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Abstrakt

ey

Pectinatella magnifica je sladkovodnim organismem zijicim v koloniich,
které 1ze Casto nalézt ptisedlé na ponofenych Castech/vétvich ptibieznich rostlin, ale
také kamenech, samotném dné ¢i volné ve vodé. Obyva predevsim oligotrofni az
mezotrofni vody, ve kterych teplota béhem roku dosahuje 20°C. Poprvé byla
nalezena a popsdna v oblasti Filadelfie roku 1851 Josephem Leidym. Ackoliv je
puvodnim mistem vyskytu Severni Amerika, v soucasné dob¢ je znama jako invazni
organismus 1 na dalSich kontinentech. V Evropé byl prvni vyskyt zaznamenan jiz v
80. letech 19. stoleti v okoli Hamburku, kam byla dopravena pravdépodobné na
trupech lodi. V Ceské republice se prvni zaznamenany vyskyt datuje v prvni
poloviné 20. stoleti a to v povodi Vltavy a Labe. Nejcastéjsi zplisob Sifeni je
umoznén predevSim pomoci vnitfnich pupent, tzv. statoblastl, opatfenych hacky,
diky kterym se mohou pfichytit na jakykoliv podklad, coz umoziiuje snadnou
distribuci 1 na velké vzdalenosti skrze jinak obtizny terén. Tato prace vyuziva
techniky AFLP k vyhodnoceni genetické diverzity kolonii odebranych na tzemi
CHKO a BR Tiebonisko a to na vodnich nadrzich Veseli I, Stankovsky, Novy
Kanclit, Cep, Vlkov a Novy Lipnicky z pohledu let i geografie.

Kli¢ova slova: Pectinatella magnifica; statoblasty; zooidy; DNA; analyza AFLP



Abstract

Pectinatella magnifica is a colony of freshwater organisms, which are most
often found on the submerged parts/branches of coastal plants, but also fixed to
stones, growing at the bottom of ponds, or free - floating. These organisms can be
found mostly in oligotrophic to mesotrophic waters, and appear to thrive in
temperatures that reach 20°C during colonisation. They were first found and
described in Philadelphia in 1851, by Joseph Leidy. Although Pectinatella magnifica
originates from North America, it has now become an invasive species on the other
continents. The first recorded occurrence in Europe was during the 1980s in
Hamburg, where it was probably transported on ships' hulls. In the Czech Republic it
was recorded for the first time in rivers Vltava and Labe in the first half of the 20 th
century. The most common method of its propagation is through internal buds, called
statoblasts, fitted with hooks that make it able to cling to any surface, and allow easy
distribution over long distances and otherwise impossible terrain. This study uses
AFLP analysis of statoblast DNA to analyse the genetic diversity within P. magnifica
colonies themselves, changes over time, and between different sites within the
Protected Landscape Area (PLA) and a Biosphere Reserve (BR) of Ttebonsko,
namely ponds Veseli I, Staitkovsky, Novy Kanclit, Cep, Vlkov and Novy Lipnicky.

Key words: Pectinatella magnifica; statoblasts; zooids; DNA; AFLP analysis
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1. UVOD

Pectinatella magnifica Leidy (1851) je sladkovodnim druhem pochazejicim
puvodné ze Severni Ameriky. V soucasné dob¢ je znama jako invazni organismus
obyvajici teplé ¢isté vody nejen na izemi Ameriky, ale i v Evropé a Asii. Jeji snadné
Siteni je umoznéné nejen vysokou produkci vnitfnich pupent (=statoblasty),
schopnych bez problému vydrzet podminky, které jsou pro kolonie zooidl extrémni,
ale 1 snadné prichyceni k jakémukoliv podkladu pomoci hacki, kterymi jsou
statoblasty opatieny. Ackoliv je studium jeji ekologie pfedmétem zajmu u mnoha

badatelli, z genetického hlediska je stale jest¢ pomérné malo prostudovana.

2. LITERARNI RESERSE
2.1. Taxonomie druhu Pectinatella magnifica

Bochnatka americkda Pectinatella magnifica (Leidy, 1851), jinak také
mechovka americkd, je zastupcem kmene Mechovci ( Bryozoa). Jednd se o
starobylou skupinu vodnich organismil, ktera je pfevazné tvofena motskymi

zivodichy. Krom¢ moiskych je zde i vyznamna skupina sladkovodnich druhti (Wood,

2010).

RISE —I: Animalia (Z\'cx‘:ichové)
KMEN ~|—_ij‘.‘ozoa (Mechovei)
TRDA —|—_P hylactolae mata (VEchovky)
RAD —|—_ Plumatellida
CELED Ecrimeliiabe
ROD —EPecrinaIe.’la (Mechovka)
DRUH — Magnifica (americki)

Obr. 1 Systematické zafazeni Pectinatella magnifica (Lacourt, 1968)

Piivodné skupina Mechovci zahrnovala dva kmeny Entoprocta a Ectoprocta
(Wood, 2010). Puvodni zafazeni do spole¢né skupiny mélo pravdépodobny zaklad
V podobné morfologii zastupcli obou skupin, pozdé€ji bylo ale zjisténo, Ze se jedna o
dvé nepiibuzné a vzdalené skupiny. V soucasné dobé jsou rozdéleny do dvou

samostatnych kment (Lacourt, 1968). Kmen Entoprocta, jinak Kamptozoa nebo také
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Mechovnatci, a kmen Ectoprocta s jinym, jiz zminénym, ozna¢enim Bryozoa, ¢esky
Mechovci. Kmen Bryozoa je dale délen do tii téid. Jedna se o tiidy Stenolaemata,

Gymnolaemata a Phyllactolaemata (Fuchs, et al., 2009).

Celkem je vramci kmene Bryozoa popsano téméf 8 000 riznych druhu,
Z nichz naprosta vétSina jsou zastupci moiského prosttedi (D hondt, 2005). Pouze
nékolik malo druht je schopno obyvat pevninské sladké vody (Massard, et al., 1992).
Tito sladkovodni jedinci patii stejné jako Pectinatella magnifica do tiidy
Phyllactolaemata a pouze nékolik druht je zatazeno do tiidy Gymnolaemata (Wood,
2010).

Ttida Stenolaemata je skupina moiskych organismi vytvaiejicich kolonie o
nizké urovni polymorfismu se schrankou tvofenou uhli¢itanem vapenatym. VétSina
zastupcu této téidy je ji vyhynula, zndma Zijici je pouze jedna Celed’ (Fuchs, et al.,

2009).

Ttida Gymnolaemata je pievazné tvotrena zastupci moiskych organismd, ale
vyskytuji se zde i zastupci zijici v brakickych vodach, napt. Plumatella repens,
Plumatella fungosa atd. nebo dokonce i sladkovodni druhy. Zastupci Gymnolaemata
ziji ve zna¢né polymorfnich koloniich, které mohou mit vapenatou schranku. Tato
schranka se ale nevyskytuje u vSech druhi (Massard aGeimer, 2008a). Zahrnuje dva
fady, Ctenostomata se schrankami bez uhli¢itanu vapenatého a Cheilostomata
s vapenatou schrankou (Barnes a Golding, 2009). Tato tfida je také typicka tim, ze

neprodukuje Zadné statoblasty.

Tteti skupinou kmene Ectoprocta je tfida Phyllactolaemata (mechovky). Tato
skupina je tvofena vyhradné sladkovodnimi druhy s monomorfnimi koloniemi
(Massard a Geimer, 2005). V dnesni dobé je v této tfidé popsano celkem 94 riznych
sladkovodnich druhi mechovek. Zastupce této tfidy lze nalézt v tekouci i stojaté

vodé¢ vsech svétovych kontinentti s vyjimkou Antarktidy (Wood, 2001b).

11



2.2. Utvareni téla jedinca Pecitnatella magnifica (tfida Phylactolaemata)

Pectinatella magnifica je organismus tvofeny gelovou hmotou zluté az
Zlutohnédé barvy (Brandwein, 1938).

Pectinatella magnifica byla poprvé popsana Josephem Leidym v Americké
Philadelphii v roce 1851 pod nazvem Cristatella magnifica. Téméi okamzité vsak
sam zaznamenal jeji nespojitost s rodem Cristatella a jiz v dalSim Ccisle
,Proceedings® publikovaném v tomtéz roce navrhl novy rod ,,Pectinatella“ (Leidy,
1851).

Jedna se o organismus vyskytujici se ve formé¢ kulovitych kolonii. Jednotlivé
kolonie dortistaji velikosti v priméru 0,6 m a jejich hmotnost se pohybuje od 0,25 do
70 kg (Balounova, et al., 2007). Kromé¢ této formy se Pectinatella magnifica mtze
vyskytovat i v podobé povlakii na riznych substratech, kdy kolonie mohou dorustat
nékolika metrti (Setlikova, et al., 2005).

Jednotlivé kolonie jsou slozeny az z nékolika tisic zooidu. Tito zooidi jsou
pak lokalizovani na povrchu gelové hmoty (Rodriguez a Vergon, 2002). Povrch
Pectinatella magnifica je rozdélen do jednotek nazvanych rozety, kdy jednu rozetu

utvari piiblizné 12 az 18 zooida (Morse, 1930).

Kazdy zooid se skldda z ¢asti télni stény (cystid) a z vnitfnich organd
uloZenych v polypidu, ktery mize castecné vycnivat. Zooidi jsou blizkosti tstniho
otvoru zbarveni Cervenohnédé a v blizkosti lofoforu vytvaii biloseda mista (Wood,
2010). Jednotlivi zooidi jsou vzajemné propojeny v ramci kolonie t€lnimi dutinami a
dohromady jsou obaleni vné&j$i vrstvou cystidu. Cystid obaluje cely polypid a
oddéluje vnitini prostfedi kolonie od okolni vody. Jednotlivé ¢asti jsou vzajemné
propojeny V riznych mistech tfemi rGznymi zpisoby, a to plastém s chapadly,
stahujicimi se svaly a S§tihlym funikulem vedoucim od stfeva k vnitini strané télni
stény (Dendy, 1963). Polypid je dale nostitelem lofoforu slozeného z obrvenych
chapadel umisténych okolo centralnich ust. U vétSiny Phylactolaemat je ulozen
lofofor dorzélné v podobé dvou vétvi vytvarovanych do tvaru pismene U s vnéjsi
fadou dlouhych chapadel a vnitini fadou kratSich (Wood, 2010). Témeétr u vsech
druhti je na kazdém chapadle umisténa jedna medialni a dvé lateralni plochy brv,
které¢ se pohybuji v metachrondlnich vlnach. Na své bazi jsou chapadla spojena

intertentakularni membranou, kterd formuje ryhu mezi obéma fadami chapadel.
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Obusti neboli peristom je uzaviratelny malym silné obrvenym lalokem epsitomem,

ktery slouzi pti vybéru potravy (Mukai, 1999).

