domorodnimi

vrstami neke konkuren¢ne prednosti, zaradi katerih se lahko Sirijo uspesneje. Stevilne so
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enoletnice, ki proizvedejo ogromne koli¢ine semen, ta pa se lahko razsirjajo z vetrom, v
so¢nih plodovih, ki jih raznasajo ptice, ali pa se s kaveljcki oprijemljejo zivali in ¢loveka.
Nedotike celo same uspevajo odmetavati semena ve¢ metrov dale¢. Neredko pa je tudi pri
naknadnem S$irjenju aktivno pomagal ¢lovek (ki je po definiciji povzroc€il ze primarno
Sirjenje tujerodne vrste). Zaradi medonosnosti nekaterih tujerodnih vrst so jih naértno Sirili
Cebelarji (Zlezava nedotika (Impatiens glandulifera), robinija (Robinia pseudacacia),
amorfa (Amorpha fruticosa), japonski dresnik (Fallopia japonica)...)), zaradi krmne
vrednosti za divjad so druge vrste sadili lovci (topinambur (Helianthus tuberosus)),
nekatere okrasne vrste sadijo po vrtovih (budleja (Buddleia davidii), japonsko kostenicje
(Lonicera japonica), japonska medvejka (Spiraea japonica), deljenolistna rudbekija
(Rudbeckia laciniata)...). Na ta nacin lahko invazivke hitro zasedejo nova obmoc¢ja, na
katerih pa je njihova uspeSnost odvisna tudi od podnebnih dejavnikov. Za prezivetje in
nadaljnje Sirjenje populacij na novo zasedenih obmo¢jih je navadno poleg Sirjenja s semeni
zelo pomembno tudi vegetativno Sirjenje in razra$anje. Stevilne zelnate trajnice (npr.
japonski dresnik, zlate rozge, ...) imajo razrasel podzemni sistem korenik in prezivijo celo

ve¢ let redne kosnje (Kus Veenvliet in sod., 2009).

2.2 Tujerodne rastlinske vrste v Sloveniji

Tujerodnih rastlinskih vrst je v Sloveniji nepregledno veliko, sem lahko $tejemo vecino
okrasnih in drugih gojenih rastlin, mnoge plevele... in seveda sodi sem Se zelo neraziskana
skupina tujerodnih nizjih rastlin (alg in mahov). Med bolje preucenimi visjimi rastlinami je
od skupno nekaj ¢ez 3000 vrst nase flore kar dobra petina tujerodnih, med njimi kakih 300
arheofitov, ki so priSli v naso floro pred ve¢ kot 500 leti. Preostale pa so neofiti, ki so v
flori ustaljeni manj kot 500 let in efemerofiti, ki se v flori pojavljajo le prehodno. Ozji

definiciji invazivke pa ustreza razmeroma malo rastlinskih vrst slovenske flore, nasteli bi

jih lahko 30 do 60, odvisno od tega, kako dosledni smo (Kus Veenvliet in sod., 2009).

2.3 Rod Fallopia sect. Reynoutria

Dresniki (Fallopia sect. Reynoutria, druzina Polygonaceae) so ena najbolj problemati¢nih
invazivnih tujerodnih rastlinskih vrst v evropski flori. V Evropi so prisotni 4 taksoni: 2
varieteti japonskega dresnika (F. japonica var. japonica in F. japonica var. compacta),

sahalinski dresnik (F. sachalinensis) ter ¢eski dresnik (F. x bohemica), ki je krizanec med
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F. japonica in F. sachalinensis. Te vrste so robustne zelnate trajnice z obseznim sistemom
korenik (Suda in sod., 2010).

Dresniki so doma v vzhodni Aziji in so bili prineseni v Evropo v sredi devetnajstega
stoletja kot okrasne rastline (Bailey in Conolly, 2000), ¢eski dresnik pa je morda nastal sele

v Evropi, ko je prislo do sobivanja starSevskih vrst.

Do sedaj so dresniki v Evropi kolonizirali razli¢ne umetne in polnaravne habitate, zlasti ob
bregovih rek (Mandak in sod., 2004), in bistveno zmanjsali raznolikost rastlinskih vrst
(Bimova in sod., 2004).

Japonski dresnik je avtohtona vrsta na Japonskem, Tajvanu in severni Kitajski, Kjer raste
ob cestah, re¢nih bregovih in obdelovalnih povrSinah in je eden od dominantnejSih
kolonizatorjev obmo¢ij z lavo. V Evropi se pojavlja v razli¢nih umetnih habitatnih tipih kot
so zemljiSca ob kanalih, cestah, ZelezniSkih nasipih, pokopali§¢ih in ob poto¢nih in re¢nih

bregovih (Hollingsworth in Bailey, 2000).

Sahalinski dresnik je avtohtona vrsta v vzhodni Aziji, kjer je poznana na jugu otoka
Sahalin, juznih Kurilskih otokih, japonskih otokih Hokaido in HonSu ter v Koreji. Pojavlja
se na motenih obmoc¢jih od 0 do 1050 m nadmorske visine in jo lahko najdemo ob cestah,
robovih gozdov, vrhovih peéin, rekah, in je tako kot japonski dresnik ena od pionirskih
kolonizatorjev pustih obmo¢ij, nastalih po vulkanskih izbruhih (Sukopp in Starfinger,
1995).

Druga predstavnika rodu Fallopia, prinesena v Evropo, sta $e varieteta compacta vrste

japonski dresnik in grmasti slakovec (F. baldschuanica) (Hollingsworth in Bailey, 2000).

V Sloveniji so prisotni vsi trije taksoni iz sekcije Reynoutria: japonski, sahalinski in ¢eski
dresnik. Japonski dresnik je naturalizirana okrasna rastlina, ki se v Sloveniji pojavlja
predvsem ob ZelezniSkih nasipih, ob vodah in na nasipali$¢ih v nizini in spodnjem
montanskem pasu. Sahalinski dresnik je prav tako naturalizirana okrasna rastlina in se
pojavlja pri nas v naseljih, ob poteh in na vlaznih mestih. Pojavlja se raztreseno v niZinah
do montanskega pasu. V Sloveniji je ponekod v naravi prisotna in mestoma podivjana
okrasna tujerodna vrsta grmasti slakovec, ki ne sodi v sekcijo Reynoutria. Poleg tujerodne

vrste slakovca sta pogosti tudi avtohtoni vrsti navadni slakovec (F. convolvulus) in hostni
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slakovec (F. dumetorum) (Vres, 2007). Tudi slakovci so pomembni, saj so sorodni taksoni

dresnikov in zato so lahko tudi njihovi oprasevalci (Bailey in sod., 2009).

Vrsta Fallopia japonica var. compacta pri nas ne uspeva, zato v nalogi ob omenjanju
japonskega dresnika vedno govorimo o vrsti Fallopia japonica var. japonica.

2.3.1 Geografska razSirjenost rodu Fallopia v Sloveniji

V Sloveniji je potrjeno uspevanje petih vrst iz rodu Fallopia: F. convolvulus, F.
dumetorum, F. baldschuanica, F.japonica in F. sachalinensis ter dveh krizancev: F. X
convolvuloides (krizanec med F. convolvulus in F. dumetorum) in F. x bohemica. Na
Primorskem je pricakovana tudi najdba krizanca F. x conollyana. 1zmed teh vrst so F.
baldschuanica, F.japonica, F. sachalinensis in F. x bohemica invazivne tujerodne vrste
(Strgulc Krajsek in Jogan, 2011).

V Sloveniji so japonski dresnik prvi¢ opazili v zafetku 20. stoletja ob Savinji pri Celju
(Hayek, 1908). Sahalinski dresnik so v okolico Celja prinesli iz Nemcije okrog leta 1935 in
ga nasadili kot okrasno rastlino (Strgar, 1981). Strgar (1981, 1982) je nastel ve¢ kot 100
nahajaliS¢ japonskega dresnika, raztresenih ob rekah Dravi, Mezi, Sotli, Savinji in Savi s
pritoki, in 9 rastiS¢ sahalinskega dresnika. Ugotovil je, da je sahalinski dresnik v Sloveniji
redek, japonski pa razmeroma pogost. Kot najobseznejSa rastiS¢a japonskega dresnika je
navedel vzhodno predmestje Ljubljane ob Litijski cesti in njeni blizini, v okolici Naklega
pri Kranju ter med Savinjo in Voglajno pri Celju. Sahalinskega dresnika je bilo najve¢ v
Kocevju, juzno od Celja, rastis¢i v Trbovljah in Kranju sta bili zelo majhni. Strgar (1981)
je pisal tudi o tedanjih popolnih ali delnih »dresniSkih prazninah« Primorske, Istre,
Notranjske, Dolenjske, Kozjanskega, Zgornje Savinjske doline, Haloz, Slovenskih goric in
nekaterih drugih predelov Slovenije, kjer dresnikov sploh niso nasli ali pa jih je bilo zelo

malo.

Danes poznamo ze 15 nahajaliS¢ sahalinskega dresnika in okrog 150 nahajaliS¢ japonskega

dresnika (Jogan in sod., 2001).

V Pomurju, Slovenskih goricah, Halozah in v okolici Nove Gorice se je japonski dresnik
raz§iril Sele nedavno, v zadnjih 20 letih. UspeSno se Siri po Ljubljanski kotlini ter vzdolZz

Save in Drave. Vec¢ desetletij stare navedbe o uspevanju japonskega dresnika ponekod v
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juznem delu Slovenije, ki v zadnjem Casu niso bile potrjene, nam kazejo, da se vrsta tam ni
ustalila, Se verjetneje pa je, da novejsih podatkov preprosto ni zaradi premajhne floristicne

dejavnosti v tem delu Slovenije (Jogan, 2006).

Strgar (1981, 1982) in Gradivo za Atlas flore Slovenije (Jogan in sod., 2001) krizanca med
japonskim in sahalinskim dresnikom ne omenjata. Vres (2007) pa omenja, da se v
Sloveniji pojavlja krizanec, Ceski dresnik, vendar je njegova razsirjenost malo poznana.
Strgulc KrajSek in Jogan (2011) pa navajta, da sta v Sloveniji najpogostejsa predstavnika
obravnavanega rodu F. japonica in F. x bohemica. Menita, da na mnogih Ze objavljenih
nahajalis¢ih japonskega dresnika, pravzaprav raste krizanec, ¢eski dresnik, Ki je v niZinah v

Sloveniji zelo pogost.

2.3.2 Dolocanje taksonov rodu Fallopia

V druzino Polygonaceae uvrséamo zelisCa, redkeje olesencle polgrmicke ali ovijalke (Vres$
in Jogan, 2007). Za vse predstavnike druzine dresnovk (Polygonaceae) je znacilno
kolencasto ¢lenjeno steblo. Steblo je votlo in zaradi kolenaste ¢lenjenosti nekoliko
podobno steblom bambusa, pogosto rdeckasto lisasto (Frajman, 2008). Listi so razvr§¢eni
spiralasto, so enostavni, prilista sta zrasla v Skornjico, ki objema steblo. Cvetovi so drobni,
v grozdastih ali latastih socvetjih ali posami¢ni v zalistjih, 3-, 4- ali 5- Stevni, cvetno
odevalo enotno ali v dveh razli¢nih krogih, zelenkasto, belkasto ali rdeckasto. Prasnikov je

6 do 10. Plodnica je enopredalasta, iz 2 ali 3 karpelov, z 2 ali 3 vratovi. Plod je oresek

(Vres in Jogan, 2007).