Vétsina zastupci kmene Bryozoa ma prostorny coelom, ktery je sdileny
vSemi zooidy. Hlavni coelom komunikuje s coelomem lofoforu, ktery zasahuje do
kazdého z chapadel, pies aste¢nd propustnou membranu. Cira coelomaticka tekutina
cirkuluje k peritoneu pomoci tas. Cela travici soustava je potom ektodermalniho
pivodu a ma tvar pismene U. Rozdéluje se na hitan, Zaludek a koneénik. Ustni otvor
se nachazi uvniti lofoforu a fitni otvor vyustuje vné. Hltan nalevkovité vybiha do

zaludku ptichyceny k cystidu funikulem (Wood, 2010).

Na diaphragmé na zakladné epistomu mezi Ustnim a fitnim otvorem se
nachdzi maly nervovy ganglion. Do kazdého z parovych ramen lofoforu smétuje
jedno z nervovych vlaken a rozvétvuje se do kazdého z chapadel. Dalsi nervy
smétfuji z ganglia do epistomu, obrvené¢ho plasté a do traviciho traktu. Mezi
jednotlivymi zooidy ale nedochazi k zadné nervové komunikaci (Waeschenbach, et
al., 2012).

Té¢lni sténa je sloZzena z zivych tkéni nazvanych endocyst a z nezivého
endocystu. Hlavni coelom je obklopen peritoneem nesoucim obrvené plosky. Pod
peritoneem leZi tenkd vrstva podélné svaloviny a bazalni membrana. Tuto cast
prekryva kruhova svalovina a tenka vrstva epidermis (Dendy, 1963). U apexu zooidu
je endocyst vchlypen dovnitt a tvoifi plochou kapsu, kterd se postupné pfipojuje
k lofoforu. Na rozdil od endocystu je uspotfadani ectocystu velmi proménlivé mezi
jednotlivymi druhy. U tubulérnich kolonii se jednd o zerotizovanou schranku, ktera
zustava stala i po odumieni zivych ¢asti (Mukai, 1999). Minimalné€ u dvou druhi je
ectocyst sloZzen z ndhodné uspotfaddanych chitinovych mikrovldken. U netubularnich
Phylactolaemat je ectocyst gelovy a Casto lokalizovany jen na nékterych castech
kolonie (Morse, 1930).

U druhu Pectinatella magnifica je masivni zelatinova vrstva tvofena vétSinou
minimalné¢ 99% vody a krom toho obsahuje c¢aste¢né¢ denaturované bilkoviny
spolené s chitinem, vépnikem a chloridem sodnym (Setlikova, et al., 2013).
Mnozstvi suSiny v jedné kolonii jak je popsano jednotlivymi autory je vzdy odvislé
od stupné kolonizace fasami a cyanobakteriemi a pohybuje se od 0,4% do 2,25%

(Morse, 1930).
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Kolonie rodu Pectinatella jsou schopny prokazatelné ve svych télech
kumulovat nékteré latky obsazené ve vod¢, ve které ziji. Pfedevsim se jedna o riizné
formy dusiku a fosforu. Krom toho maji tyto kolonie také sklon k akumulaci jinych
makrokomponent vody jako je hoic¢ik, ale také celé fady mikrokomponent a
stopovych prvki jako jsou hlinik, chrom, méd’, kobalt, nikl, zinek, selen, kadmium
nebo arzén (Balounova, et al., 2011). I pfes tuto akumulaci prvkd v koloniich
Pectinatella neni mozné prokazat jejich filtra¢ni a Cistici schopnost, protoze po
odumieni kolonii se latky uvoliuji zpét do vody. Zaroven ale néktefi autofi povazuji
rod Pectinatella za bioindikator Cistoty vodnich zdroju, protoze bylo prokazano, ze
na zvySeny vyskyt nékterych prvkt jako je méd’, zinek nebo chrom, je tento
organismus citlivéj§i nez mnozi obratlovci i bezobratlé druhy zivocichu (Pardue a

Wood, 1980).

2.3. Reproduk¢ni systém Pectinatella magnifica (tfida Phylactolaemata)

V mirném klimatickém pasu jsou organismy z tfidy Phylactolaemata
sexudlné aktivni v jediném kratkém obdobi roku. Pohlavni rozmnoZovani probiha

zpravidla v obdobi od ¢ervna do zati (Wood, 2010).

Sperma se vyviji v napadnych celcich ve funikulu jednotlivych zooidl, ze
peritonea uvnitt zooidu. Pfedpoklada se, Ze k oplodnéni dochézi uvniti coelomu. Z
oplozeného vajicka vznika pupen ooecium z néjz se vytvaii zygota a migruje do
specialniho vaku vrostlého do télni stény nazvaného ovicella (Wood, 2001a).
Embryo se postupné vyviji az do formy volné plovouci struktury oznacené jako larva
trochoforového typu, piestoze se, technicky vzato, jedna o pohyblivou kolonii.
Samotna bilateraln€ soumérna larva je tvofena siln€ obrvenym obalem a vnitini
hruskovité tvarovanou hmotou (Wood a Wood, 2000). Vnitini ¢ast rovnéz zahrnuje
plné¢ vyvinuté polypidy spolecné s jejich funikuly a svalovinou. Larvy vytvari
zpravidla vice polypidi, ktefi se po odumieni méni v tzv. hnédé téleso. Po té co se
larva zpravidla po setméni uvolni z kolonie, plave kupfedu polem obsahujicim
specialni zlaznaté burniky a nervové centrum (Wilcox, 1906). Obvykle béhem hodiny
dojde k usazeni jednotlivych larev. Po pfisednuti se larva cela pokryje ektodermalni

tkani a nasledné dojde k jejimu zplosténi. Tkané larvy podlehnou rozkladu a larva
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ztrati brvy. Vytvoii se prvotni schranka protoecium a vznikne prvni jedinec kolonie.
Okolo sebe vylucuje zooecium, které je oznaceno jako ancestroecium. Timto je

vytvoien primarni zooid Phylactolaemata (Joo, et al., 1992).

Krom pohlavniho rozmnozovani maji vSichni zooidi z kmene Bryozoa
schopnost nepohlavniho rozmnozovéani ve formé tvorby pupend. Zvlastnim rysem
Phylactolaemat je nepohlavni produkce zapouzdienych spicich pupenti nazvanych
statoblasty (Wood, 2001a). Vétsina druhti produkuje statoblasty, které se uvoliuji
z kolonie. Kazdy statoblast je opatien obalem ze sklerotizovanych komurek
vyplnénych plynem, kvili vztlaku a nadnaSeni. Mnoho druhtl, které produkuji
statoblasty s funkci nadnéaseni, nazvanych floatoblasty, produkuji také specializované
stalé mnohem vétsi statoblasty tzv. sessoblasty (Wood, 2010). Tyto statoblasty
nemaji prstenec pro vznaseni ve vodé, jsou obaleny silnou chitinovou blénou a jejich
ukolem je pfichytit se k substratu. Na téchto zakladech je potom umoznén rast nové

kolonie (Setlikova, et al., 2013).

Vsechny statoblasty se skladaji ze dvou chlopni spojenych dohromady na
ekvatorialni roving. U vétSiny vznaSejicich se statoblastl je floatoblast tvofen dvéma
strukturadlnimi irovnémi. Vnitini ¢ast tzv. kapsule obsahuje germinalni tkan a zasoby
potravy. Vngjsi periplast obklopuje celou kapsuli. Je tvofen obvodovym prstencem a
centralnim otvorem. U vétSiny druhi ma dorsalni neboli cystigenicka chlopent mensi

otvor a tim také vétsi prstenec nez ventralni deutoplasmicka chlopen (Wood, 2010).

U tiidy Phylactolaemata vznikaji pupeny na specifickém misté uprostied
ventralni ¢asti t€lni stény rodicovskych zooidli. Vznik nového pupenu je doprovazen
utvofenim nového zarodku pupenu, ktery se miize, ale také nemusi dale vyvijet.
Kazdy zooid nese dva zarodky novych pupenti: hlavni pupen, ktery vytvaii prvni
dcefiny zooid a tzv. vedlej$i ndhodny pupen, ze kterého vznika druhy dcefiny zooid.
Nadto ma kazdy hlavni pupen svlij mensi duplikat na své ventralni strané. V pribchu
puceni se z tzv. vedlejSiho nahodného pupenu a duplikatu stanou hlavni pupeny a

vytvoii se novy nahradni pupen a jeho duplikat (Dendy, 1963).

Statoblasty druhu Pectinatella magnifica jsou prohnuté, kruhového tvaru o
pruméru piiblizné 1 mm (Jones, et al., 2000). Statoblasty jsou opatifeny marginalnimi
ostny v poctu 11 — 22 a jejich pocet se odviji od aktualnich podminek stanovisté i

kolonie samotné. Kazdy z ostnli nese par distalnich hackt umisténych na ventralni
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nebo dorsalni strané statoblastu (Oda a Mukai, 1985). Asexualni produkce
dormantnich statoblastti umoziuje pasivni disperzi nékolika riznymi zptsoby. Jedna
se bud’ o individudlni Sifeni vodnimi proudy, prostfednictvim vegetace nebo
zivocicht (Massard, et al., 1992). Byl potvrzen zejména pienos statoblasti
prostiednictvim migrujicich vodnich ptakt jako napt. Calidris alba, Gavia adamsii
nebo Pluvialis squatarola. K rozsSifovani statoblasti prispiva i ¢lovék svymi

aktivitami jako je napf. lodni doprava (Bilton, et al., 2001).

Vedle tohoto typu nepohlavniho rozmnozovani je u nckterych roda tiidy
Phylactolaemata vcetné kolonii rodu Pectinatella moznost vyznamného rozsifeni
jejich poctu aktivnim $tépenim kolonie. Produkt tohoto §tépeni se zvolna pohybuje
po substratu diky sildm vyvinutym brvami lofoforu a také za ptfispéni vyméSovani
polotekutého gelového sekretu. Schopnost pohybovat se u takto vzniklé nové kolonie
klesa umérné s tim, jak kolonie roste. Kolonie se diky postupnému zpeviiovani

sty¢né vrstvy se substratem stava nasledné imobilni (Massard a Geimer, 2008b).

2.4. Potravni preference druhu Pectinatella magnifica

Pectinatella magnifica se fadi spole¢né s dal$imi sladkovodnimi a brakickymi
zastupci kmene Bryozoa mezi tzv. filtratory. Znamena to, Ze se jedinci zivi filtraci
vody obsahujici plankton (prvoci, sinice a fasy). Nejvyznamnéjsi sloZzkou potravy

jsou rozsivky, ale zivi se rovnéz ¢lenovci a detritem (Balounova, et al., 2007).

U kolonii bylo zaznamenano pftiblizn€ po 3 az 4 tydnech po pevném uchyceni
kolonie k substratu naprosté vyhladovéni, a to i pies fakt, Ze organismus obsahuje
V travicim traktu jednobunécné tasy. Proces hladovéni probihd postupné tak, ze
jednotlivé polypidy jsou redukovany, az do okamziku kdy posledni z nich stravi

veskeré ostatni tkan¢ jedinct v kolonii a sam uhyne (Williams, 1921).