Dresniki pri nas vzcvetijo konec julija. Podobno kot $tevilne druge invazivke (npr. Zlezava
nedotika, topinambur, deljenolistna rudbekija) so to pozno poleti cvetoce rastline. Drobni

belkasti do zelenkasti cvetovi so zdruZeni v pokoncna latasta socvetja (Frajman, 2008)

(slika 1).

Japonski dresnik je do 2 m visoka rastlina. Listi so navadno dolgi do 15 cm, v obrisu skoraj
okrogli do SirokojajCasti, z zaokroZenim ali prisekanim dnom. Cvetno odevalo je belo.
Sahalinski dresnik je navadno visok nad 2 m (do 4 m). Listi so dolgi do 30 cm,

podolgastojajCasti do srcasti, z rahlo sréastim dnom. Cvetno odevalo je zelenkasto (Vres,
2007).
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Bailey in sodelavci (2009) opisujejo, da japonski dresnik zraste 2 do 3 m v visino, ¢eski
2,5 do 4 m v visino, sahalinski dresnik pa opisujejo kot presenetljivo veliko rastlino, ki

zraste do 4 m v visino.

Slika 1. Sestoj japonskega dresnika (Frajman, 2008: 2).

Kot najocitnejsa znaka za dolocanje taksonov Bailey in sodelavci (2009) navajajo obliko in
velikost listov (slika 2). Listi sahalinskega dresnika so najvedji in imajo globoko srcasto
dno. Merijo do 40 x 22 cm. Listi japonskega dresnika so veliko manj$i in imajo vedno
prisekano bazo. Dolgi so 10 do 15 cm. Listi ¢eskega dresnika so vmesni tako po obliki in
velikosti, veliki so do 23 x 19 cm. Ko gledamo te znake, je pomembno, da gledamo vedno
najvecje in v celoti razvite stebelne liste, saj so si mladi listi ob socvetjih med seboj zelo
podobni po obliki in velikosti pri vseh taksonih. Kot pomemben dodatni znak navajajo
povrSino listov. Abaksialni listni povrSini japonskega in sahalinskega dresnika se med

seboj razlikujeta tako v povrsini povrhnjice in v trihomih, medtem ko je ¢eski dresnik
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jasno vmesen. Japonski dresnik ima zelo gladko povrSino povrhnjice s samo nekaj
progami, sahalinski pa ima zelo nagubano povrhnjico. Spodnja povrhnjica listov ¢eSkega
dresnika ima vmesen izgled. Dlakavost po spodnji strani listov ima Se ve¢ji pomen pri
razlikovanju CeSkega dresnika od njegovih starSev. Medtem ko ima japonski dresnik le
nekaj enoceli¢nih papil vzdolz svojih zil, ima sahalinski dresnik pogosto tanke laske, dolge

do 14 celic. Krizanci imajo mocneje odebeljene laske, dolge 2 do 4 celice.

Dolo¢itev obravnavanih taksonov le na podlagi morfologije listov je pogosto nezanesljiva
in prakticno nemogoca, Ce za doloCevanje uporabimo mlade liste ali liste s stranskih
poganjkov. Zanesljivo jih lahko prepoznamo po kombinaciji ve¢ znakov (velikost in oblika
listne ploskve, debelina listnih ploskev, dno listne ploskve, trihomi na spodnji strani listne
ploskve ter morfologija cvetov) (Strgulc Krajsek in Jogan, 2011).
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Fallopia japonica
var. compacta

Fallopia japonica var.
japonica

Fallopia x bohemica

Slika 2. Oblike listov razli¢nih taksonov rodu Fallopia (Bailey in sod., 2009: 1193).

2.3.3 RazmnoZevanje

Kot ve€ina trajnic so tudi invazivne vrste sposobne spolnega razmnozevanja preko tvorbe
semen in/ali vegetativnega razmnozevanja. Prednosti vegetativnega razmnoZevanja SO
hitro in skoraj neomejeno razmnoZevanje ugodnih genov, moznost Sirjenja sterilnih
genotipov, hitra naselitev ugodnih habitatov, potencialno neomejena Zzivljenjska doba.

Spolno razmnoZevanje pa ima prednost generiranja genotipske variabilnosti, povecevanja
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zmoznosti vrst, da se prilagajajo spremenljivemu okolju (Tiébré in sod., 2007). Ravnotezje
med spolno in vegetativno strategijo razmnozevanja je kljucni dejavnik pri uspesnosti
invazivnih vrst (Eckert in sod., 2003).

2.3.3.1 Vegetativno razsirjanje

Bailey in sodelavci (2009) navajajo, da vsi taksoni rodu Fallopia sect. Reynoutria kazejo
moc¢no klonsko rast, ki jim omogoca izpodrivanje okoliSkih vrst in hitro kolonizacijo novih
obmo¢ij. Osnovna enota sistema korenik je Sop poganjkov (slika 3), ki je razli¢no velik pri
razlicnih dresnikih. Vrh korenike se razvije v nadzemni poganjek. Letni nadzemni
poganjki poZenejo ve¢ podzemnih zimskih popkov na svoji bazi do konca obdobja rasti.
Majhni poganjki in tisti, ki so propadli med rastnim obdobjem, ne tvorijo takSnih popkov.
Eden ali ve¢ zimskih popkov na bazi nadzemnega poganjka zraste naslednjo pomlad v
nove nadzemne poganjke blizu materinskega poganjka. Nadzemni poganjki zavzemajo
skoraj enak polozaj veC let in sestavljajo majhen skupek poganjkov. Ko ta Sop poganjkov
ne tvori veC¢ novih nadzemnih poganjkov in odmre, se prekine dormanca nekaterih
stranskih popkov, ki za¢nejo rasti horizontalno kot nove veje korenik. Japonski dresnik ima
precej velik Sop poganjkov povezan z dolgimi tankimi korenikami. Sahalinski dresnik
razvije manjSe $ope tesneje povezanih poganjkov, ki rastejo v vrstah. Ceski dresnik ima

kombinacijo karakteristik obeh starSev.

Razkosanje in raznasanje korenik s poplavami ali clovekovo aktivnostjo so glavni nacini
raz§irjanja. Ze 1 cm dolgi in 0,7 g tezki kos¢ki korenike so se sposobni regenerirati.
Dresniki se lahko regenerirajo tudi iz stebelnih poganjkov, vendar je stopnja regeneracije
manjSa (Bailey in sod., 2009). Bimova in sodelavci (2003) so naSli celo razlike v
sposobnosti in hitrosti regeneracije kot tudi razlike v kakovosti razvitin poganjkov.
Regeneracija iz stebel je manj ucinkovita kot iz korenik pri vseh taksonih, razen pri
sahalinskem dresniku. Ceski dresnik ima najvi§jo stopnjo regeneracije izmed vseh
taksonov in je najuspe$nej$i pri regeneraciji in razvijanju novih poganjkov. Japonski in

sahalinski dresnik kazeta splosno niZje stopnje regeneracije (Bailey in sod., 2009).
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Slika 3. Struktura Sopa poganjkov s korenikami. SPO- Sop poganjkov, LPO- letni
nadzemni poganjek, OP- odmrli poganjek, K- korenika, VK- veja korenike, SP- stebelni
popek, ZP- zimski popek, KP- popek na koreniki, Kor- korenina (prirejeno po Bailey in
sod., 2009: 1199).

2.3.3.2 Spolno razmnoZevanje in KriZanje

Japonski dresnik v Evropi je citolosko in gensko enoten. Oktoploidni (2n = 8x = 88) Zenski
klon pripada enemu samemu genotipu, ki je prisoten po vsej Evropi (Hollingsworth in
Bailey, 2000). Ker so prisotni le kloni zenskih rastlin, peloda te vrste ni. Kljub temu pa te

rastline proizvedejo semena, saj jih oprasi pelod sorodnih taksonov (Bailey in sod., 2009).

V Evropi so znani tako dvospolni kot zenski tetraploidni kloni sahalinskega dresnika
(Bailey in Stace, 1992). Na Ceskem so nedavno nasli e heksaploidne (2n = 6x = 66) in
oktoploidne klone (2n = 8x = 88) (Mandék in sod., 2003).
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Krizanec, ¢eski dresnik, je v glavnem heksaploid (2n = 6x = 66), vendar so bili najdeni tudi
tetraploidni, oktoploidni in anevploidni kloni (Bailey in Stace, 1992). Pri tem taksonu je
genetska variabilnost v celotnem rodu Fallopia najvecja, saj se pojavlja na treh ravneh
ploidnosti (na vsaki ravni sta prisotna oba spola) (Mandéak in sod., 2005). Kljub zmoznosti
spolnega razmnozevanja predvidevajo, da se takson po Evropi Siri ve¢inoma vegetativno

(Bailey in sod., 2009).

Japonski dresnik se sicer lahko razmnozuje s semeni, vendar potomci ve¢inoma niso vrste
japonski dresnik, saj semena nastanejo kot posledica krizanja (slika 4). Druge vrste iz rodu
Fallopia (sahalinski in ¢eSki dresnik ter grmasti slakovec) proizvajajo viabilen pelod in so
potencialni vir za krizanje z japonskim dresnikom. Tiébré in sodelavci (2007) so dokazali,
da vecina semen japonskega dresnika nastane s povratnim krizanjem s ¢eskim dresnikom
in krizanjem z grmastim slakovcem. Dodatno so ugotovili, da so vsaj nekatera semena, ki
izvirajo iz kriZzanja z grmastim slakovcem, viabilna, saj so vzklila. To kaZe na potencialno
pomembno vlogo grmastega slakovca pri vzpostavljanju spolnega razmnozevanja pri
japonskem dresniku. Vendar pa krizanca med tema vrstama, F. x conollyana, v njihovi
raziskavi klonov rodu Fallopia v Belgiji niso nasli (Tiébré in sod., 2007). So pa ti krizanci
velik problem v Veliki Britaniji in severno-zahodnih delih celinske Evrope, kjer
predstavljajo najpogosteje najdena semena na japonskem dresniku (Bailey in sod., 2009).
V Sloveniji ni potrjeno, da bi obstajali krizanci japonskega dresnika z grmastim slakovcem

(Strgulc Krajsek in Jogan, 2011).

Zanimivo je, da japonski dresnik ni vedno proizvajal semen kot to po¢ne danes, vsaj v
Veliki Britaniji ne. Conolly (1977) je zapisal »Plodovi so oc¢itno le zelo redki in Se to samo
po vrocih in suhih poletjih...«. To pomeni, da se je nekaj drasticno spremenilo v zadnjih
30 letih, odkar je bil japonski dresnik Se brez semen. V teh procesih so verjetno delovali 3
faktorji. Prvi¢, japonski dresnik je bil $e posebej obéutljiv na zgodnji mraz, saj cveti pozno
poleti. Vendar se je to tveganje, odkar je Conolly pisal pa do danes, mo¢no zmanjsalo.
Drugi¢, opazne so bile spremembe v obnaSanju opraSevalcev. V poznih sedemdesetih in
zgodnjih osemdesetih letih, Ceprav so cvetovi zelo privlacni za zuzelke, na cvetovih ni bilo
videti, da bi privabljali ¢ebele. Tretji¢, prislo je do povecanja zasaditev vrtov z grmastim
slakovcem, ki je glavni vir cvetnega prahu za uspesen nastanek semen v Veliki Britaniji in

delih celinske Evrope. Povecana aktivnost ¢ebel, vecja razpolozljivost ustreznega peloda in
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na splosno vse bolj toplo podnebje so kombinacija dejavnikov, ki omogocajo tolik§no

tvorbo semen, kot smo ji pri¢a danes (Bailey in sod., 2009).

Sahalinski dresnik je sposoben tvoriti Stevilna semena. Je donor peloda za japonski dresnik
in starSevska vrsta CeSkega dresnika. Siroka razgirjenost Geskega dresnika skupaj z
dokazano proizvodnjo velike koli¢ine delno viabilnega peloda, je v skladu z ugotovitvijo,
da veCina semen japonskega dresnika izvira iz povratnega krizanja s CeSkim dresnikom
(Tiébré in sod., 2007). Ceski dresnik je postal glavna komponenta uspesnosti invazivnih
vrst rodu Fallopia, spodbuja spolno razmnoZevanje japonskega dresnika in lahko obnovi
genotipsko raznolikost ter prilagoditveni potencial na novem obmoc¢ju (Hollingsworth in
Bailey, 2000). Razvoj semen na rastlinah ¢eskega dresnika je skoraj nicen, kar je skupna

znacilnost krizancev (Tiébré in sod., 2007).

Medtem ko je japonski dresnik v Evropi citolosko enoten, je situacija s sahalinskim in
¢eskim dresnikom veliko bolj zapletena. Sahalinski dresnik je v glavnem tetraploid, vendar
so nasli tudi heksaploide in oktoploide. Mandak in sodelavci (2003) navajajo dva mozna
vzroka za ta stanja. Prvi je apomikticno razmnozevanje preko diploidnih gamet, drugi
razlog pa so somatske mutacije (avtopoliploidizacija vodi v oktoploidno stanje). Ceski
dresnik je v glavnem heksaploid. Kloni z druga¢nimi poliploidnimi stanji, tetraploidi in
oktoploidi, imajo razli¢en izvor. Tetraploidni ¢eSki dresnik je verjetno krizanec med
sahalinskim in japonskim dresnikom varietete compacta. Oktoploine rastline ceskega
dresnika so verjetno produkt zlitja diploidnih (heksaploidna rastlina ¢eskega dresnika) in
normalnih haploidnih (tetraploidna rastlina sahalinskega dresnika) gamet. Druga moznost

je tudi avtopoliploidizacija tetraploidnega stanja (Mandak in sod., 2003).
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2.4 Velikost genoma

Vsak genom ima svojo velikost, ki jo lahko izrazimo z njegovo maso v pikogramih DNA
ali s Stevilom baznih parov. Holoploidna velikost jedrnega genoma (iz grscine, v kateri
holos pomeni celoten) je kolicina DNA v vseh kromosomih jedra ne glede na stopnjo
ploidnosti. Oznacujemo jo kot vrednost C. Vrednost 1C pomeni koli¢ino DNA v
nepodvojenem reduciranem kromosomskem kompletu (npr. po mejozi), kar izhaja iz
aritmeti¢nega pravila, da je 1C polovica zigotne vrednosti 2C. Kolicina DNA je znotraj
vrste stalna, a ima Sirok razpon vrednosti med razli¢nimi vrstami, od 10" do 10 baznih
parov. Predpostavka, da je velikost genoma v grobem povezana z evolucijsko zapletenostjo
organizmov (npr. ¢lovek ima vec¢ji genom kot vecina zuzelk in ZuZelke imajo vec¢ji genom
kot glive) ni univerzalno pravilo. Nekatere dvozivke imajo 50-krat veéje genome kot
¢lovek. Genomi rastlin obsegajo celoten razpon velikosti genomov evkariontskih
organizmov. Med kritosemenkami ima enega najmanjSih genomov navadni repnjakovec
(Arabidopsis thaliana), med najve¢jimi pa je genom logarice (Fritillaria assyriaca)
(Dermastia, 2007).

Vrednost 1C je koli¢ina DNA v haploidnem genomu osebka. Pri diploidnih osebkih ob
koncu mitoze v telofazi in v fazi G1 interfaze koli¢ina jedrne DNA ustreza vrednosti 2C. V
fazi G2 interfaze in na zacetku mitoze (profaza) pa koli¢ina DNA ustreza vrednosti 4C. V
fazi S interfaze koli¢ina DNA ustreza vrednostim med 2C in 4C (Tajnik, 2007).

Zanimanje za velikost genoma kot markerja za dolo¢anje invazivnih tujerodnih taksonov
rodu Fallopia sekcije Reynoutria, je povezano z dejstvom, da je ta marker povezan z vec
celicnimi, tkivnimi in organizemskimi znacilnostmi (Bennett, 1972). Kot primer lahko
navedemo pozitivno povezavo med velikostjo genoma in jedrnim in celiénim volumnom,
trajanjem mitoznega cikla in trajanjem mejoze (Leitch in Bennett, 2007). Velikost genoma
je bistveno povezana z minimalnim generacijskim ¢asom zelnatih rastlin. V povprecju
imajo kratkotrajnice najmanjSe, obvezne trajnice pa najveje genome (Bennett in sod.,
1998). Koli¢ina jedrne DNA je znacilnost, ki jo lahko uspe$no uporabimo za napoved
invazivnosti pri rastlinah (Rejmanek, 1996). V rastlinski taksonomiji koli¢ina jedrne DNA
pogosto olajsa razvrstitve taksonov v razlicne kategorije in je zato lahko vodilo

taksonomskih odlogitev (Kron in sod., 2007). Se ve¢, velikost genoma nam lahko pokaze
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genomsko konstitucijo alopoliploidnih taksonov in/ali nam razkrije domnevne starSe

medvrstnih krizancev (Suda in sod., 2007).

Da lahko o velikosti genoma govorimo kot o taksonomskem markerju, morata biti
izpolnjena dva predpogoja: nizka intraspecifi¢na variabilnost in zadostna razlika med
razli¢nimi vrstami. Sekcija Reynoutria rodu Fallopia izpolnjuje oba pogoja (Suda in sod.,
2010).

Velikosti genoma razli¢nih taksonov in krizancev rodu Fallopia sta merila Bailey in Stace
(1992). Tiébré in sodelavci (2007) so raziskali stopnje ploidnosti in relativne vrednosti
jedrne DNA kalic. Velikosti genoma invazivnih tujerodnih vrst rodu Fallopia so merili tudi
Suda in sodelavci (2010).

2.4.1 Poliploidnost

Poliploidne so celice, ki imajo ve¢ kot 2 kompleta kromosomov (Dermastia, 2007).

Poliploidi imajo dolo¢ene selekcijske prednosti pred diploidnimi predniki. Imajo lahko
vecje celice, debelejse liste, bolje zadrzujejo vodo, pocasneje rastejo, imajo vecje cvetove,
cvetijo dalj ¢asa in so lahko bolj odporni proti raznim skrajnim razmeram v okolju.
Poliploidne vrste se bolje prilagajajo okoljskim spremembam. S poveCanjem snovi za
gensko rekombinacijo bi se lahko povecala stopnja genske evolucije, genomske
reorganizacije in kon¢no nastanka novih vrst. S poliploidijo lahko rastlina vpliva na
regulacijo genske aktivnosti. Zaradi tega so naravni poliploidi pogostejSi v ostrejSih
razmerah okolja. Poliploidi se razvijejo v dveh procesih. Pri avtopoliploidnosti se Stevilo
kromosomov podvoji med posamezniki iste vrste. Avtopoliploidi navadno nastanejo zaradi
napake pri lo¢evanju kromosomov med mejozo. Na ta nacin lahko nastanejo diploidne
gamete. Alopoliploidnost je proces s katerim nastanejo fertilni potomci po krizanju dveh
razlicnih vrst. Normalno so krizanci sterilni, ker pri njih ni mozno parjenje kromosomov
med mejozo. V primeru, da pride do podvojitve kromosomskega Stevila po oploditvi,
zaradi nepravilnega lo¢evanja pri podvojevanju, se bodo kromosomi normalno parili med

mejozo in v rastlini bo ponovno vzpostavljeno fertilno stanje (Dermastia, 2007).
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2.5 Slikovna citometrija

Najpogosteje uporabljene citometriéne metode za merjenje vsebnosti jedrne DNA temeljijo
na kvantitativnem obarvanju molekul DNA in situ. Nacdine takih meritev lahko
klasificiramo v dve skupini, fluorometricne meritve in denzitometricne meritve.
Denzitometrija obsega metode, ki sklepajo o kolicini DNA v jedru iz optine gostote
obarvanih celi¢nih struktur. V tem primeru je najpogostejSa in najprimernejsa metoda za
obarvanje DNA Feulgenova reakcija. Klasicne denzitometricne meritve vkljucujejo
merjenje opticne gostote z instrumenti, ki povezujejo mikroskop in fotometer in so lahko
poimenovani kot mikrodenzitometri, citofotometri in mikrospektrofotometri. Fotometer
sedaj nadomesca sistem za analizo slike, ki zajame sliko iz mikroskopa preko video ali
digitalne kamere in izra¢una opti¢no gostoto iz sivih vrednosti pik v jedru. Klasi¢na
metoda se imenuje fotometriCna citometrija, racunalniSko podprta metoda pa slikovna

citometrija (Vilhar in sod., 2001).

Prednost slikovne citometrije je uporaba fiksiranega materiala, kar je pomembno predvsem
pri rastlinah, pri katerih svez material ni vedno na voljo. Slikovna citometrija omogoca tudi
dolocanje Stevila kromosomov, stopnje ploidnosti in koli¢ine DNA na istem preparatu, ob
uporabi enakih postopkov barvanja (Bennett in sod., 2000). Jedra, Ki nas zanimajo za

meritve lahko izberemo. Preparati so trajni in tako na voljo za ve¢ meritev (Sumner, 1997).

Velikosti genoma razli¢nih taksonov in krizancev rodu Fallopia sta z metodo Feulgenove
mikrodenzitometrije merila Bailey in Stace (1992). V Belgiji so Tiébré in sodelavci (2007)
raziskovali predvsem hibridizacijo in spolno razmnozevanje invazivnih tujerodnih vrst
rodu Fallopia, kjer so s preto¢no citometrijo ugotavljali stopnje ploidnosti in relativne
vrednosti jedrne DNA kalic. Prav tako so s preto¢no citometrijo izmerili velikosti genoma

invazivnih tujerodnih vrst rodu Fallopia Suda in sodelavci (2010).

2.6 Pretocna citometrija

Preto¢na citometrija temelji na fluorometriji, analizi relativne intenzitete fluorescence
jeder, pobarvanih s fluorokromi (DAPI, propidijev jodid, etidijev bromid, kromomicin).
Zacetni material je suspenzija posameznih jeder, ki v toku tecejo preko ZariS§¢a vzbujajoce
svetlobe. Ob osvetlitvi jedra fluorokromi, vezani na DNA, sevajo svetlobo, ki jo zaznamo z

opticnim detektorskim sistemom. Intenziteta sevane svetlobe je sorazmerna s koli¢ino
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DNA. S to metodo lahko izmerimo koli¢ino DNA v vec¢ tiso¢ jedrih v zelo kratkem Casu. Z
uporabo notranjega standarda relativno fluorescenco pretvorimo v absolutne enote. Poleg
velikosti genoma lahko s preto¢no citometrijo analiziramo in sortiramo kromosome ter

doloc¢amo poliploidnost (Dolezel, 1997).

Prednost slikovne citometrije pred pretocno je ze v sami pripravi vzorcev. Pri pretocni
citometriji je priporocljivo, da je tkivo sveze, postopki za pripravo vzorcev pa so lahko
zelo zapleteni (Dolezel, 1997). Pri slikovni citometriji je priprava vzorcev relativno
enostavna, uporabimo lahko predhodno fiksiran in shranjen material (Greilhuber in Ebert,
1994). Preparati, ki jih pripravimo za slikovno citometrijo, so trajni in uporabni za vec
meritev (Sumner in sod., 1997). Pomembna prednost slikovne citometrije je vidnost jeder

med samo meritvijo. Preto¢na citometrija pa ne omogoca vpogleda v preiskovana jedra.