2.5. Souziti Pectinatella magnifica s dalSimi organismy

Kolonie druhu Pectinatella magnifica nejsou z hlediska souziti s dal§imi
organismy tak aktivni jako nékteré dalsi druhy ze stejné tiidy (Kent, et al., 2000).
Ptesto ale k rtiznym asociacim dochazi. Ptikladem miize byt hostitelstvi pro jedince

Microsporidia a Myxozoa (Canning, et al., 2002). Rovnéz parazitické druhy roda
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Trichonosema a Tetracapsula jsou vazany na kolonie Pectinatella, v jejichz coelomu
dochazi k jejich sexualnimu vyvoji (Okamura a Wood, 2002). Tyto parazitické druhy

zpusobuji zavazna onemocnéni ledvin lososovitych ryb (Anderson, et al., 1999).

Diilezité je také ovlivnéni skladby fas v prostiedi pfitomnosti kolonii rodu
Pectinatella. Tam kde se kolonie vyskytovaly, jsou dominantnim druhem sinice
(90%) a naopak v neptitomnosti jedinci z kmene Bryozoa byly jako dominantni druh
nachazeny rozsivky (78%). Vyskyt fas a sinic je zaznamenan také uvnitf a na
povrchu kolonii Pectinatella magnifica. Na povrchu se jedna pfedevsim o fasy rodu
Navicula, zatimco uvnitf kolonie je nejhojnéjsi vyskyt kolonii sinic roda
Pseudoanabena nebo Aphanotece, piipadné tfas rodd Scenedesmus a Coenocysis
(Joo, et al., 1992). N¢které druhy fas a sinic, které jsou soucasti planktonu v oblasti
Stérkopiskl, byly zaznamenany jak vné tak uvnité kolonii Pectinatella. Jedna se
naptiklad o rody Coenoccocus, Cymbella, Eunotia, Microchaete, Oscillatoria atd.
Podle Setlikové, et al. (2013) byly uvnitf matrix nalezeny pievazné fasy rodd
Desmodesmus, Scenedesmus, Monoraphidium, a také Coenococcus a Eustigmatos.
V povrchové vrstvé kolonii byly nalezeny tasy rodd Bulbochaete a Tetraspora, a
sinice rodu Aphanothece, Cylindrospermum, Tolypothrix a Merismopedia. Na
vodnich plochach, kde se vyskytuji kolonie Pectinatella magnifica, doslo k
prokazatelnému snizeni rozvoje fas a sinic. Jejich rozvoj byl posunut nasledné az

na obdobi rozpadu kolonii Pectinatella (Frost a Williamson, 1980).

Kolonie Pectiantella poskytuji také ukrytové moznosti nékterym skupinam
zivocCicht. Jedna se ptedev§im o drobné druhy plzi a korysu (Balounova, et al.,

2007).

Castym jevem je vyskyt larev rodu Chyronomidae, které vytvaii v gelové
hmoté¢ kolonii kanalky. Tyto kanalky byvaji cervené zbarvené, pravdépodobné diky
vyskytu bakterii. Tyto kandlky pak mohou byt i v hlubSich vrstvach gelové struktury,
pravdépodobné z doby rustu kolonie (Dendy, 1963).

Vyskyt rodu Pectinatella byva velmi casto doprovazen vyskytem
sladkovodnich druhti hub, zejména druhu Ephydatia fluviatilis (Hand, 1991).

Kolonie Pectinatella slouzi rovnéZz jako prostor pro kladeni vaji¢ek plostének,
tfida Turbellaria (Setlikova, et al., 2005).
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Doposud nebyl prokazan vyskyt zadného z Zivocicht, ktery by byl pfimym
potravnim specialistou pravé na tento konkrétni druh Bryozoa. Neznamena to ale, ze
by tento druh neslouzil jako potrava. Bylo dolozeno, ze pro nékteré jedince tridy
Turbellaria, drobné plze, larvy rodu Cryptobironomus nebo Trichoptera slouzi
kolonie jako jeden z moznych zdroju potravy. Stejny jev byl pozorovan i u mladych
jedinci kachny Csirrina maschata domestica nebo Somateria spectabilis
(Balounova, et al., 2011).

Pozitivnim faktem je Ze jedinci Pectinatella magnifica nevytvaii konkurenéni
tlak na pivodni obyvatele lokalit, kde se vyskytuji. Pravdépodobné tak obyvaji volné
ekologické niky (Gugel, 2001).

2.6. Vliv charakteristik vodni komponenty na Zivot kolonii Pectinatella
2.6.1. Teplota vody

Druh Pectinatella magnifica je obecné stejné¢ jako dal$i zastupci kmene
Bryozoa povazovan za termofilni druh, vyzadujici pro sviij Zivot vyssi teplotu vody,
zpravidla v rozpéti 15 — 28°C. Za kritickou teplotu vody pro konkrétni druh
Pectinatella magnifica je povazovana hranice 20°C. Rust kolonii za¢ina, az v dobé
kdy alespon po dobu tii dnu stoupne teplota vody nad tuto stanovenou hranici a
jakykoliv byt i kratkodoby vykyv pod tuto mez vede k zastaveni ristu (Balounova,
et al., 2007). Déletrvajici pokles teplot potom ma za nasledek tthyn a rozpad kolonii a
uvolnéni statoblastii. V podminkich stiedni a zapadni Evropy, a tedy i Ceské
republiky, dochézi k prvnimu nartstu kolonii a jejich rozvoji vétSinou v prib&hu
¢ervna a Cervence (Wood, et al., 2006; Balounova, et al., 2011). Vyskyt kolonii pak
byvéa zaznamenavan az do zafi a ojedinéle az do konce fijna, v zavislosti na pribc¢hu
teplot (Williams, 1921). Castym jevem zejména v poslednich letech je prudké
ochlazeni v prabéhu srpna, coz vede k uhynu kolonii a jejich naslednému rozpadu
(Balounova, et al., 2011). Zajimavosti je nalez kolonii Pectinatella i pfi vyrazné nizsi
teploté vody a to konkrétné 13,8°C na rybniku Podfezany v roce 2010 a opakované
nalezy sice mrtvych, ale nerozpadlych kolonii z let 2008 az 2010 pod ledem na
Veselskych piskovnach (Setlikova, et al., 2013). Rosolovitd hmota zde potom byla

nasledn¢ nalezena i1 po roztani ledu. Pii vyrazném prudkém ndartstu teplot po
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ptedchazejici dlouhé periodé chladnéjsiho obdobi byly zaznamenany vétsi rozmeéry

kolonii a jejich rychlejsi narust (Balounova, et al., 2007).

2.6.2. SloZeni vody

Kolonie rodu Pectinatella jsou pravdépodobné euryvalentnim druhem, ktery
nema jasnou preferenci ,,Cisté* vody a i1 ke znecisténym vodnim plochdm je pomérné
tolerantni (Wood, 2001b). N¢které studie vSak poukazuji na to, Zze tento organismus
jednoznac¢né preferuje alespon v pocatku svého Sifeni na daném misté oligotrofni az
al., 2013). Na zaklad¢ tohoto vyzkumu se pro kolonie Pectinatella magnifica zda byt
faktor trofie vody pomérné vyznamny pro jejich rist. S tim je spojeny rovnéz fakt, ze
byl vyskyt tohoto druhu na tizemi Cech zaznamenan pouze na jediné intenzivné
vyuzivané rybochovné nadrzi eutrofniho az hypertrofniho typu (Balounova, et al.,

2007).

Zajimavym piikladem ovlivnéni Zivota kolonii rodu Pectinatella kvalitou
vody je vodivost neboli konduktivita (Ricciardi a Reiswig, 1994). Vyskyt kolonii je
nejvice zaznamenan na lokalitach s vodivosti nizsi nez 200 pS.cm ~*. Tam, kde jsou
zaznamenany vysS$i hodnoty vodivosti, je pocet 1 velikost kolonii vyrazné nizsi.
Mozné je ale i naprosto obracené vysvétleni celé situace, kdy je mozné ovlivnéni
vodivosti a jejiho sniZeni, kumulaci biogennich latek v télech a vnitinich télnich

tekutinach jedinci Pectinatella magnifica (Balounova, et al., 2011).

Jednim z limitujicich faktord je podle Marcus (1925) rovnéz prihlednost
vody. I zde ale plati, Ze nejenom prihlednost ovlivni rast kolonii, ale i pfitomnost
kolonie pozitivné piispéje ke zlepSeni prithlednosti vodni masy, a to diky filtrovani
potravy. Podle nékterych autorii je rovnéz tento druh velmi naro¢ny na okysli¢eni
vody diky vysoké intenzité repsirace, a tim zvySené konzumaci kysliku (Ricciardi a

Lewis, 1991).

Velikost a pocet kolonii na daném misté je velmi siln¢ ovlivnén fertilitou
vody. Ve vodnich nadrzich s niz§im obsahem biogennich prvki jako je dusik, fosfor
nebo draslik byl nalezen vZzdy jen niz§i pocet kolonii menSich rozmér a hmotnosti.

Obecné lze ale konstatovat, ze neZ samotné sloZeni vody a jeji kvalitativni
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charakteristiky je pro zdarny rust kolonii Pectinatella dulezita pfitomnost vhodného

substratu (Balounova, et al., 2011).

2.7. Vliv substratu na ruast kolonii Pectinatella

Ptrestoze je substrat vyznamnym faktorem, ktery promlouva do rastu kolonii
Pectinatella, neni mozné jednoznacné wurcit preferovany typ substratu. Pfi
opakovaném pozorovani na jednotlivych vodnich nadrzich byly zaznamenany rtizné
preference substratu v ramci jedné nadrze a i1 v prabéhu jednotlivych sezén

(Balounova, et al., 2007).

Kolonie studovaného druhu jsou nejéastéji nalézany na ponofenych ¢astech
vétvi Salix, Betula, Alnus nebo Pinus, v¢etné ponotfenych kment téchto a dalSich
druhd dfevin. Nalezy byly zaznamenany rovnéZ na Castech vysSSich rostlin Typha
latifolia, rodd Nymphaea, Potamogeton, Alisma, Elodea, Lemna nebo Acorus atd.
(Setlikova, et al., 2005). Kellicott (1882) zaznamenal rovnéz vyskyt na &astech
rostliny Vallisneria spiralis. Bézny je rovnéz vyskyt na povrchu kament i umélych
materiald napt. sloupti, betonovych prvki, plastovych lahvi a dalSich odpadka ve
vodé (Sinko, 2014). Na hlubsich piehradnich nadrzich byl zaznamenan vyskyt
kolonii 1 ve vétSich hloubkach kolem 3 metrh na povrchu skalniho podkladu

(Balounova, et al., 2011).