2.7 Delovne hipoteze
Namen naSega dela je bil izmeriti velikost jedrnega genoma materinskih rastlin razlicnih
tujerodnih vrst dresnikov, nabranih v Sloveniji, ter velikost jedrnega genoma kalic semen,

pobranih na materinskih rastlinah.
Hipoteze

e Materinske rastline dresnikov, nabrane v Sloveniji, imajo razli¢ne velikosti
jedrnega genoma, saj se taksoni dresnikov razlikujejo po koli¢ini jedrnega genoma.

e Velikosti jedrnega genoma osebkov, ki so potomci iste materinske rastline, se lahko
razlikujejo od velikosti jedrnega genoma materinske rastline in med seboj, saj lahko

donorji peloda pripadajo razli¢nim taksonom dresnikov.
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3 MATERIALI IN METODE
Delo v laboratoriju je potekalo na Katedri za botaniko in fiziologijo rastlin, Oddelek za
biologijo, Biotehniska fakulteta, Univerza v Ljubljani v $tudijskem letu 2010/2011.

3.1 Vzorcenje
Vzoréenje vrst F. japonica, F. sachalinensis in F. x bohemica je potekalo v razli¢nih krajih

po Sloveniji (slika 5). Na terenu smo:
- dolocili geografsko lokacijo (nahajalisce) vzorca,
- ocenili velikost populacije vrste dresnika,
- fotografirali nahajalisce,
- nabrali material za analize, in sicer:
- semena (vzorcenje: november in december 2009),

- poganjke za morfoloske analize, doloCanje in za dokazni rastlinski material
(vzorcenja: november in december 2009, april in maj 2010, avgust in september
2010),

- cvetoce poganjke za morfolosko analizo cvetov (vzorcCenje: avgust in september

2010),

- mlade vrSicke poganjkov za analizo velikosti genoma materinskih rastlin

(vzor€enje: april, maj in junij 2010),

- poganjke za vzgojo nadomestnih korenin in analizo velikosti genoma materinskih

rastlin (vzor€enje: avgust in september 2010).

Vzorce smo oznacili s érko F, ki pomeni dresnik (Fallopia), ter s stevilko, ki pomeni

zaporedno oznako nahajalis¢a (priloga D).
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Slika 5. Kvadranti, kjer smo nabrali vzorce dresnikov. V nekaterih kvadrantih je vec

vzorénih mest za posamezen takson. Seznam vzorénih mest je v prilogi D.

3.2 Dolocanje vrst
DoloCanje nabranega materiala je potekalo kot vzporedna raziskava. Dolocitve smo

upostevali v naSi nalogi.

3.3 Shranjevanje in fiksiranje rastlinskega materiala
Semena (oz. plodove skupaj z posuSenim ovojem iz perigona) smo posusili v suhem
prostoru na sobni temperaturi in jih nato shranili v papirnatih vreckah v hladilniku na

temperaturi priblizno 4 °C.

Poganjke za morfoloske analize smo herbarizirali v suSilnici za suSenje herbarijskega
materiala s sistemom za prepihovanje toplega zraka. Dokazni herbarijski material je

shranjen v javni herbarijski zbirki Herbarij LJU.

Koscke zdravih listov za analize DNA smo shranili v plasti¢nih stekleni¢kah skupaj s

sredstvom za suSenje silikagel.
Koscke socvetij za analizo zgradbe cvetov smo shranili v stekleni¢kah s 70 % etanolom.

Tkiva tujerodnih vrst dresnikov, koreninske vrsicke, stebelne vrSic¢ke ter kalice, Ki so bila

namenjena za analizo velikosti genoma, smo fiksirali s formaldehidom (Dolenc Koce,
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2001). Skupaj s tkivi dresnikov smo fiksirali tudi koreninske vrsicke standardne vrste
Pisum sativum cv. Kleine Rheinlaenderin. Tkiva smo fiksirali v majhnih stekleni¢kah v 4
% nevtralnem formaldehidu, pripravljenem v Sgrensenovem pufru (pH 6,8), 60 minut pri
sobni temperaturi. Nato smo vzorce sprali v destilirani vodi. Dodatno smo jih fiksirali v
mesanici 3:1 (v/v) absolutni metanol : led ocetna kislina (MAA) trikrat po 10 minut. V
etrti meSanici fiksativa MAA smo vzorce tkiva fiksirali ez no¢ pri 4 °C. Za
dolgotrajnejse shranjevanje smo jih prenesli v 96 % etanol in jih hranili pri -20 °C.

Formaldehidni fiksativ in fiksativ MAA smo vedno pripravili svez tik pred uporabo.
Priprava Sgrensenovega pufra ( pH 6,8)

. V merilno buco dodaj 4,54 g KH,PO, in 12,1 g Na,HPO, 12 H,0.

. Dodaj destilirano vodo do 1000 ml.

. Pufer hrani pri 4 °C nekaj tednov (v pufru ne sme biti precipitata ali okuzbe).
3.4 Analiza velikosti genoma

3.4.1 Barvanje po Feulgenu

Fiksirano rastlinsko tkivo smo pobarvali po postopku, prirejenem po Greilhuber in Ebert
(1994). Bistvo tega postopka je roznato obarvanje jeder po vezavi Schiffovega reagenta na
najmanj dve aldehidni skupini, nastali po odstranitvi purinskih baz adenina in gvanina z

blago kislo hidrolizo.

Fiksirano rastlinsko tkivo smo najprej spirali v destilirani vodi najmanj 5 minut, da smo
odstranili fiksativ. Sledila je hidroliza v 5M HCI v termostabilni vodni kopeli pri 20 °C. Po
90 minutah smo hidrolizo ustavili tako, da smo s pipeto odstranili vso Kislino in tkivo
prelili s hladno destilirano vodo. Po 5 do 10 minutah smo odstranili destilirano vodo in
dodali Schiffov reagent. Rastlinsko tkivo se je v Schiffovem reagentu barvalo 120 minut
pri 20 °C ali pa ¢ez no¢ v hladilniku. Po barvanju smo prebitek barvila sprali s SO,-vodo.
Spirali smo 3-krat po 2 min, 2-krat po 10 min in 1-krat po 20 min. SO,-vodo smo
pripravili vedno svezo tik pred uporabo. Ce smo je pripravili ve¢, smo jo hranili v

hladilniku do 3 dni oz. dokler je ¢ imela oster vonj. Po zadnjem spiranju smo odstranili
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vso SO,-vodo in dodali destilirano vodo, v kateri smo shranili rastlinsko tkivo vse do

priprave preparatov meckancev.

Priprava Schiffovega reagenta

. 4 g pararosanilin klorida (Pararosaniline chloride, BDH, VB) raztopi v 800 ml vrele

destilirane vode, premesaj in pusti ohladiti na 50 °C.

. Raztopino vakuumsko prefiltriraj preko filtra iz steklenih vlaken (Microfibre filters,
Whatman GF/C9).

. Raztopini dodaj 120 ml 1 M HCI in 12 g kalijevega metabisulfita K»S,0s (Fisons,

VB).
. Raztopino ¢ez no€ pusti v temi na sobni temperaturi.
. Raztopini dodaj 2 do 4 g aktivnega oglja za razbarvanje (decolourising charcoal,

BDH, VB) in premesa,;.

. Raztopino vakuumsko prefiltriraj preko filtra iz steklenih vlaken v suho steklenico

(barvilo mora biti prozorno).
. Raztopino hrani v hladilniku pri 4 °C do 1 leto (v barvilu ne sme biti precipitata).
Priprava SO,-vode
. V 475 ml destilirane vode dodaj 25 ml 1M HCI.
. Raztopini dodaj 2,5 g kalijevega metabisulfita K,S,0s (Fisons, VB).

3.4.2 lzdelava preparatov meckancev
Meckanci so preparati, ki jih pripravimo s pritiskom na rastlinsko tkivo, tako da dobimo

eno plast celic.

Po Feulgenu pobarvane vzorce rastlinskega tkiva smo za 5 do 15 minut prenesli v 45 %
ocetno kislino, da se je rastlinsko tkivo zmehcalo. Na predhodno oci§€ena in oznacena

objektna stekelca smo dali kapljico 45 % ocetne kisline in vanjo polozili pobarvane vzorce.
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Na levo polovico objektnega stekelca smo dali vzorec preiskovanega rastlinskega tkiva, na
desno polovico pa vzorec koreninskega vrSicka graha (P. sativum). Pobarvanim
koreninicam smo s skalpelom ali britvico odstranili koreninsko cepico. Od velikih
koreninskih vrsickov, predvsem pri grahu, smo uporabili le priblizno 1 mm velik meristem.
Na podoben nacin smo pripravili preparate iz stebelnih vrsickov. Tkivo smo s skalpelom
razrezali na manjse kostke. Cez tkivo smo polozili krovno stekelce, nanj pritiskali s
preparirno iglo in s tem razprostrli rastlinsko tkivo. Cez krovno stekelce smo poloZili kos
filtrirnega papirja in s palcem navpicno pritisnili na mestu krovnega stekelca ter s tem
zmeckali tkivo v eno plast celic. Kvaliteto meckanca smo sproti preverjali pod
mikroskopom. Tako pripravljene preparate smo zamrznili na suhem ledu (CO; v trdnem
stanju) in odstranili krovna stekelca. Preparate z meckanci smo dehidrirali po 3 minute v

96 % etanolu. Dehidrirane preparate smo posusili na zraku in v temi.

Iz vsakega vzorca materinskih rastlin (FO2, FO3, FO4, FO5, FO7, FO8, F09a, FO9b, F10,
F12, F13, F14, F16, F17, F21, F22, F24a, F24b, F25, F27, F28, F29 in F36) smo pripravili
po 7 preparatov. 1z vzorca F19 smo pripravili le 1 preparat, saj je bilo fiksiranega malo
rastlinskega materiala. Pri vzorcih F10, F12, F16, F19, F21, F22 in F36 smo za izdelavo
preparatov za analizo velikosti genoma materinskih rastlin uporabili koreninske vrsicke.
Nabrane stebelne poganjke smo dali v vodo in iz njih vzgojili nadomestne koreninice,
njihove koreninske vrsicke smo fiksirali. Pri vzorcih F02, FO3, F04, FO5, FO7, FO8, F09a,
FO9b, F13, F14, F17, F24a, F24b, F25, F27, F28 in F29 smo pripravili preparate iz mladih
vrsickov poganjkov. 1z kalic, z enakimi oznakami kot materinske rastline, smo pripravili
razlicno Stevilo preparatov, od 1 do 23, odvisno od tega, koliko semen posamezne
materinske rastline je vzkalilo. Semena materinskih rastlin z oznakami F24a, F24b, F27,

F28, F29 in F36 niso Kkalila, zato iz teh vzorcev nismo pripravili preparatov kalic.

3.4.3 Meritve velikosti jedrnega genoma s slikovno citometrijo DNA
Na pripravljenih preparatin smo denzitometricno merili koli¢ino jedrnega genoma s

sistemom za analizo slike.

Sistem za analizo slike sestavljajo svetlobni mikroskop (Axioskop MOT, Carl Zeiss), CCD
kamera (Sony DXC-950P), osebni racunalnik, zajemalnik slike (Matrox Meteor) ter

programski paket za analizo slike KS 400 verzija 3.0 (Carl Zeiss Vision). V svetlobno pot
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smo vstavili zeleni filter (540 nm). Za nastavitev mikroskopa smo uporabili Kohlerjevo
osvetlitev in povecavo objektiva 63x (Plan-Neofluar, Carl Zeiss, 63x/1,25 Oil).

Preden smo zaceli z meritvijo, smo prizgali CCD kamero in Iu¢ na mikroskopu, ter ju
pustili prizgani 90 minut, da se je merilni sistem ogrel in stabiliziral (Vilhar in Dermastia,
2002). Nato smo najprej nastavili primerno osvetlitev in izvedli opticno kalibracijo oz.
umerjanje s pomoc¢jo razli¢nih filtrov nevtralne opti¢ne gostote (ND 79, 70, 63, 50, 20, 5
%) (Vilhar in Dermastia, 2002). Sledila je dejanska meritev velikosti jedrnega genoma.

Merili smo intenziteto obarvanja DNA posredno prek integrirane opti¢ne gostote (I0G), ki
je povezana s transmisijo. Racunalniski program intenziteto svetlobnega signala pretvori v
sive vrednosti od 0 (¢rna barva) do 255 (bela barva). Sive vrednosti so sorazmerne
transmisiji. Da smo se izognili presvetljeni sliki smo jakost osvetlitve nastavili tako, da je
bila povpre¢na siva vrednost ozadja 220. Na osnovi sivih vrednosti na zajeti sliki je
program za analizo slike izvedel segmentacijo slike in izracunal I0G za posamezno jedro.

Pri meritvah nismo upoStevali jeder na robu slike in poskodovanih jeder.

Na vsakem preparatu smo izmerili 10G 60 do 200 interfaznih jeder. 1z grafi¢nih prikazov
frekven¢nih porazdelitev 10G, smo lahko razbrali dva vrhova. Prvi vrh je predstavljal
vrednost 2C, drugi pa 4C. 10G smo merili v arbitrarnih enotah. Kot umeritveni standard za
preracunavanje relativnih koli¢in DNA v absolutne smo uporabili vrsto Pisum sativum z
vrednostjo 2C = 8,84 pg DNA (Greilhuber in Ebert, 1994).

3.4.4 Statisti¢na obdelava podatkov
Za statisticno obdelavo smo uporabljali racunalniSka programa Excel (Microsoft Inc.) in

Graph Pad Prism 3.0 (Graph Pad Software Inc.).
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4 REZULTATI

4.1 Velikosti jedrnega genoma materinskih rastlin

Velikost jedrnega genoma smo izmerili v 24-ih materinskih rastlinah. Vrednosti 2C so
znasale od 4,30 do 9,86 pg DNA. Po izmerjenih vrednostih 2C smo lahko vzorce
materinskih rastlin razvrstili v 3 razli¢ne skupine (slika 6), ki predstavljajo 3 razli¢ne vrste,
japonski dresnik, ¢eski dresnik in sahalinski dresnik. Delitev materinskih rastlin na osnovi
velikosti jedrnega genoma se je skladala s predhodno opravljeno morfoloSko analizo
(Strgulc Krajsek, ustno). Dvanajst vzorcev materinskih rastlin (vzorci FO3, F04, F08, F10,
F13, F14, F17, F21, F22, F27, F28 in F36) sodi v vrsto japonski dresnik. Imeli so najvisje
vrednosti 2C, in sicer od 8,62 pg do 9,86 pg DNA, povpre¢na vrednost 2C je bila 9,37 +
0,10 pg DNA. Koeficient variacije znasa 3,62 % (preglednica 1). Enajst vzorcev
materinskih rastlin (vzorci FO2, FO5, FO7, F09a, FO9b, F12, F19, F24a, F24b, F25 in F29)
sodi v hibridni takson ¢eski dresnik. Vrednosti 2C so znaSale med 6,22 pg in 7,11 pg DNA,
povpre¢na vrednost 2C je bila 6,79 + 0,07 pg DNA, koeficient variacije znaSa 3,60 %
(preglednica 2). Najnizjo vrednost 2C je imela vrsta sahalinski dresnik, in sicer 4,30 pg
DNA (preglednica 3).
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Preglednica 1. Velikosti jedrnega genoma materinskih rastlin japonskega dresnika (F.
japonica var. japonica). Prikazani so rezultati vzorcev 12 materinskih rastlin. N - Stevilo
izmerjenih preparatov iz posamezne rastline, 2C — povpre¢na vrednost 2C preparatov
(Stevilo izmerjenih jeder na preparat je bilo med 60 in 200), SN — standardna napaka, KV -
koeficient variacije.

vzorec N vrednost 2C SN KV (%)
(pg DNA)
FO03 7 9,86 0,09 2,41
FO4 7 9,41 0,16 4,56
F08 7 9,73 0,10 2,65
F10 5 8,62 0,16 4,05
F13 7 9,55 0,06 1,75
F14 7 9,57 0,06 1,67
F17 7 9,56 0,16 4,31
F21 7 9,10 0,12 3,38
F22 7 9,17 0,08 2,23
F27 7 9,38 0,12 3,40
F28 7 9,41 0,12 3,38
F36 7 9,04 0,14 4,07
povprecje 9,37
SN 0,10

KV(%) 3,62
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Preglednica 2. Velikosti jedrnega genoma materinskih rastlin ¢eSkega dresnika (F. X

bohemica). Prikazani so rezultati vzorcev 11 materinskih rastlin. N - Stevilo izmerjenih

preparatov iz posamezne rastline, 2C — povprecna vrednost 2C preparatov (Stevilo

izmerjenih jeder na preparat je bilo med 60 in 200), SN — standardna napaka, KV -

koeficient variacije.

vzorec vrednost 2C SN KV (%)
(pg DNA)
F02 6,91 0,13 5,00
F05 6,77 0,12 4,78
FO7 7,11 0,12 4,36
F09a 6,76 0,14 5,63
F09b 6,80 0,06 2,23
F12 6,22 0,06 2,05
F19 6,56
F24a 6,92 0,05 1,96
F24b 6,70 0,10 3,87
F25 7,03 0,08 3,17
F29 6,93 0,10 3,90
povprecje 6,79
SN 0,07
KV (%) 3,60
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Preglednica 3. Velikost jedrnega genoma materinske rastline sahalinskega dresnika (F.
sachalinensis). Prikazani so rezultati 1 vzorca materinske rastline. N - stevilo izmerjenih
preparatov iz posamezne rastline, 2C — povprecna vrednost 2C preparatov (Stevilo
izmerjenih jeder na preparat je bilo med 60 in 200), SN — standardna napaka, KV -
koeficient variacije.

vzorec N vrednost 2C SN KV (%)
(pg DNA)

F16 6 4,30 0,09 5,34
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Slika 6. Velikosti jedrnega genoma materinskih rastlin dresnikov. Krizci oznacujejo
vrednosti 2C v pg DNA posamezne materinske rastline, ¢rta pa oznacuje povprecje teh
vrednosti.
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Slika 7. Mikroskopske slike interfaznih jeder. A - japonski dresnik, B — ¢eski dresnik, C —
sahalinski dresnik. Merilce predstavlja 10 um.

4.2 Velikosti jedrnega genoma kalic

Kot smo pri¢akovali, so imele kalice posamezne materinske rastline razlicne vrednosti 2C.
Nekatere vrednosti 2C so bile v kalicah podobne kot v materinskih rastlinah, nekatere pa
so med seboj odstopale. 2C-vrednosti kalic japonskega dresnika so se med seboj najbolj
razlikovale in so tudi najbolj odstopale od 2C-vrednosti materinskih rastlin. Povpre¢na
vrednost 2C materinske vrste je znaSala 9,37 + 0,10 pg DNA, minimalna vrednost 2C kalic
je bila 5,33 pg, maksimalna pa 13,99 pg DNA (slika 8). Koeficienti variacije pri kalicah
vzorca F14, najvisjega pa kalice vzorca F04 (preglednica 4). Pri kalicah vzorcev F04, FOS,
F13 in F22 smo opazili veliko raztresenost 2C-vrednosti (slika 8), kar se kaze v visokih
vrednostih koeficienta variacije (preglednica 4). Kalice vzorcev F03, F10, F14, F17 in F21
so imele nekoliko nizje koeficiente variacije (do 10,38%), raztresenost 2C-vrednosti teh

kalic pa je bila manjsa (slika 8).

2C-vrednosti kalic ¢eSkega dresnika so bile med 5,92 pg in 10,62 pg DNA (slika 9).
imele kalice vzorca F12, najvi§jega pa kalice vzorca F25. Visoke koeficiente variacije so
imeli Se vzorci F02, FO5, FO9 in F19 (preglednica 5).

Najmanjsa raznolikost v 2C-vrednostih kalic se je pokazala pri sahalinskem dresniku, kjer
so vrednosti 2C znaSale med 4,30 pg DNA in 6,54 pg DNA, koeficient variacije pa 8,71 %

(preglednica 6). Raztresenost vrednosti 2C teh kalic je bila majhna (slika 10).

Nekatere kalice materinskih vrst japonskega in ceSkega dresnika so imele zelo visoke

vrednosti 2C, in sicer do 13,99 pg DNA (slika 11).
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Slika 8. Velikosti jedrnega genoma kalic japonskega dresnika (F. japonica var. japonica).

Na sliki so prikazane povpre¢ne vrednosti 2C materinskih rastlin v pg DNA (¢rta) in
vrednosti 2C v pg DNA njihovih kalic (krizci) za vzorce FO3, FO4, FO8, F10, F13, F14,
F17, F21 in F22.
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Slika 9. Velikosti jedrnega genoma kalic CeSkega dresnika (F. X bohemica). Na sliki so

prikazane povpre¢ne vrednosti 2C materinskih rastlin v pg DNA (¢rta) in vrednosti 2C v
pg DNA njihovih Kalic (krizci) za vzorce F02, FO5, FO7, F09, F12, F19 in F25.
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Slika 10. Velikosti jedrnega genoma kalic sahalinskega dresnika (F. sachalinensis). Na

sliki je prikazana povprec¢na vrednost 2C materinske rastline v pg DNA (¢rta) in vrednosti

2C v pg DNA njenih kalic (kriZci) za vzorec F16.
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Slika 11. Velikosti jedrnega genoma dresnikov. Prikazane so vrednosti 2C za tri vrste
materinskih rastlin kot obarvani krizci (oranzni — F. japonica var. japonica, zeleni — F. x
bohemica, rde¢ — F. sachalinensis). 2C-vrednosti kalic posamezne materinske rastline so

prikazane kot ¢rni krizci.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 Razprava

5.1.1 Velikosti jedrnega genoma materinskih rastlin tujerodnih vrst dresnikov

Povprecne velikosti jedrnega genoma materinskih rastlin so potrdile predhodne dolocitve
vrst po morfoloskih znakih. Dolocili smo 3 razli¢ne taksone dresnikov, in sicer japonski
(Fallopia japonica var. japonica), sahalinski (Fallopia sachalinensis) in ¢eski (Fallopia x
bohemica). Velikost genoma torej lahko uporabimo kot marker za identifikacijo invazivnih
tujerodnih vrst dresnikov, kot so to ugotovili ze Suda in sodelavci (2010). Nasi rezultati so
popolnoma primerljivi z njihovimi. Ceprav kromosomi v nasih preparatih ve¢inoma niso
bili vidni in jih zato nismo mogli presteti, lahko v primerjavi z njithovimi rezultati
razberemo poliploidnost posamezne vrste. Povpreéna 2C-vrednost materinske vrste
japonski dresnik je zelo blizu povpreéni 2C-vrednosti oktoploidnega japonskega dresnika
(slika 12) v njihovi raziskavi. Ceski dresnik v nasi raziskavi ima podobno povpre¢no
vrednost 2C kot heksaploidni ¢eski dresnik v njithovi raziskavi (slika 12). Tudi vrednost 2C
sahalinskega dresnika lahko primerjamo s povpre¢no 2C-vrednostjo tetraploidnega

sahalinskega dresnika v njihovi raziskavi (slika 12).
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Slika 12. Primerjava na$ih podatkov o velikosti genoma (vrednost 2C v pg DNA + SN)
japonskega, ¢eSkega in sahalinskega dresnika s podatki Suda in sodelavcev (2010).