Podle vysledki monitoringu z jednotlivych let 1ze pfedpokladat, Ze kolonie
jako substrat preferuji organické latky, jako jsou ponotfené vétve a kmeny stromi, a
pouze Vv letech s vysokou produkci biomasy dochazi k preferenci nezivych ¢asti, jako

jsou ponoiené kameny (Setlikova, et al., 2013).

V ramci vyzkumil v minulém stoleti byl studovan rovnéz vliv chemorecepce
mladych kolonii pfi jejich usazovani (Hubschman, 1970). Podle vysledku studie Joo,
et al. (1992), kolonie Pectinatella magnifica preferuji spiSe organicky material pred
anorganickym a dale vykazuji preference vétSich ¢astic substratu pfed mensimi. Jako
velmi Spatny substrat byl oznacen pisek, coz logicky vede k uvaham, Ze kolonie
nalezené na tomto materidlu jsou spiSe odtrzenymi ¢astmi kolonii z jiného typu
substratu nez samostatné¢ narostlymi pfimo na pisecném podkladé (Hubschman,

1970).
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Preferovani jednotlivych typt substratu at’ uz z pohledu velikosti nebo
puvodu je do znatné miry ovlivnéno pestrosti nabidky v daném prostiedi

(Balounova, et al., 2007).

2.8. Rozsifeni Pectinatella magnifica ve svété

Pectinatella magnifica byla poprvé objevena, jak jiz bylo vySe popsano,
Josephem Leidym na uzemi Spojenych stati Americkych v regionu Philadelphia
vroce 1851 (Leidy, 1851). V této dobé byla povazovana za Cisté americky druh,
ktery v zadné jiné Casti svéta nebyl popsan. Po dalSich 30 letech byl druh popsan na
potoce Rattlesnake creek nedaleko Buffala (Kellicott, 1882) v roce 1882 a na fece
Mississippi v roce 1885 (Jullien, 1885). Stale se vsak jednalo o popsany vyskyt
pouze na uzemi Severni Ameriky a védci predpoklddali Sifeni pouze prostfednictvim

mistnich zivoc¢ichti jako napt. vodnich ptakt (Kellicott, 1882).

V této dobé¢ se vSak tento druh zacal objevovat i v jinych Castech svéta, a to
ptedevsim v Evropé€. Poprvé na Evropském kontinentu byla Pectinatella magnifica
popsana na Labi v Hamburku (Kraepelin, 1887). Jiz od zacatku panovalo
presvédceni, ze se jedna o nearkticky americky druh zavleCeny do Evropskych fek
pravdépodobné prostiednictvim lodni dopravy na trupech nékladnich lodi (Kafka,
1887). Nékteii autofi jako napiiklad Jullien (1885) povaZzovali ale vyskyt v Némecku
za ndhodny a déle druh povaZovali za druh vyskytujici se pouze na Americkém
kontinenté, jini se teritoriem vyskytu viibec nezabyvaji jako napt. Loppens (1908).
Nézor o ndhodném zavle€eni byl v nasledujicich letech podpofen dalSim vyskytem
popsanym v Severni Americe, a to tentokrat i v netekouci vodé, konkrétné v jezerech
pobliz Coldspring Harbour ve staté New York a v Michiganském jezeie (Davenport,
1900).

Od pocatku, kdy byl zaznamenan vyskyt tohoto druhu na vice mistech, bylo
feSeno predev§im lokalni Sifeni jedinct. Jednim ze zpisobu jak se Pectintella
rozsifuje je periodické zaplavovani inundacnich izemi fek, potoku ale i vodnich
nadrzi (Schachanowskaja, 1929). Za nejcastejsi zplisob disperze je vSak povazovano
Sifeni prostfednictvim Zivoc€ichd, a to predevSim ptakl a ryb. Tento zplsob je mozny

v zasad€é dvéma variantami, a to pfichycenim statoblastli na pefi zejména vodnich
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ptakd prostfednictvim hackt, nebo ve vykalech po zkonzumovani ¢asti Pectinatelly

(Massard a Geimer, 2008Db).

Osburn (1921) popsal ptitomnost statoblastli v obsahu zaludku riznych druhi
ryb demonstrovanou napt. Micropterus salmoides, Pomoxis annularis nebo
Dorosoma capedianum. Tim, jak dochazi k zvySovani rybi obsadky vodnich nadrzi,

dochazi tak i k §ifeni statoblastii druhu Pectinatella magnifica (Notteghem, 1999).

S dalsSimi vyzkumy a zaméfenim pozornosti védecké komunity na tento
konkrétni druh dochazi k postupnému objevovani a popisu nalezi nejen opét
v severni Americe, ale také v Evropé (Balounova, et al., 2013) a také v Asii (Oda,
1974). Zajimavosti je, ze doposud nebyl zaznamenan zadny vyskyt druhu
Pectinatella magnifica v tropickych oblastech Afriky, jizni Asie, Australie nebo

Oceanie.

V misté pivodniho vyskytu v severni Americe je zaznamendn v poslednim
stoleti masivni vyskyt zejména ve vodnich nadrzich a fekach v Alabamé (Dendy,
1963), Ohiu (Wood, 1989), Lousian¢ (Everitt, 1975), Texasu (Neck a Fullington,
1983), Indian¢ (Barnes a Lauer, 2003) nebo Michiganu (Bushnell, 1965). K Sifeni
dochazelo pravdépodobné jak vySe zminénym pienosem na télech nebo v travicim
traktu zvitat, ale také rozsahlou vystavbou hydrologickych staveb a dal§im Sifenim
druhu vnové wvzniklych umélych vodote¢ich (Neck a Fullington, 1983).
V soucasnosti se tento druh podle Opravilové (2005) vyskytuje po celém tzemi
Spojenych statd americkych a Kanady, s vyjimkou velmi chladnych arktickych

........

potom zaznamenan na uzemi Floridy (Davenport, 1904) a Guatemaly (Lacourt,

1968).

V oblasti Asie byl prvni dokumentovany vyskyt potvrzen v Japonsku a to
v roce 1974 v jezeie Shoji (Oda, 1974) a také v Koreji (Rodriguez a Vergon, 2002).

V Evropé byl, jak jiz bylo feceno, prvni vyskyt zaznamenan na lokalit¢ Bille
pobliz v Hamburku v roce 1887 (Kraepelin, 1887). Od té doby doslo k rozsifeni
Pectinatella magnifica prakticky po celém kontinentu. Nejprve doslo k disperzi na
ptilehla mista k ptuvodni lokalité vyskytu, a to v povodi feky Labe. Konkrétné se
jednalo o lokalitu Havel u Spandau a na vodni plose Tegeler See u Berlina. Zaroven

s roz§ifenim do téchto mist v povodi feky Labe byl zaznamenén i1 vyskyt v povodi
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dalsi velké Evropské teky, a to Odry. Jednalo se o kolonie ve vodnich nadrzich

pobliz mésta Wroclaw v Polsku (Hrabg, 1935).

Jeden z hlavnich sméri Sifeni od ptivodniho mista vyskytu byla severo - jizni
osa, tedy dale po velkych fekach a jejich propojeni. Jedna se zejména o dalsi expanzi
do Némecka a Francie prostiednictvim umélého vodniho kandlu spojujiciho feky
Labe, Wesser, Ems a Ryn (Massard a Geimer, 2005). V roce 1994 tak byl poprvé
dolozen vyskyt Pectinatella magnifica na uzemi Francie v Canal de 1'Est (Territoire
de Belfort). Jedna se o spojnici kanalu Rhona — Ryn a Labe (D’hondt, 2005). Vyskyt
byl potvrzen v témze roce také v Haute — Saone Canal (Territoire de Belfort) a na
uzemi regionu Franche - Comté a okolnich okrskti (Notteghem, 1999). O rok pozdéji
se druh rozsifil do dalSich lokalit zejména v udoli feky Mosely, nejprve do vodni
nadrZe a poté i do pomalu tekoucich ¢asti samotné feky v blizkosti Nomexy a Chatel
— sur — Moselle (Massard a Geimer, 2008a). Odtud pak doslo k dal§imu rozsifeni do
Lucemburska a dal$ich casti Beneluxu. V letech 1997 az 1999 byly opakované
zaznamenany dal$i kolonie ve vodnich nadrzich v blizkosti feky Mortagne konkrétné
pfitoku Monseigneur, a v jezefe Sorme v Burgundsku. Na konci zminéného obdobi
se Pectinatella jiz vyskytovala v povodich ¢tyf velkych Francouzskych fek, a to
Rhony, Saony, Loiry a Seiny (D’hondt, 2005). Zajimavosti je, ze 1 pies pomérn¢
rychlé Sifeni po velkych tfekdch smérem k zemim Beneluxu, prvni vyskyt na uzemi
Nizozemi byl zaznamenan az v roce 2003 (Massard a Geimer, 2008b). V poslednich
letech byly kolonie potvrzeny na dalsich mistech v Evropé, jako jsou Vogézy
v severo - vychodni Francii (Rodriguez a Vergon, 2002), v piskovnach na tzemi
Badenska Wiirtenberska (Némecko), (Balounova, et al., 2013), v Rakousku (Bauer,
et al., 2010), Polsku (Kraepelin, 1887), Ceské republice (Balounova, et al., 2011;
Balounova, et al., 2007), ale také ve vzdalené&jSich ¢astech jizni, jithovychodni a
vychodni Evropy jako je Korsika (Notteghem, 1999), Rumunsko (Lacourt, 1968)
nebo Turecko (Balounova, et al., 2013; Lacourt, 1968), (Obr. 2).
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Obr. 2. Mapa vyskytu Pectinatella magnifica v ramci Evropy

2.9. Rozsifeni Pectinatella magnifica v ramci Ceské republiky

V Ceské republice byl vyskyt Pectinatella magnifica poprvé doloZen v prvni
poloviné 20. stoleti na nékolika lokalitach povodi Vltavy a Labe, ptfesnéji v roce
1922 u Litomé&fic (Schachanowskaja, 1929). Vyskyt byl opakované potvrzovan
V pribehu prvni poloviny minulého stoleti na riznych mistech zminénych povodi
(Hejskova, 1953). Na zacatku 50. let 20. stoleti byla poprvé zaznamenana na Moraveé
u Brna, a to na Knine¢ské prehrad€, coz znamenalo viibec prvni vyskyt v povodi
Cerného mote (Opravilova, 2005). Po tomto objevu nebyl dlouhou dobu zadny dalsi
zaznam o roz$ifeni do nové lokality, az do 70. letech 20. stoleti, kdy byl popsan
objev kolonie v nadrzi Slapy a na vodni nadrzi v blizkosti Jistebnice u Tabora
(Setlikova, et al., 2005). Dalsi vyskyt byl zaznamenan az v letech 2003 a 2004, kdy
byla objevena v piskovnach biosférické rezervace a chranéné krajinné oblasti

Ttebotisko a v nadrzi Zelivka (Opravilova, 2005).