Suda in sodelavci (2010) so za meritve kolicine DNA uporabili pretocno citometrijo. Kot
barvilo za DNA so uporabili propidijev jodid, standardna umeritvena vrsta je bila koruza
(Zea mays). Kljub razliénim metodam pa so rezultati podobni. 1z primerjave lahko
sklepamo, da so naSe rastline japonskega dresnika oktoploidi, rastline ceSkega dresnika

heksaploidi, sahalinski dresnik pa je tetraploid.

Velikosti genoma vrst in krizancev rodu Fallopia sta merila tudi Bailey in Stace (1992) in
sicer z uporabo barvanja po Feulgenu in mikrodenzitometrije. Vrednosti 2C, zabelezene v
njuni raziskavi, so veliko manjSe kot vrednosti 2C, izmerjene v nasi raziskavi in v raziskavi
Sude in sodelavcev (2010). Suda in sodelavci (2010) so mnenja, da so rezultati, pridobljeni
s pretocno citometrijo, natan¢nejsi, saj menijo, da je Feulgenova denzitometrija veliko bolj
obcutljiva na eksperimentalne pogoje. Tudi Bailey in Stace (1992) obravnavata pridobljene
vrednosti s previdnostjo in ve¢inoma ocenjujeta samo relativne razlike med vrstami. Mi pa
smo mnenja, da je slikovna citometrija, ki jo uporabljamo v nasem laboratoriju, zanesljiva
metoda za dolocanje koli¢ine DNA pri rastlinah s katero dobimo rezultate, ki so primerljivi

z Ze objavljenimi.
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5.1.2 Velikosti jedrnega genoma Kkalic tujerodnih vrst dresnikov in doloditev
donorjev peloda
Velikosti jedrnih genomov kalic, katerih materinske rastline so japonski, ceski in
sahalinski dresnik, so zelo razlicne. Vrednosti 2C se gibljejo od 4,30 pg (kalica materinske
rastline sahalinskega dresnika) pa vse do 13,99 pg DNA (kalica materinske rastline
japonskega dresnika). Predvsem Kkalice iz materinskih rastlin japonskega in CeSkega
dresnika so zelo variabilne. Najmanj variabilne so kalice materinske rastline sahalinskega
dresnika. Razlog za najmanjSo raznolikost je verjetno tudi ta, da smo merili kalice samo

ene rastline iz te vrste.

Zelo visoke vrednosti 2C in vrednosti, ki navzgor odstopajo od vecine vrednosti 2C pri
posameznih vzorcih, so posledica oploditve s pelodom, ki je nastal brez mejoze ali z
napakami pri mejozi. Ce bi bili kromosomi na preparatih teh kalic vidni, bi lahko povezali
koli¢ino DNA in Stevilo kromosomov. Raznolikost v Stevilu kromosomov je namre¢ lahko
posledica oploditve s pelodom nastalim brez mejoze oz. nastalim z napakami pri mejozi.
Heksaploidni ¢eski dresnik ima zelo nepravilne mejoze, kjer se lahko formirajo univalenti,
bivalenti, trivalenti ali redko kvadrivalenti v pelodnih zrnih (Bailey in Stace, 1992). Kalice,
Ki zrastejo po oploditvi tako spremenjenih spolnih celic, so navadno anevploidne (Tiébreé in
sod., 2007).

Po stevilu kromosomov so Tiébré in sodelavei (2007) doloc¢ili, katera vrsta je donor
peloda. Ugotovili so, da sta za japonski dresnik donorja peloda lahko grmasti slakovec in
cesSki dresnik. Kot donorja peloda za sahalinski dresnik so prav tako doloc¢ili grmasti
slakovec. V nasi raziskavi, kjer kromosomi vec¢inoma niso bili vidni, smo o donorjih
sklepali na podlagi velikosti genomov kalic. S statistiénim testom ANOVA smo testirali
razlike med velikostjo genoma kalic iz dveh vrst. VV eno skupino smo uvrstili vse kalice
japonskega dresnika (vzorci FO3, F04, FO8, F10, F13, F14, F17, F21 in F22). Kalice teh
vzorcev smo med seboj primerjali in ugotovili, da se med seboj statisticno znacilno
razlikujejo (ANOVA, p < 0,05). Odstopajo kalice vzorcev F10 in F22, ki imajo vrednosti
2C znacilno nizZje od ostalih kalic. Sklepamo, da je donor peloda za kalice vzorcev F03,
F04, F08, F13, F14, F17, F21 ¢eski dresnik. Za kalice vzorcev F10 in F22 pa bi lahko bil
donor peloda druga vrsta, predvidevamo da sahalinski dresnik, ki ima manjsi jedrni genom.

2C-vrednosti kalic vzorcev F10 in F22 namrec¢ ustrezajo 2C-vrednostim ceskega dresnika,



40

Erhati¢ T. Velikost jedrnega genoma tujerodnih vrst dresnikov (Fallopia sect. Reynoutria) v Sloveniji.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2012

ki je krizanec japonskega in sahalinskega dresnika. Ker pa sahalinski dresnik ne raste v
blizini lokalitet vzorcev F10 in F22 (Strgulc Krajsek, ustno), je malo verjeten donor
peloda. Mozna bi bila tudi oprasSitev s slakovci, tudi s tujerodnim grmastim slakovcem, Ki
imajo nizje velikosti genoma kot opazovane vrste. To moznost omenjajo Bailey in sod.
(2009). Vendar pa ni potrjeno, da bi v Sloveniji obstajali taksni krizanci in tudi mi ne
moremo potrditi takSnega krizanja. Predvsem grmasti slakovec lahko uspeva kje v blizini

lokalitet, kjer smo vzor¢ili, saj je precej pogosto sajen kot okrasna rastlina.

V drugo skupino smo uvrstili vse kalice ¢eSkega dresnika (vzorci F02, FO5, FO7, F09, F12,
F19 in F25). Kalice teh vzorcev se med seboj niso statisticno znacilno razlikovale
(ANOVA, p > 0,05). Iz tega sklepamo, da je za vse kalice donor peloda enak. Donor

peloda je verjetno ¢eski dresnik.

Kalic sahalinskega dresnika nismo mogli testirati na enak nacin, saj smo imeli smo en
vzorec materinske rastline. Donor peloda je verjetno Ceski dresnik. Zelo zanimiva je
velikost genoma ene kalice sahalinskega dresnika, ki je imela popolnoma enako velikost
genoma kot materinska rastlina. V tem primeru je verjetno v blizini (lahko celo v istem
sestoju) obstajal vsaj en cvet, ki je imel fertilne prasnike in je proizvajal uporaben pelod.

Ta pelod je lahko oprasil sahalinski dresnik.

Ugotovili smo, da je za kalice materinskih rastlin japonskega dresnika obicajno
najverjetnejsi donor peloda ¢eski dresnik. Donor peloda za Ceski dresnik je verjetno kar
¢eski dresnik, saj imajo kalice teh materinskih rastlin ve¢inoma zelo podobne 2C-vrednosti
kot materinske rastline. Ta vrsta pa je na vseh 3 ravneh poliploidnosti sposobna povratnega
krizanja s starSevskimi taksoni in tudi krizanja med sabo (Bailey in sod., 2009). Donor
peloda za veCino kalic na sahalinskem dresniku je najverjetneje CeSki dresnik. Bailey
(1989) je ugotovil, da so dvospolne rastline sahalinskega dresnika avtoinkompatibilne in
niso sposobne tvoriti semen brez ustreznega vira peloda. Tudi podatek Baileya (1994), da

je sahalinski dresnik redko sposoben samooploditve, potrdi naSo dolo¢itev.
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5.2 Sklepi

Materinske rastline, ki smo jih analizirali, pripadajo trem taksonom: japonski
(Fallopia japonica), ceski (F. x bohemica) in sahalinski dresnik (F. sachalinensis).
Povpreéne vrednosti 2C materinskih rastlin za vsak takson dresnikov znasajo: 9,37
+ 0,10 pg DNA za japonski dresnik, 6,79 + 0,07 pg DNA za ¢eski dresnik in 4,30
pg DNA za sahalinski dresnik.

Kalice, zrasle iz semen razvitih na isti materinski rastlini, so imele razlicne
velikosti jedrnega genoma od materinske rastline. 2C-vrednosti kalic, katerih
materinska rastlina je japonski dresnik, so bile med 5,33 pg in 13,99 pg DNA.
Kalice materinske rastline ¢eskega dresnika so imele vrednosti 2C med 5,92 pg in
10,62 pg DNA. Najnizje 2C-vrednosti imajo kalice iz materinske rastline
sahalinskega dresnika, in sicer med 4,3 pg in 6,54 pg DNA.

Donor peloda za japonski dresnik je vecinoma ¢eski dresnik, lahko pa tudi katera
od vrst slakovcev. Donor peloda za ¢eski in za sahalinski dresnik je najverjetneje
¢eski dresnik.

Zelo visoke 2C-vrednosti kalic ali vrednosti, ki navzgor odstopajo od ve¢ine 2C
vrednosti kalic posameznega vzorca, so verjetno posledica oploditve s pelodom, ki
je nastal brez mejoze ali z napakami pri mejozi. Odstopanje navzdol je lahko
posledica oploditve s pelodom slakovcev (navadi, hostni ali grmasti), ki imajo nizje

velikosti genoma, vendar tega ne moremo potrditi.

Rezultati nase raziskave so v skladu s postavljenima hipotezama:

Materinske rastline dresnikov, nabrane v Sloveniji, imajo razli¢ne velikosti
jedrnega genoma, saj se taksoni dresnikov razlikujejo po koli¢ini jedrnega genoma.
Velikosti jedrnega genoma osebkov, ki so potomci iste materinske rastline, se lahko
razlikujejo od velikosti jedrnega genoma materinske rastline in med seboj, saj lahko

donorji peloda pripadajo razli¢nim taksonom dresnikov.
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6 POVZETEK

Vrste iz rodu Fallopia sect. Reynoutria (Polygonaceae) sodijo med najbolj problemati¢ne
invazivne tujerodne vrste v evropski flori (Suda in sod., 2010). V slovenski flori so take
vrste japonski dresnik (F. japonica var. japonica), sahalinski dresnik (F. sachalinensis) in

njun krizanec ¢eski dresnik (F. x bohemica).

Tujerodne vrste dresnikov se vegetativno razsirjajo z obseznim sistemom korenik (Bailey
in sod., 2009). Zelo zanimivo pa je spolno razmnozevanje teh vrst. V Evropi So prisotni le
kloni zenskih rastlin japonskega dresnika, zato njegovega peloda ni. Kljub temu pa te

rastline proizvedejo semena, saj jih oprasi pelod sorodnih taksonov (Bailey in sod., 2009).