Vyznamnéjsi zpravy o novych vyskytech Pectinatella magnifica se objevily

az po roce 2003, kdy byly kolonie doloZeny na piskovné Cep v blizkosti LuZnice a
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hned v nasledujicim roce na sousedni piskovné Cep Il (Setlikova, et al., 2005). Od té
doby dochazi k pravidelnému rozsifovani v priab&hu jednotlivych let na dalsi nadrze,
jako je vroce 2005 rybnik Podfezany, 2006 rybnik Hejtman a pifehradni nadrze
Hnévkovice a Orlik. V roce 2007 byly nové vyskyty zaznamenany také na rybniku
Novy Kanclif a piskovnach Vlkov a Veseli (Balounova, et al., 2011). Krom vyskytu
na soustavé vodnich nadrzi v ramci jiznich Cech, kde je $ifeni pomérné jednoduse
vysvétlitelné diky propojeni rybnicnich soustav vodnimi cestami a také rozsahlou
tézbou pisku (Balounova, et al., 2007), byl nezavisle vyskyt zaznamenan u M¢lnika

na fece Labi a také na vodni nadrzi Zelivka (Setlikova, et al., 2013).

2.10. Eukaryotni genom

Deoxyribonukleovd kyselina je chemickd podstata bunécné paméti a
dédi¢nosti. Nukleové kyseliny jsou nositeli potfebnych informaci o struktuie, funkci
a reprodukci bun¢k. Gen je definovan jako usek polynukleotidového fetézce, ktery
nese informaci pro strukturu translacniho produktu (strukturni gen) nebo informaci
pro strukturu RNA, ktera translaci dal nepodléha (Baxevanis a Ouellette, 2004).
Definice genu se lisi podle toho, pro jaky typ organismu je definovan. U viri se
jedna o usek molekuly RNA, ktery nese informaci ohledné struktury polypeptidu a u
eukaryot a prokaryot se jednad o usek polynukleotidového fetézce DNA, ktery nese
genetickou informaci pro RNA, ktery nepodléha translaci (Campbell a Markl, 1997).
Zéakladni schéma piepisu DNA eukaryot je nazyvana jako Centralni dogma
molekulérni biologie (Obr. 3).
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Obr. 3 Centralni dogma molekularni biologie (Necas, et al., 2000)

2.10.1. Velikost

Kompletni geneticka informace nebo cela sekvence DNA konkrétniho
organizmu se nazyva genom. (Peng, et al., 1994). SloZitost genomu Ize celkem snadno
vycislit jakozto soucet délek vSech jedineénych nukleotidovych sekvenci, Casto
vyjadfovany hodnotou velikosti haploidni sady chromozoémut (Frankham, et al.,
2002). Podle samotné délky/ velikosti genu v porovnani k celkové velikosti genomu

je mozné geny zattidit do nésledujicich skupin (SrSen a Srsnova, 2000):

J Malé (<10 kb)

. Stredné velké (<50 kb)

J Velké (<100 kb)

. Obrovskeé (<2000 kb)

o Mamuti geny (>2000 kb)

Organismy jsou nositeli hned tii raznych genetickych vybav — jaderné

(nDNA), mitochondrialni (mtDNA) a chloroplastové (cpDNA), ktera je typicka pro
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rostliny (O’malley a Whetten, 1997). Nukleotidové sekvence obsahuji fylogenetické
a frekvenéni informace a jsou tedy neobycejné¢ dillezitymi markery pro ekologické a

evolu¢ni studie (Osborn a Smith, 2005).

Chromozom Nukleozom

DNA

dvousrou
bovice

Histony

Obr. 4 Usporadani eukaryotniho chromozomu (Goldie’s Room, 2013)

Bylo zjisténo, Ze genom u rostlin je vZdy vétsi nez u zivo€ichii. Genom savcl
mé velikost zhruba 3x10° parii bazi, kde je zakodovano okolo 25 000 genii (Alberts,
et al., 2005). Pro ptiklad lidsky genom je tvofen 3.3 miliardami nukleotida (Claverie,
2001). Bylo zjisténo, ze vzajemné podobné organismy mohou mit vzajemné velmi
nepodobné genomy. Piikladem muize byt genom mouchy doméci, kterd mé 5x veétsi

genom neZ octomilka (Boore, 1999).

2.10.2. Struktura genu

Genom neni tvofen jednou molekulou DNA, ale je rozdélen do tzv.
chromozomu (Obr. 4). Chromozom je struktura v eukaryotickém jadru buniky. Pocet
chromozomt je charakteristicka vlastnost kazdého organizmu. Kazdy z chromozomu
je rozdé€len do usekid DNA nazvanych geny (Gilbert a Feigon, 1999).

Genom nemtizeme chéapat pouze jako kontinualni sekvenci sériového kodu
pro produkci proteinu. V genomu je velké mnozstvi sekvenci, které nejsou geny, a
proto nekoduji proteiny. Geny v genomu pfipominaji jednotlivé ,uzly* s

nepravidelnymi intervaly riznych mezer (Church a Gilbert, 1984).
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U prokaryot slouzi vétSina DNA ke genové expresi, u eukaryot ma vétSina
DNA negenovou funkci. Negenova DNA obsahuje nahodné opakujici se sekvence,
které mohou poslouzit k identifikaci nositele (Campbell a Markl, 1997). Ani genova
¢ast DNA neni uplné spojit€¢ kodujici, ale obsahuje tzv. introny. Jednad se o Casti,
které se na genové funkci nepodili. Kodujici sekvence jsou potom oznaceny jako
exony. Struktura nesouci genetickou informaci v bufice je oznacena jako genofor. U
prokayryot se jedna o jeden chromosom a plazmidy, u eukaryot se jedna o jaderné
chromosomy, mimojaderné chromosomy (mitochondrie, chloroplasty) a ziidka také
plazmidy (Kapitonov a Jurka, 2006).

Jaderné chromosomy jsou oznaceny jako jaderny genom, mimojaderné
genofory jako plazmon nebo také mimojaderny (cytoplazmaticky) genom.
Eukaryotni chromosom je tvofen DNA navazanou na histony. Chromosom ma
slozitou nékolikauroviiovou strukturu, za¢inajici DNA omotanou okolo diskovitych
nukleosomu, jejichz fetizky tvofi chromatinova vlakna (Malone, et al., 2009). Ve
vy$§i struktufe vytvari smycky, ze kterych je utvofen chromosom. Gen, ktery koduje
dany protein nebo RNA je umistén na ur¢itém chromosomu a na svém stalém misté —
lokusu. Identifikaci lokust lze vytvofit chromosomovou mapu, kterd je u eukaryot
linearni a u prokaryot kruhova (De - Vetten, et al., 1997).

Cesta od genu ke znaku je sloZzitd. Procesy naprogramované pii expresi
genomu mohou byt v nejruznéjSich stadiich ovlivnény vnéjsimi faktory. Vztah mezi
fenotypem a genotypem je z tohoto divodu velmi slozity. Nékteré znaky jsou
podminény pouze jedinym genovym lokusem, jiné nckolika nebo i1 mnoha
(Rutherford, 2003).

Pii plsobeni epistdze (funkéni nadfazenosti urcitych gend nad jinymi),
inhibice, kompenzace a dalSich projevii genovych interakci se fenotypové Stépné
poméry v potomstvu méni (Cordell, 2002).

Dédi¢na podstata jinych znaki je slozitd a na jejich projevu se podili velky
pocet jednotlivych genl. Takové znaky jsou oznaeny jako polygenni. Kvantitativni
znaky maji zpravidla polygenni dédi€nost. Opakem genovych interakei je
pleiotropie, pii které se uCinky plsobeni jednoho genu projevuji v utvafeni dvou

nebo vice riznych fenotypovych znakt (Hentrich, 1979).
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2.11. Molekularni markery

Pro zjistovani diverzity a pro identifikaci polymorfismu nukleovych kyselin
(zejména DNA) byla vyvinuta cela fada molekularnich technik. VétSinu tzv.

molekularnich markerd je mozné zatfidit do jedné ze tii kategorii (Avise, 1994):

a) techniky zalozené na hybridizaci bez PCR reakce

Jedna se o techniky pfedstavujici nejstarsi skupinu molekularnich markert.
Tato technika byla pouzivana jiz v pocatcich molekularni biologie, a to v 70. letech
20. stoleti (Grant a Shoemaker, 1997). Dnes jsou tyto techniky nahrazovany
metodami odvozenymi od PCR (Gosden a Hanratty, 1993).

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP analyza) je postup
zalozeny na restrikénim Stépeni DNA, elektroforetické separaci fragmenttii DNA a

hybridizaci se specifickou sondou (Southerntv ptenos), (Avise, 1994).
b) techniky zalozené na PCR reakci

Tyto amplifikaéni metody zahrnuji vSechny PCR techniky, které k
amplifikaci DNA produktt pouzivaji nahodné primery (Karp a Edwards, 1997). Pro
vSechny tyto metody neni nutné znat cilové sekvence DNA fragmentt. OdliSnost
jednotlivych metody je v délce a sekvenci pouZitych primert, pfisnosti PCR

podminek a detekci fragmentt (Higuchi, et al., 1993).

Mezi tyto metody zatazujeme ptedev§im Random Amplified Polymorphic
DNA analyzu (RAPD), (Powell, et al., 1996). Technika RAPD je zalozena na pouziti
primeru v podobé¢ kratkého nahodného hexameru az dekameru a amplifikované
produkty jsou separovany na agarézovém gelu a vizualizovany pod UV svétlem
(Lynch a Milligan, 1994). Podobnou metodou je Arbitrarily Primed PCR (AP -
PCR), (Welsh, et al., 1991) nebo DNA Amplification Fingerprinting (DAF), (Chen a
Rajewsky, 2006). Pti téchto postupech jsou k separaci amplifikovanych produkti
pouzivany polyakrylamidové gely (Powell, et al., 1996).

Vedle RAPD analyzy existuje i druhd skupina metod, a to tzv. semiarbitrary
primery (Caetano - Anollés, et al., 1991). Ty jsou komplementarni k sekvencim
rozpoznavanym restrikénimi enzymy (Rademaker, et al., 1997). Primery vyuzivajici
sekvence rozpoznavané restrikénimi endonukledzami tvoii zéklad techniky

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), jejiz podstatou je rozstépeni
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studované DNA dvéma restrikénimi enzymy (Vos, et al., 1995), naligovani adaptort
k odpovidajicim konctim a provedeni PCR reakce s primery, které maji sekvenci
komplementarni k adaptoru a navic obsahuji selektivni baze (Mueller a

Wolfenbarger, 1999; Powell, et al., 1996).

c) Amplifikace cilovych sekvenci
U téchto metod neni dostate¢né znam charakter markert z hlediska
dominance a pievodu alel do lokusu. Problémy jsou pifekonany pomoci PCR
zamé&fené na specifické single - lokusy, pro které je nezbytna znalost cilovych
sekvenci nebo sekvenci ohrani¢ujicich cilovou oblast (Karp a Edwards, 1997).
Pii metodé¢ PCR - RFLP jsou pomoci PCR amplifikované fragmenty DNA
stépeny restrikénimi enzymy. To vede k odhaleni polymorfismu restrikénich mist

(Rademaker, et al., 1997).

Diky moznosti klonovani a sekvenovani lze identifikovat tandemové repetice
(STMS, SSR) a navrhnout tak primery K jejich detekci. (Powell, et al., 1996). Diky
vysoké promeénlivosti v téchto oblastech je tak mozné identifikovat v ramci

studované populace mnoho alel (Waeschenbach, et al., 2009).

Modifikaci metody SSR je technika nazyvana Inter Simple Sequence Repeat
(ISSR). Tato metoda je zalozena na pouziti PCR s primery, vytvofenych z kratkych
tandemovych repetic (SSR), (Serra, et al., 2007). Jedna se o amplifikace vysoce

polymorfni oblasti mezi samotnymi tandemovymi repeticemi (Abbot, 2001).

Dal§i vyznamnou metodou slouzici k analyze polymorfismu je studium
oblasti Internal Transkribed Spacers (ITS). Jedna se o analyzu vysoce variabilnich
tisekli rRNA, které jsou béhem sestfihu vystfizeny a degradovany. Usek pouzivany
pro analyzy je vétSinou kombinaci ITS a ¢asti rRNA. Nejc€astéji se vyuziva tsek 18S
rRNA (pro prokaryota 16S), ITS 1, sekvence 5.8S rRNA, ITS 2 a usek 28S rRNA
(ESTEVE - ZARZQOSO, et al., 1999).

2.12. Hodnoceni genetické diverzity a genového toku
Pro ochranu genetické diverzity ma hlavni vyznam vyzkum vztahli mezi
konkrétnimi jedinci zaloZeny na spolehlivém urCovani miry jejich piibuznosti.
Miuizeme tak stanovit lokdlni tok gent, migraci nebo popula¢ni strukturu. Tyto jevy

jsou v tésném vztahu k pocetnosti populaci a jejim zménam v Case (Kate a Laird,

1999).
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Obecné rozlisujeme tii zakladni vrstvy biologické rozmanitosti. Jedna se o
diverzitu na urovni genu (genetickd diverzita), druhii (druhova diverzita) a

ekosystému (ekologicka diverzita), (Mendel, et al., 2008).

2.13. Charakteristika a hodnoceni genetické diverzity

Nejméné¢ zndmym aspektem vySe zminéné biologické rozmanitosti je
samotna geneticka diverzita. Z tohoto divodu je také nejméné chranénou soucasti
rozmanitosti. Potieba a diilezitost ochrany genetické diverzity je zakotvena v Umluvé
o biologické rozmanitosti (1992). Genetickd diverzita predstavuje pfirozenou
zasobarnu variabilnich genotypli pro mozné vyuziti ve Slechtitelstvi a

Vv biotechnologiich (Laikre, et al., 2009).

Zdrojem genetické rozmanitosti jsou dédicné vlohy obsazené v genotypu.
Druhou slozkou jsou faktory prostiedi, které se podili na fenotypovém projevu
vnéjSich znakl. Oba dva projevy od sebe nelze jednoznaéné oddélit (Roudna a

Dotlacil, 2007).

Pro pteziti jednotlivych populaci a druhti je velmi nutnd schopnost adaptovat
se novym podminkdm prostfedi. Nezbytnym ptredpokladem adaptivni odpovédi je
genetickd variabilita. Jakékoliv naruSeni této variability jednoznacné sniZuje
schopnost populace pfizplisobit se novym podminkam. Geneticka diverzita tak
vytvafi zakladnu pro vyssi trovné biodiverzity (Laikre, et al., 2009).

dochazi Castéji napf. k ptibuzenskému kiizeni (Kate a Laird, 1999).

Geneticka diverzita je v pfirod¢ uspofadana hierarchicky. Na nejvyssi trovni

v wr

cv v

nalézame genetickou diverzitu v rdmci populace. Pro jeji ochranu mé hlavni vyznam
vyzkum vztaht mezi konkrétnimi jedinci. MlZeme tak stanovit lokalni tok gend,
migraci nebo populacni strukturu. V praxi slouzi individudlni uroveil genetické
diverzity na piiklad pro zjisténi ptibuzenskych vztahll v jednotlivych skupinach a

populacich nebo pro zjisténi podstaty rozmnozovaci strategie (Kate a Laird, 1999).
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2.14. Charakteristika genového toku

Hlavni mechanismy evoluce v populacich jsou mutace, genovy tok (tj.
rekombinace, migrace), selekce a geneticky drift. Ve velkych populacich jsou
urcujici prvni tfi mechanizmy, zatimco v malych populacich je patrny vyrazny vliv
nahodnych efektd genetického driftu (Obr. 5). Populace s malou pocetnosti byvaji
Casto postizeny ztratou genetické variability, pfibuzenskym kiizenim nebo akumulaci

Skodlivych mutaci (Chevre, et al., 1997).

(b) (d)
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Obr. 5 Modely genového toku: (a) ostrovni model, (b) isolation - by - distance

(a)

i

model, (c) jednorozmérny stepping - stone model, (d) dvourozmérny stepping - stone
model - ¢tvercové uspotradani subpopulaci (The American Phytopathological
Society, 2015)

Genovy tok je termin oznacujici jakykoliv proces, ktery vede k predavani
genetického materidlu mezi populacemi (Slatkin, 1985). Genovy tok je Sifeni
urcitych alel v ramci populace ¢i mezi populacemi vyplyvajici z outbreedingu. Je to
zaroven dulezity faktor evoluce (Hudson, et al., 1992). Vyznamné ovliviiuje
genetickou strukturu populaci. Pomoci genového toku jsou také stirany rozdily
v alelovych frekvencich mezi odliSnymi subpopulacemi. Jak jiz bylo zminéno,
omezuje se tak jejich schopnost adaptovat se na lokalni podminky a zabraiiuje tak

diferenciaci subpopulaci (Slatkin, 1987).

Zatimco genovy tok vede k homogenizaci populaci, selekce a
geneticky drift vede k diferenciaci populaci. Geneticky drift, jinak ozna¢ovany jako
geneticky posun, predstavuje ndhodné fluktuace ve frekvencich jednotlivych alel

v genofondu urcité populace (Hartl a Clark, 1997).

Geneticky drift plyne z ndhodného vybéru gamet pii pohlavnim

rozmnozovani (Slatkin, 1977). Dojde - li pfi fluktuaci pocetnosti populace k nahlému
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a vyraznému poklesu pocetnosti, je tento jev oznaCen jako tzv. popula¢ni nebo
geneticky bottleneck, nebo také ,bottleneck effect (Nei, et al., 1975). Zvlastnim
piipadem bottlenecku je tzv. efekt zakladatele — ,,founder effect”. Jedna se o zalozeni

nové populace z malého poctu jedincu (Ladizinsky, 1985).

3. CiL PRACE

Cilem prace bylo stanovit genetickou diverzitu u jednotlivych kolonii
bochnatky americké (Pectinatella magnifica) Leidy (1851) na tizemi CHKO a BR

Tteborisko.

4. METODIKA

Studovany material pochazel z Chranéné krajinné oblasti Tiebonsko (Obr. 6).

7k
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CESKA
REPUBLIKA
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Obr. 6 Lokalizace zdjmového tizemi Treboniska v ramci Jihoceského kraje a Ceské

republiky
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Oblast Tteboriska se nachdzi v JihoCeském kraji, na zemi okresu Jindfichiv
Hradec. Lokalita je tvofena souvislym izemim tdhnoucim se v severo - jiznim sméru

od hranic s Rakouskem az po Veseli nad LuZznici.

V ramci této lokality byla vybrana mista, ktera jsou dlouhodob¢ sledovana
Katedrou biologickych disciplin. Jednd se o nékolik transektl na tézebni lokalité
piskovny Cep 1. a Veseli I. a vodnich nadrzi Hejtman, Novy Lipnicky (Podfezany),
Stanikovsky a Vlkov. (Pfiloha: Obrazek 26)

4.1. Popis uzemi

V nasledujicich kapitolach budou shrnuty zakladni charakteristiky zdjmové
lokality Chranéné krajinné oblasti Tieboiisko. Vymeéra celé této Chranéné krajinné

oblasti je 687,7 km?.

4.1.1. Klima

Z hlediska klimatické Klasifikace dle Quitta (1971) patii vétSina tzemi
Tiebonska do mirn¢ teplé a mirné vlhké oblasti s mirnou zimou, do oblasti MT4,

MT7, MT9, MT10 a MT 11 (Ptiloha: Obrazek 17).

Priimérna ro¢ni teplota ve stfedni ¢asti uzemi (Tiebon) je 8°C, primérna
teplota ledna je - 2 az - 4 °C a priméma teplota Cervence 16 az 18°C. Priimérné
mnozstvi srazek v prubéhu vegetaéniho obdobi je 350 - 450 mm a v zimnim obdobi
200 - 300 mm. Primérna délka trvani souvislé sné¢hové pokryvky je 50 - 60 dni s
maximem 20 - 30 cm. V prubéhu roku je zaznamenano v priméru 40 - 50 jasnych
dni, kdy obla¢nost pokryva méné jak 20% oblohy. Pievlada zde zapadnia
jihovychodni proudéni vétru. Celkovée je klima této oblasti do urcité miry specifické,
a to predevsim z divodu geomorfologie oblasti a velkym zastoupenim vodnich
ploch. Casty je vyskyt ptivalovych srazek v letnim obdobi. Pro Tieboiiskou panev je
charakteristicky Casty vyskyt inverznich situaci s bezvétiim, které ale neovliviuji
ptili§ zneciSténi ovzdusi, protoZze v oblasti se nevyskytuje velké mnozstvi zdrojil

emisi.
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4.1.2. Geologie

Geologicky podklad Tieboniska je tvoren horninami moldanubika. Na tomto
uzemi se vyskytuji metamorfované horniny v podobé pararuly a migmatita
predprvohorniho stafi a granitoidy, jako jsou zuly a granodiority, moldanubického
plutonu prvohorniho stafi. Tiebonska panev je pak vyplnéna sedimenty druhohorni
svrchni kiidy a tfetihorniho neogénu s mélkovodnimi jezerné - fi¢nimi sedimenty.
Svrchnokiidova sedimentace, predstavovana piedev§im klikovskym souvrstvim.
Jedna se 0 nejrozsahlejsi a nejmocnéjsi vypli Tieboniské panve s mocnosti az 300 m.
Sedimenty jsou tvofeny barevnymi piskovci, slepenci, jilovci, prachovci, jily a pisky
riuzné zrnitosti a rizného stupné zpevnéni. V mensi ¢asti Tieboniska jsou povrchovou
vrstvou neogenni sedimenty lipnického, domaninského a ledenického souvrstvi v
podob¢ jild, piskd, diatomitd a kiemenct. Kvartérni usazeniny jsou potom
zastoupeny az 30 m mocnou vrstvou pleistocénnich fi¢nich piskti a §térkli na fi¢nich
terasdich Luznice a Nezarky, které jsou dnes piedevSim predmétem tézby na
dobyvacich prostorech Veseli nad Luznici, Cep, Tust, Horusice, Novosedly nad
Nezarkou, StraZ nad NeZarkou, Pistina a Krabono§. DuleZitou soucasti geologické
struktury jsou také holocenni sedimenty tedy nejmladsi vrstvy fluvialnich Stérkt a
piskl, nivni a svahové hliny, sedimenty vodnich nadrzi, kyselé slatiny a oligotrofni
raSeliny. Dulezity je také vyskyt vatych piskl vzniklych zfejmé koncem posledniho
glacialu ¢i v postglacialu na fi¢nich terasach v pasu od Majdaleny k Veseli nad

Luznici (Vlkova, Slepici vrsek u LuZnice).