V naSi raziskavi smo izmerili velikosti jedrnih genomov tujerodnih vrst dresnikov,
nabranih na razlinih rastis¢ih v Sloveniji, in velikosti jedrnih genomov kalic, ki so se
razvile iz semen, zraslih na materinskih rastlinah. Tkiva dresnikov, tj. koreninske vrSicke,
stebelne vrsicke in kalice, smo fiksirali v 4 % nevtralnem formaldehidu in metanol-ocetni
kislini. Skupaj s tkivi dresnikov smo fiksirali tudi koreninske vrSicke standardne vrste
Pisum sativum. Fiksirana rastlinska tkiva smo pobarvali po Feulgenu in pripravili preparate
meckance. Na pripravljenih preparatih smo izmerili koli¢ino DNA v interfaznih jedrih s
sistemom za analizo slike. Iz graficnih prikazov frekvencnih porazdelitev integrirane
optiCne gostote smo razbrali dva vrha, od katerih je prvi predstavljal vrednost 2C. Za

preracunavanje relativnih koli¢in DNA v absolutne smo uporabili vrsto Pisum sativum (2C

= 8,84 po).

Iz izmerjenih vrednosti 2C tujerodnih vrst dresnikov smo lahko potrdili, da gre za 3
razli¢ne taksone. Japonski dresnik ima povpre¢no 2C-vrednost 9,37 = 0,10 pg DNA, ¢eski
dresnik 6,79 £ 0,07 pg DNA, sahalinski dresnik pa 4,30 pg DNA. Na podlagi 2C-vrednosti
kalic smo sklepali o donorjih peloda za posamezno kalico. Najverjetnejsi donor peloda za
kalice japonskega dresnika je Ceski dresnik, lahko pa tudi katera od vrst slakovcev, za

kalice ¢eskega in sahalinskega dresnika je najverjetnejSi donor peloda ceski dresnik.

Naloga je bila predstavljena na 11. Mednarodni konferenci o ekologiji in upravljanju s
tujerodnimi invazivnimi rastlinami (11th International Conference on EMAPI), Ki je
potekala od 30.8 do 3.9.2011 na Madzarskem. Poster je v prilogi C.
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7 SUMMARY

Species of genus Fallopia sect. Reynoutria (Polygonaceae) are among the most
problematic invasive alien species in European flora (Suda et al., 2010). All these are
represented, also in Slovene flora, namely Japanese knotweed (F. japonica var. japonica),
Sakhalin knotweed (F. sachalinensis) and their hybrid (F. x bohemica).

The alien species of knotweed spread vegetatively with extensive rhizome system (Bailey
et al., 2009). Their sexual reproduction is very interesting. Only female clones of Japanese
knotweed are present in Europe, for this reason, their pollen is nonexistent. Nevertheless,
these plants produce seeds because they are pollinated by any other closely related species
in the area (Bailey et al., 2009).

In our research we measured the size of the nuclear genome of alien species of knotweed,
collected in different sites in Slovenia. We also measured the size of nuclear genome of
seedlings, developed from seeds and grown on mother plants. Different tissues of
knotweed (root tips, shoot tips and seedling roots) were fixed in 4% neutral formaldehyde
and methanol-acetic acid. Alongside knotweed tissues we also fixed root tips of standard

species Pisum sativum used for calibration.

We stained the fixed plant tissues according to Feulgen and prepared microscopic slides
with squashed specimen. In that specimen we measured the quantity of DNA in interphase
nuclei with image analysis system. From the frequency distribution of integrated optical
density of nuclei we determined two points, the first one representing 2C-value. For
calculating relative quantities of DNA into absolute quantities Pisum sativum was used (2C
= 8,84 pg).

After measuring 2C-values of knotweeds we were able to confirm three different species,
recognized already by their morphology. The average 2C-value of the Japanese knotweed
is 9,37 £ 0,10 pg DNA, F. x bohemica has 6,79 £ 0,07 pg DNA and Sakhalin knotweed has
4,30 pg DNA. Based on 2C-values of seedlings we could recognize the pollen donor for
individual mother species. The pollen donor for Japanese knotweed is F. x bohemica, only
rarely F. convolvulus, F. dumetorum or F. baldschuanica, the pollen donor for F. x

bohemica and Sakhalin knotweed is F. x bohemica.
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This research was presented on the 11th International Conference on EMAPI held in

Hungary from 30 August to 3 September 2011. The poster is in supplement C.
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PRILOGE

Priloga A: Statisticna obdelava posameznega vzorca

Prikazana je statistiCna obdelava izmerjenih vrednosti 1 preparata vzorca F02.

Number of classes 10D: 80 Number of classes Nuclear area: 80 Limit 2C-4C: 490  (default = 1.472C)
Approx. 2C 10D: 350 Maximum Nuclear area: 100
SaveFile | PrintResults |
80 classes Exp. F02
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Priloga B: Statisti¢na analiza velikosti jedrnega genoma materinskih rastlin

Prikazane so statisticno obdelane vrednosti vseh 7 preparatov materinske rastline FO2 in
izraun iz arbitrarnih enot 2C-vrednosti (a.e.) v pg DNA ter kon¢no povprecje velikosti
jedrnega genoma vzorca FO2 v pg DNA. Prikazani sta tudi vrednosti koeficienta variacije
(CV) in standardne napake (SE).
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Exp FOZ2 2c 1C
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2 78 331 22 0,000 48 9 0240 0 446

3 101 357 23 0,000 46 2 0,281 0,646

4 98 342 18 0,000 54 7 0,472 0,569

5 109 350 41 0,000 48,1 0,392 0,385

=] 118 337 25 0,000 534 0435 0,394

7 a2 362 1.8 0,000 49,3 0448 0,562
Mean 9741 3827 26| #DELI)! | #DELIO! 2.0 49.2| ¥DELO! 04 0.5| #DELIQ! | #DELI/O!
5D 14,1 186 09 #DELMDI #OELMDI 00 3.8] #DELO 01 0,1 #DELD! #DE /D!
SE a3 70 04 #HOELMD #FOELO! oo 15 #OELAD oo 00[ #DELD! #DELM!
CV (%) 148 53 36,0 #DOELMD #FDELO! #FOELO! 7.8 #DELO! 256 198 #DELA! #DELMD!
Pisum sativum

NO GLARE corr.
No. of Area of 2C  |Area of 4C

Sample nuclei 2C (a.u.) CVp %) 4C (a.u.) CVp %) Ratio 4C/2C |peak nuclei|peak nucleir log 2& rlin 2¢ rlogdC rlindc

1 87 462 13 27 01 2 006 72,1 122 6 0,587 0,761 0,941 0,241

2 107 450 15 a0l i) 1963 734 o8 7 0,387 0,698 0,449 0,452

3 118 443 1.7 0,000 64,3 0073 0,782

4 94 443 1.7 0,000 62,3 0328 0.676

g 103 449 2,0 0,000 1.0 0,286 0,760

5 4517 0,000

7 451 0,000
Mean 101.4 . 1.7 914.0 05 0.567 68.6 110.7 0.332 0.735 0.695 0,697
sD 1.3 73 03 184 06 0962 5.0 1682 0185 0.046 0,348 0346
SE 50 27 0,1 13,0 04 0,366 22 13 0,083 0,020 0,246 0,245
CV (%) 1,1 1 15,1 20 1131 1708 73 153 558 62 50,1 495

2C-vrednost (pg DNA)

Sample

2C (a.u)

735

637

712

6,22

5,29

560

o || sfwr )=

7 21

Mean

6.91

sD

0,25

SE

013

CV (%)

5,00

2C-vrednost (izbor dobrih)

Sample

2C (a.u.)

7,35

637

71z

6,82

6,89

6,60

~|m || |wr ] =

7,21

Mean

6.91

j=]n]

0,35

SE

013

CV (%)

5,00




Erhati¢ T. Velikost jedrnega genoma tujerodnih vrst dresnikov (Fallopia sect. Reynoutria) v Sloveniji.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2012

Priloga C: Velikosti jedrnega genoma kalic

Preglednica 4. Velikosti jedrnega genoma kalic japonskega dresnika (F. japonica var.
japonica). Prikazane so vrednosti 2C (pg DNA) za materinske rastline in za njihove kalice.

SN — standardna napaka, KV - koeficient variacije.

vzorec FO3 F04 FO8 F10 F13 Fl14 F17 F21 F22 F27 F28 F36
kalica 1 8,73 10,33 8,19 793 866 834 11,00 7,90 7,17 nikalic nikalic nikalic
kalica 2 10,38 9,74 866 6,15 9,74 824 765 11,92 6,52
kalica 3 1050 7,89 1148 595 12,38 8,19 892 8,76 6,46
kalica 4 7,78 804 89 663 830 847 864 850 6,84
kalica 5 10,00 953 861 6,73 79 802 841 1098 9,19
kalica 6 982 845 11,25 625 960 8,15 7,69 8,18 6,67
kalica 7 10,23 8,26 857 7,02 837 892 830 862 6,73
kalica 8 6,94 654 777 631 882 831 866 890 7,01
kalica 9 9,68 1399 10,69 6,04 825 927 849 821 10,11
kalica 10 943 11,43 847 599 901 768 863 867 10,25
kalica 11 8,84 801 8,01 9,13 9,22 832 863 5,33
kalica 12 10,29 8,60 11,56 12,70 8,78 8,60 851 7,47
kalica 13 10,68 10,90 8,09 9,14 8,06 8,29
kalica 14 954 6,80 8,88 8,71 8,69 8,51
kalica 15 10,07 8,30 7,99 8,86 8,48 8,63
kalica 16 10,20 10,50 11,17 12,03 8,17 8,65
kalica 17 10,28 6,43 11,46 11,48 8,48 7,76
kalica 18 10,43 7,63 8,53 9,16 7,91 8,44
kalica 19 10,83 8,36 11,33 8,44
kalica 20 9,59 8,39 8,35 8,59
kalica 21 10,17 10,61 8,74 8,61
kalica 22 6,52 9,03
kalica 23 8,03 8,61
povpreéna vrednost 973 897 914 650 957 856 861 875 7,48
SN 021 045 031 019 035 0,16 024 019 0,44
KV(%) 9,91 2151 16,06 9,44 1569 880 9,81 10,38 20,57
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Preglednica 5. Velikosti jedrnega genoma kalic ¢eSkega dresnika (F. x bohemica).

Prikazane so vrednosti 2C (pg DNA) za materinske rastline in za njihove kalice. SN —

standardna napaka, KV - koeficient variacije.

vzorec F02 FO5 FO7 F09a F09 F12 F19 F24a F24b F25 F29

kalica 1 6,48 6,08 6,25 754 7,11 8,96 nikalic nikalic 8,96 ni kalic
kalica 2 6,99 6,97 7,01 6,99 6,63 6,80
kalica 3 6,53 6,98 9,99 7,19 6,04 9,26
kalica 4 9,04 6,46 7,15 7,11 7,84
kalica 5 7,60 5,92 7,08 6,10 7,22
kalica 6 6,60 5,96 6,96 6,39 7,26
kalica 7 10,22 6,32 8,91 6,87 7,06
kalica 8 7,06 6,12 6,47 6,4 9,93
kalica 9 6,53 9,74 6,78 6,85 7,62
kalica 10 7,88 6,93 6,62 6,88 6,32
kalica 11 7,15 6,84 7,05 6,24
kalica 12 9,92 6,44 6,18
kalica 13 6,50 7,31
kalica 14 6,94
kalica 15 10,62
povpreéna vrednost 7,67 6,75 6,25 725 7,10 6,84 7,70
SN 0,39 0,36 029 0,06 0,24 0,35
KV(%) 17,48 16,75 14,44 142 11,52 17,78
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Preglednica 6. Velikosti jedrnega genoma kalic sahalinskega dresnika (F. sachalinensis).
Prikazane so vrednosti 2C (pg DNA) za materinsko rastlino in za njene kalice. SN —
standardna napaka, KV - koeficient variacije.

vzorec F16
kalica 1 6,02
kalica 2 5,45
kalica 3 5,77
kalica 4 5,56
kalica 5 5,4
kalica 6 6,54
kalica 7 4,30
kalica 8 5,73
kalica 9 5,21
kalica 10 5,26
kalica 11 6,19
kalica 12 5,49
kalica 13 5,75
kalica 14 5,61
kalica 15 5,79
kalica 16 5,49
povprecna vrednost 5,60
SN 0,12
KV(%) 8,71

Priloga C: Poster za EMAPi
Poster, predstavljen na 11. Mednarodni konferenci o ekologiji in upravljanju s tujerodnimi

invazivnimi rastlinami na Madzarskem (EMAPI).
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Sexual Reproduction of Japanese Knotweed
( Fallopia japonica) in Slovenia
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Fallopia japonica (Polygonaceae) is known as one of the most noxious invasive plant species worldwide. Tts vegetative reproduction is very well studied and is
recognised as the main way of reproduction in invadedregions. It has been reported that all specimens of £ japonica in Europe belong to one extremely large
clone of female plants (Hollingsworth 2000). In Slovenia fallopia japonica is very common along rivers, railways, roads and in some other ruderal habitats. Less
frequent is Fallopia sachalinensis with only few known scattered localities. For £ x bohemica, the hybrid between F japonica and £ Sachalinensis, only few data
from central Slovenia were known, but it was expected to be much more frequent.