Samostatnou formou jsou potom raselinisté piechodového typu nebo
submontanniho vrchovistniho typu z konce posledniho glacidlu v mistech s
ptihodnou konfiguraci terénu a malo propustnym podloZzim. Nejrozsahlejsi raselinisté
jsou v tésné blizkosti Tiebong, Salmanovic, Hrdlofez, Mirochova a v blizkosti

Zablatského a Horusického rybnika (Ptiloha: Obréazek 19).

Udaje byly pievzaty ze Svoboda (1964).

4.1.3. Geomorfologie

Uzemi Ttebotiska spada podle geomorfologického ¢lenéni Demek (1965) do
provincie Ceska vysodina a Ceskomoravské soustavy, na kterou na jizni strané

navazuje Sumavskd soustava. VétSina Uzemi potom patii do oblasti Jihoceskych
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panvi, do celku Tieboniskd panev. V zépadni casti Treboniska panev prechazi v
plochy reliéf podcelku Lomnické panve a ve vychodni ¢asti ve zvinény reliéf
Kardasofecické pahorkatiny. Tieboniska panev ma mirny sklon od jihu k severu. Od
nize polozené panve Ceskobudé&jovické ji oddéluje vyvySeny LiSovsky prah.
Nadmoiska vyska tzemi se pohybuje od 421 do 550 m n. m. Cast na vychod od toku

feky Luznice potom ndlezi k celku Javotické vrchoviny (Piiloha: Obréazek 18)

4.1.4. Pedologie

V ramci Cech je Tiebonsko unikatni tim, Ze se jedna o nejrozsahlejsi Gizemi,
kde se jako pudotvorny substrat uplatiuji predev§im nezpevnéné predkvartérni
sedimenty. Tiebonisko je nejvétsi souvislou plochou pokrytou pseudogleji a gleji
v Cechach. Nejpodetnéjsi jsou také organogenni raselinné ptidy. Castou jsou zde také
zastoupeny kambizemé, a to v pomérné¢ nizkych nadmotskych vyskach. Pro toto
uzemi je také typicky vyskyt extrémné lehkych pid na pis¢itém podlozi. Pidy jsou
jiz od pocatku vyrazné oligotrofni s velmi nizkym obsahem zivin, tedy nevhodné pro
zemédélskou Cinnost. Nizkd pfirozend urodnost piseénych, jilovitych a raSelinnych
pud nepiilis§ vhodnych pro zeméd€lské vyuziti je také pfi¢inou toho, pro¢ na
Ttebonisku zlstaly az do dnesni doby zachovany v rovinaté krajin€ v relativné nizké

nadmoiské vySce rozsahlé souvislé lesni celky 1 rybni¢ni soustavy (Ptiloha: Obrazek
20).

Udaje poskytl Vyzkumny Gstav melioraci a ochrany ptidy Praha, v. v. i..

4.1.5. Hydrologie

Pfirozenou pateini vodoteci odvodiiujici podstatnou ¢ast Tieboniské panve je
feka Luznice. Délka toku na uzemi Tieboniska je 75 km, z nichz podstatna ¢ast je v
podobé pfirozenych meandrdi s vice nez 500 trvale zavodnénymi tinémi a

odstavenymi meandry.

Druhym vyznamnym tokem je feka Nezéarka, protékajici severovychodnim
Tteboniskem v délce 34 km. Z menSich vodnich toki stoji za zminku potoky Dracice

a Kosténicky potok. Vedle ptirozenych vodoteci jsou pro tuto oblast typické uméle
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vytvofené soustavy kanalt a stok. Nejvyznamnéjsi z nich jsou Nova feka (13,5 km) a
Zlata stoka (47 km), (Pfiloha: Obrazek 22).

Typicky raz krajiny je tvoren predev§im malymi vodnimi nadrzemi v podobé
465 rybnika o celkové rozloze 7484 ha, z nichZ nejvétsi je Rozmberk s rozlohou 658
ha (plocha vytopy 489 ha). Dalsimi vyznamnymi rybniky jsou Horusicky velky,
Zablatsky, Svét, Opatovicky, Kanov, Velky Tisy, Hejtman, Stanikovsky apod.
Celkem jsou rybniky propojeny do 16 rybni¢nich soustav (napf. Nadgjska,
Chlumecka atd.). Pivod vétsiny z nadrzi je v 16. stoleti U vyznamnych rybnikaia
Stépanka Netolického, Jakuba Kréina z Jel¢an a Sedléan nebo Mikulage Rutharda z
Malesova. Vzhledem k vysoké intenzité hospodafeni se jejich uzivnost v prub&hu
stoleti zménila z pfirozené¢ oligotrofni na pfevazné eutrofni az hypertrofii

(Hetmanova, 2012), (Hule, 2003), (Pfiloha: Obrazek 21).

Zapadni cast Ttebonska je od roku 1982 vyhlaSena jako Chranéna oblast
ptirozené akumulace vod (CHOPAV) Tteboiiskd panev s hlavnim ucelem ochranit
vyznamné zdroje podzemnich vod. Na zakladé¢ hydrogeologickych prizkumi je
predpokladano vyuzitelné mnoZstvi podzemni vody na trovni 900 az 1000 Ls ~ .

Tato voda je vyuzita z ¢asti vodarensky (Ptiloha: Obrazek 23).

Udaje poskytl Vyzkumny tstav vodohospodaisky, Praha a dale byly udaje
ptrevzaty z Tlapak, et al. (1992).

4.1.6. Flora a fauna

Tiebonsko patii k oblasti botanicky velmi pestré a zaroven zde také
nalezneme celou fadu vzacnych jedincl. Z ohrozenych rostlin je zde zastoupeno 400
druhti, z toho 104 chranénych (34 kriticky ohrozenych, 34 silné ohrozenych a 35
ohrozenych). Vegetaci Treboniska utvaii z vétsi Casti lesni komplexy. Jedna se
vetsinou o luhy a olSiny, bikové buciny, acidofilni doubravy a acidofilni bory. Tyto
rozséahlé jehlicnaté a listnaté lesy jsou velmi cenné a nalezneme v nich fadu mistnich
variant béznych druhii. Vzacné jsou také velmi rozmanité kvétnaté a raselinné louky
S ostficové porosty kde se nachdzi fada rostlin se svétové 1 Evropsky vzacnymi
izolovanymi nalezi$ti. Typickou casti krajiny jsou také vrchovisté a piechodova
raselinisté. Pro Ttebonsko je typicka také druhova pestrost rostlin vazanych na vodni

prostfedi. V dnesni dob¢ jsou ale nékteré druhy ohrozeny zménami trofickych stupii
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z puvodnich dystrofnich a oligotrofnich vod na stavajici mezotrofni az

eutrofni. Zajimava je rovnéz i flora suchych pis¢in a vatych pisk.

Stejné jak je rozmanitd krajina Trebonska tak je rozmanité i druhové slozeni
fauny. Tato diverzita se projevuje pifedevSim v zastoupeni spoleCenstev bezobratlych
zivocichu.. Fauna obratlovcu je spojena s bohatstvim druhd vazanych na rtizné typy
mokfadnich biotopti a biotopti lesnich. Nejvyznamnéjsi skupinou obratlovcl
Tiebonska jsou ptaci. Byl zde dolozen vyskyt 277 druha ptakl, z nichz 182 druhi
zde hnizdi nebo hnizdilo. Dal$i desitky druhti zde maji pravidelnou migraéni
zastavku nebo zimovisteé. Nejtypictéjsi pro tuto oblast jsou vodni a moktadni ptaci.
Na Ttebonisku byl prokazan vyskyt pfiblizné padesati druhti savcd. Vétsinou jsou to
druhy vice & mén& hojné po celém uzemi CR. Za vyznamny druh je mozno

povazovat piedevsim celoevropsky ohrozenou vydru fi¢ni (Lutra lutra).

Udaje byly ptevzaty z Neuhiuslova (1998), Pokorny a Kuderova (2000) a
Culek a Grulich (2010) a dale byly poskytnuty Agenturou ochrany pfirody a krajiny

v Ceskych Budgjovicich a Spravou Chranéné krajinné oblasti Tieboiisko.

4.1.7. Zemédélstvi

Jak jiz bylo vySe zminéno, nebylo zeméd¢€lstvi na Tiebonsku nikdy
dominantnim zpisobem vyuziti s vyjimkou severovychodnich oblasti s lepsi
urodnosti pid. Raz krajiny byl pozménén ptedevs§im vystavbou umélych vodnich
nadrzi a tokt. Obyvatelstvo se zivilo hlavné tézbou dieva a raseliny, drobnou
femeslnou vyrobou a pastevectvim. Zemédélské pludy zaujimaji piiblizné 30%

rozlohy izemi Ttebonska a prevladaji hlavné louky a pastviny.

Pro tento kraj doslo k podstatné zméné az v dobé Karla IV., kdy se zacaly
zakladat v této ploSe prvni rybniky, a to BoSilecky z roku 1355 a Dvofisté z roku
1367. Hlavni rozkvét této oblasti byl zaznamenidn v 16. stoleti za Stépanka
Netolického, ktery zavedl do rybnikaiské praxe fad a zacal budovat prvni ucelené
rybni¢ni soustavy. Nejvétsi rybnicni dila, ktera nechal vystavét, byla v roce 1520
stavba Zlaté stoky a rybniky Horusicky, Kanov nebo Opatovicky. Jeho soucasnikem
byl také Mikuld§ Ruthard z MaleSova, ktery je autorem soustavy velkych rybnikl
okolo Chlumu u Tiebong. Jejich pokracovatelem byl Jakub Kr¢in z Jel¢an a Sedl¢an,

ktery ptevzal zavedené hospodaistvi a soustavu doplnil o velké rybniky jako je Svét
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a predevS§im Rozmberk. Navic zajistii odvod povodiovych vod z LuZnice do
Nezarky prostiednictvim uméle vystavéné Nové feky. Rybnikaiskd praxe v této
oblasti byla vzdy vynosnou hospodaiskou aktivitou, a proto zde nebyly rybniky, jako
Vv jinych castech republiky, zruSeny v pribéhu 17. stoleti. V soucasné dobé tvoii
vodni plochy vice jak 10% rozlohy tizemi Tteboniska, a to prostfednictvim 16 soustav

V povodi Luznice a Nezarky.