Nuclear genome size was measured in maternal plants in shoot
tips and in seedlong roots with DNA image cytometry, using Pisum
sativium as standard species. The results are in agreement with previously
published data. Genome size mostly coincide with different ploidy levels
known for hybrid £ x bohemica (hexaploid) and £ x japenica (octoploid).
Aditionaly, an undefined group of seeds with higher values of genome size
was observed which could be the result of copulation of different
combinations of unreduced gametes and/or polyploidisation. The same
situation was observed in seeds collected on £ x bohemica plants.

Young shoots of £ japonica in April growing from
large rhizome hidden in the soil.

161

—_ .
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= RS SERRIIN
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F. japonica F. x bohemica F. sachalinensis ~ . i o ¥ i ., & R o
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Field observations have shown different amounts of seeds produced = -
on fallopia plants. £ japonica evidently produced more seeds in comparison to (@]
F. sachalinensis and F. x bohemica. We tested the germination capacity of N
seeds and analysed genome size of young seedlings to determine the source
of pollen. The source of pollen for pollination of £ japonica flowers could be 2C-value of F japonica 1= el e E

the hybrid (£ x bohemica), which has around 50 % of viable pollen grains, maternal plants 9.37 024 vy .79 +0.20 (v=t1)
hermaphroditic plants of £ sachalinensis with almost 100 % of viable pollen
grains or representatives of other Fallopia species that are present in Slovene

4.30 +0.08 (N=1)
seedlings 8.59 1+ 1.02 (N=5) 7.08 1 0.52 (n=7) 5.60 +0.00 (=1}

flora (£ baldschuanica, F convolvulus, F dumetorum). The results of .'. ¢ .—',}
germination showed relatively high germination capacity of seeds from £ o % @

Japonica and less successful germination of seeds from £ x bohemica and F 4 : oMo g d
sachalinensis. Young seedlings have successfully overwintered in open air .‘v (] s =

containers filled with soil.

Genome size data are presented in the figure, showing 2C-values of 3
maternal species as coloured circles (F japonica — yellow, F x bohemica —
green, F sachalinensis — pink). 2C-values, measured in the seedlings of
the same matemal plant, are shown as open diamonds._

In the table below the figure, average 2C-values + SD are present (number
of specimen is given as N in parenthesis).

Below the table, microscopic pictures of chromosomes and interphase
nuclei are documented (bar represents 20 pm).

Germination capacity (%)

F. japanica F.xbokemica  Pollen of F. x bohemica

Inﬂ?:re_scenf:e with ripe seeds Species (blue stained pollen is

on F. japonica. potentially viable). References
Bailey 1.P, Bimova K. Mandzk B (2008):
Aseual s versus seal reproduction and

evohionin Japanese Knctweeds.l 52t the
stage for the wBare of the Clones«. Biol
Irwasnrﬁ 11: 1189-1203.
Holingonrth L. M. Bafe P . (2000
nca for massive consl growth in the
ivasive wesd
Knotwesd),

slopis japonica Jzpanese
Borsnical Journal Mtle Linnean

3 Podobni
S gt mk(zoﬂl) Gadvor
Slow o
P it polju. 443

Po.
Suds ), Travnidek P, Mandsk B, Berchova-
Bimova K. (2010} Genome size 25 3 marker for
identifying the invasive slien taxa in Falogie
saction Reymoutna, Presiia 62: 57-106.
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. . . G.{2007): Hybridsation and seusl
Distribution: Genome size measurements and morphological examinations of floral parts of Fallopia samples have shown that e nthe Tyesveshen Falbos

Pol nacese) comy in Belgium, Annalsof
the presence of F x bohemica was much underestimated. It looks that the hybrid is the most widespread Fallopia species in central e
Slovenia. £ x bohemica has mostly male flowers and only few flowers per plant with female fertile floral parts that could produce e L
seeds. We have also confirmed presence of both types of Fallopia sachalinensis for flora of Slovenia — female and hermaphroditic Slovenije, Livbljana. pp. 412414,
plants, so Fallopia sachalinensiscan be direct donor of pollen for pollinisation of £ japonica.
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Priloga D: Seznam lokalitet
Japonski dresnik

e vzorec: FO3-BLED

Slovenija, Gorenjska, Bled, Zagorica, ob Koritenski cesti, za drvarnico stanovanjske
hise, grmovje na bregu, 9650/2, leg: 20.4.2010, S. Strgulc Krajsek

e vzorec: FO4-LESCE

Slovenija, Gorenjska, Lesce, ob cesti Lesce — Bled nad hipodromom, ruderalno mesto
ob cesti, 9650/2, leg: 20.4.2010, S. Strgulc KrajSek

e vzorec: FO8-STANEZICE

vvvvv

cesto za Stanezice, ruderalno mesto ob cesti, 9852/4, leg: 20.4.2010, S. Strgulc Krajsek
e vzorec: F10-KAMNIK

Slovenija, Gorenjska, Kamnik, Zgornje Perovo, za bencinsko ¢rpalko ob odcepu za Zg.
Perovo z glavne ceste, ruderalno mesto ob cesti, 9753/4, leg: 24.6.2010, S. Strgulc
Krajsek

e vzorec: F13-ZIDANI MOST

Slovenija, Posavje, Zidani Most, ob cesti Zidani Most — Rade¢e med podvozoma pod
zeleznisko progo, ruderalno mesto ob cesti, 9957/1, leg: 11.4.2010, M. Skornik

e vzorec: F14-SIRJE

Slovenija, Posavje, Zidani Most, ob cesti Zidani Most — Sirje, med cesto in Savinjo,

pod blokom s hiSno Stevilko Zidani Most 35, ruderalno mesto ob cesti, 9957/1, leg:
11.4.2010, M. Skornik

e Vvzorec: F17-DOBROVA
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Slovenija, Ljubljanska kotlina, Dobrova pri Ljubljani, ob reki Gradas¢ici vzhodno od
mosta ¢ez Gradaséico med Dobrovo in Sujico, rob travnika ob reki, 9952/2, leg:

6.4.2010, S. Strgulc Krajsek
e vzorec: F21-RIBCE

Slovenija, Zasavje, Rib¢e (naselje ob cesti Ljubljana-Litija), ob reki Savi, travniki ob
Savi, 9854/4, leg: 27.9.2010, N. Jogan

e vzorec: F22-KRESNICE

Slovenija, Zasavje, Kresnice (naselje ob cesti Ljubljana-Litija), ob reki Savi, travniki
ob Savi, 9854/4, leg: 27.9.2010, N. Jogan

e vzorec: F27-BF-MOSTICEK

Slovenija, Ljubljana, ob Vecni poti, ob potoku Glins¢ica ob mosticku ¢ez Glins¢ico
vzhodno od BiotehniSke fakultete, 9952/2, leg: 15.4.2010, S. Strgulc Krajsek, S.

Anzlovar
e vzorec: F28-BF-KOLESARSKA

Slovenija, Ljubljana, ob Vecni poti, ob potoku Glins€ica zahodno od mosti¢ka ez
Glins¢ico vzhodno od Biotehniske fakultete, 9952/2, leg: 15.4.2010, S. Strgulc
Krajsek, S. Anzlovar

e vzorec: F36-SP.LOKE

Slovenija, Posavsko hribovje, Krasnja, Spodnje Loke, mejica, 9854/2, leg: 24.6.2010,
S. Strgulc Krajsek

Ceski dresnik
e Vvzorec: FO2-KOKRICA

Slovenija, Gorenjska, Kranj, Naklo, na odcepu s ceste Kranj - Naklo za gorenjsko
avtocesto (Kranj Zahod), ruderalno mesto ob cesti, 9752/1, 20.4.2010, S. Strgulc
Krajsek
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e vzorec: FO5-KRANJ

Slovenija, Gorenjska, Kranj, Savski otok, levi breg reke Save, re¢ni breg, 9752/3,
20.4.2010, S. Strgulc Krajsek

e vzorec: FO9-SENTVID

Slovenija, Ljubljana, Sentvid, Poljane, ruderalno mesto ob cesti v naselju, 9952/2, leg:

20.4.2010, S. Strgulc Krajsek
e vzorec: FO7-MEDVODE

Slovenija, Gorenjska, Medvode, Jeprca, Ob pesc¢enem parkiriscu ob glavni cesti Jeprca
— Medvode ob gramoznici, ruderalno mesto ob parkiriscu, 9852/1, leg: 20.4.2010, S.
Strgulc Krajsek

e vzorec: F12-TRZIN

Slovenija, Ljubljanska kotlina, Trzin, pri kriziS¢u cest za Menge§ in Domzale, ob
prehodu ¢ez zeleznisko progo, ruderalno mesto med cesto in zeleznisko progo, 9853/3,

leg: 24.6.2010, S. Strgulc Krajsek
e vzorec: F19-SENOZETI

Slovenija, Zasavje, Senozeti (naselje ob cesti Ljubljana -Litija), ob reki Savi, travniki
ob Savi, 9954/1, leg: 27.9.2010, N. Jogan

e Vvzorec: F24-BF

Slovenija, Ljubljana, ob Vecni poti, ob potoku Glin¢ica ob ograji BiotehniSke
fakultete, rob reguliranega potoka Glins¢ica, 9952/2, leg: 15.4.2010, S. Strgulc
Krajsek, S. Anzlovar

e Vvzorec: F25-BF-GOZDARSTVO

vvvvv

potjo, V od Oddelka za gozdarstvo BF, ruderalno mesto ob cesti v naselju, 9952/2, leg:
15.4.2010, S. Strgulc Krajsek, S. AnZlovar
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e vzorec: F29-ROZNA DOLINA

Slovenija, Ljubljana,Rozna dolina, opusc¢eno ruderalno zemljis¢e med cestama Rozna

dolina VI in Rozna dolina cesta XVII, 9952/4, leg: 15.4.2010, S. Strgulc Krajsek, S.

Anzlovar
Sahalinski dresnik
e vzorec: F16-1G

Slovenija, rob Ljubljanskega barja, Ig, Pungrt, rob travnika (jase) JV od gradu z
zenskim zaporom, rob travnika, 0053/1, leg: 27.9.2010, S. Strgulc KrajSek, B. Dolinar