Udaje byly prevzaty z Pokorny a Kuéerova (2000).

4.1.8. Hospodarstvi

Vyznamnym odvétvim hospodaiské cinnosti je jiz dlouhodobé také
velkoplo$na tézba $térkopiskt v nivach Luznice a Nezarky na tfinacti dobyvacich
prostorech s riznym Stupném vytézeni a u nékterych téZebnich prostord v rizné fazi
rekultivace. V omezené mite zde dochazi také k pramyslové tézbé raseliny a jejim

hlavnim odbératelem jsou mistni lazenské provozy.

Z dalsich hospodarskych odvétvi je na Trebonisku dlouhodobé tradi¢ni
pivovarnictvi, zpracovani dfeva, textilni vyroba a vyroba prefabrikatii a stavebnich
hmot. Je zde samoziejmé obnovena i tradi¢ni femeslna lidova malovyroba.

Vyznamnym odvétvim je potom jiz dlouhodobé turisticky ruch a tradi¢ni lazenstvi.

Udaje byly pievzaty z Jetabek (1999)

4.1.9. Ochrana Gzemi

Cela oblast Ttebofiska byla vyhldSena dne 15. listopadu 1979 Chranénou
krajinnou oblasti. Pro svou unikatnost a nesporné ptirodni i kulturni hodnoty je
Ttebonsko rovnéZz od roku 1977 jednou z Sesti biosférickych rezervaci na tzemi
Ceské republiky vyhlasenych v ramci programu Clovék a biosféra UNESCO. Krom
této velkoplosné ochrany je od roku 1990 reprezentativni ¢ast rybnika a mokiadnich
ekosystéml uvnitt chrdnéné krajinné oblasti zapsdna jako mokifad mezindrodniho
vyznamu podle Ramsarské koncence pod oznacenim Tieboniské rybniky a Trebonska
raSeliniste.

Dal$i vyznamny ochranny statut maji dil¢i uzemi vyhlaSenych a navrzenych

maloplo$nych chranénych uzemi. Nejcenngjsi ¢asti Tiebonska jsou chranény v 31
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pfirodnich rezervacich a pamatkich. Z toho jsou 4 v nejvyssi kategorii narodni
ptirodni rezervace, dale zde existuji 2 narodni pfirodni pamatky, 18 ptirodnich

rezervaci a 6 ptirodnich pamatek.

V ramci Tieboniska jsou vymezena rovnéZ tii nadregionalni biocentra USES
Ceské republiky, velka &ast oblasti tvoii jadrové Gizemi evropské ekologické sitd
EECONET.

Na uzemi Tiebonska je rovnéZ vyhlaSeno 231 pamatnych stromt, z toho 216
dubt, 12 lip, 1 buk, 1 jilm a 1 hrusen. VétSina stromi se nachézi ve tfech pamatnych

alejich a jedné skupiné stromtl, 36 stromd roste jednotlive.

V ramci propojeni legislativy Ceské republiky a Evropské unie bylo v ramci
Ttebonska vyhlaSeno vétsi mnozstvi lokalit pod ochranou NATURA 2000. Dulezita
pro oblast Tteboiiska je také velkd rozmanitost ptaci populace a rovnéz fakt, Ze je
dilezitou tahovou zastavkou pii migracich ptak mezi severem a jihem Evropy. Ptaci
oblast Tiebonisko se rozprostira predev§im v centralni a severni casti lokality
Tteboiiska (Ptiloha: Obrazek 24). Vedle ptaci oblasti bylo na Tiebonisku vyhlaseno
17 evropsky vyznamnych lokalit v rdmci Gzemi sit¢ NATURA 2000. Vzhledem k
plosnému vyskytu prioritnich druhti (vydra fi¢ni, orel motsky) i n€kterych evropsky
vyznamnych stanovist’ (raSeliniS§t¢ a raselinné lesy) pokryva chranénd soustava

NATURA 2000 velkou ¢ast lokality (Tab. 1; Pfiloha: Obrazek 25).

Tab. 1 Prehled evropsky vyznamnych lokalit v CHKO Tiebonsko

1. Cepska piskovna a okoli | 2. Cervené blato 3. Hlinif — Ponédrazka

4. Lomnicky velky rybnik 5. LuzZnice a Nezarka | 6. Maly Horusicky
rybnik

7. Nadgjska soustava 8. Ruda 9. Tiebon

10. Pise¢ny piesyp u Vlkova | 11. Siroké blato 12. Sti¢i rybnik

13. Purkrabsky  rybnik  a | 14. Tteborisko - stied 15. Velky a Maly Tisy

Toénik

16. Zofinka 17. Zofina Hut’
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Udaje poskytla Agentura ochrany piirody a krajiny v Ceskych Budé&jovicich a

Sprava Chranéné krajinné oblasti Tiebonisko.

4.2. Material

Pro porovnani genetické diverzity kolonii odebranych na tizemi Ceské
republiky byl pouzit i vzdaleny vzorek kolonii odebranych na zapadé USA ve staté
Oregon. Z odebranych kolonii byly za tcelem izolace DNA pouzity zooidy a
statoblasty (Tab. 3).

K optimalizaci vhodné metody izolace byly pouzity vzorky zooidu a
statoblastl (Testovaci — Tab. 2); a. Cerstvé odebrané a skladované v - 20°C; b. vzorky
odebrané do 96% etanolu a uchované v 4°C. Déle byl pouZit lyofilizovany vzorek

zooidi a statoblastli odebrany na tizemi USA.

Tab. 2 Testovaci vzorky pro optimalizaci izolace DNA

Zpusob odbéru Nazev Zooid Statoblast
Voda Testovaci X X
Etanol 96% Testovaci X X

Tab. 3 Vzorky kolonii Pectinatella magnifica

Zpusob Nazev/lokalit | Rok .
Z I Poznamk
odbéru 2 odbéru odbéru ooid | Statoblast oznamky
PouZit smésny
Lyofilizat | USA 2013 | X X vzorek
Zooid rozpadly,
Voda Vlkov 2009 X X nelze s jistotou
urcit
Etanol 96% | Novy Kanclif | 2014 X X
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Cep 2014

. . Nezrala kolonie
Podrezany 2014 bez statoblast
ejtman 2014
Veseli 2014
1/1B/

. 2011
Hejtman 0
4/3B /

Staﬁkovsk}'/ 2011
2/1B/
Stanikovsky 2012
Kanclif
4/1B
/Stankovsky 2012
3/2B / Novy 2012
Kanclir
4/2B /

2012
Stanikovsky 0
4/5B /

2012
Stanikovsky 0
4/6B /

2012
Stanikovsky
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Novy Kanclit

1 2012

Novy Kanclit 2012

2

Novy Kanclit 2012

3

Veseli 1. 4 2012

Veseli I. 5 2012

Veselil. 6 2012

Veseli 1. 2Tr. 2012

Veseli I 2012 Nezrala kolonole
bez statoblastl

Veseli L. 3Tr. 2012 Nezrala kolonole
bez statoblastl

Veseli I. 5Tr. 2012

Veseli 1. 3Tr. 2012

Veseli I. 4Tr. 2012
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4.3. Metody
4.3.1. Metoda odbéru Pectinatella magnifica

Na vybranych lokalitdch bylo vytipovano 2 - 8 transketl na zakladé¢ velikosti
lokality a pfistupu k vodé. Tyto transekty se tdhly 10 metri podle pobiezi a
zasahovaly zhruba 2 metry do vody, tato vzdalenost byla hodné ovlivnéna rozsahem
pobieznich porosti. Na zvolenych tusecich byly sesbirany vsechny kolonie
Pectinatella z potopenych vétvi vrb a jinych pftibfeznich rostlin, potopenych
ulamanych vétvi a kament, za ucelem komplexniho zhodnoceni vyskytu Pectinatella
magnifica. Z nasbiranych kolonii byly ndhodné odebrany vzorky kolonii zooidi se
statoblasty k DNA analyzam. Vzorky byly odebirany do falkonek o objemu 50ml
naplnénych do poloviny 96% etanolem. Samotny odbér vzorku probéhl seskrabnutim
povrchové vrstvy kolonie (Obr. 7). Pii odbéru vzorku bylo tieba dbat na to, aby
obsahoval co nejmensi mnozstvi gelovité matrix, produkované koloniemi (Obr. 8).

Odebrané vzorky byly uskladnény podle typu odbéru pti 4°C nebo pii - 20°C.

Obr. 7 Odbér kolonii Pectinatella magnifica; Foto: Josef Rajchard
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P
Obr. 8 Odebrana kolonie Pectinatella magnifica; Foto: Vendula Moravcova

4.3.2. Zpracovani vzorki

Pied izolaci DNA byly odebrané vzorky rozdéleny nasledovné (Obr. 9):
1. vzorky odebrané do H,O
1.1. statoblasty
1.2. zooidy
2. Vzorky odebrané do Etanolu
2.1. statoblasty
2.2. zooidy

Pro samotnou pfipravu jednotlivych typt vzorkdl byla odebranid cast P.
magnifica z dané lokality pfenesena na Petriho misku. Ke vzorku byl ptidan 96%
etanol a pod binokularni lupou byly odebrany do 1,5 ml mikrozkumavky s 96%

etanolem jednotlivé zooidy.
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©a R
Obr. 9 Priprava vzorki; Foto: Vendula Moravcova

Vypreparované statoblasty byly pomoci etanolu a jemného Stétecku opatrné
ocistény od zbytkll gelovité matrix, Casti statoblasti, fas, sinic a dalSich pfimési a
necistot, které by mohly zpusobit kontaminaci cizorodou DNA (Obr. 10). Po o¢isténi

byly pieneseny do samostatné 1,5 ml mikrozkumavky s etanolem.

Obr. 10 Ocistény statoblast; Foto: Vendula Moravcova

V ptipadé vzorkl odebranych bez fixace etanolem byla pfi separaci, ¢iSténi a

uchovani pouzita destilovana voda a vzorky nasledné skladovany pii - 20°C.
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V pripadech vyskytu mladych kolonii bez vyvinutych statoblasti, byla

odebrana pouze kolonie zooidll o€isténd od gelovité matrix a vyraznych necistot.
4.3.3. Optimalizace techniky izolace DNA

V ramci optimalizace metody izolace vzorka bochnatky americké byly
pouzity vzorky zooidi a statoblastii, odebranych jak v Cerstvém stavu s naslednym
uchovavanim pii - 20°C, tak fixovanych v 96% etanolu s teplotou uchovavani 4°C.
Byla otestovana izolace pomoci izola¢niho kitu DNeasy Plant Mini (QIAGEN), Kitu
Nucleo Spin (Marcherey - Nagel) a izolace pomoci CTAB. Béhem jednotlivych
izolaci byly testovany dostupné modifikace za Gcelem zjisténi vhodného zptisobu
izolace, za ucelem ziskani co nejvyssi kvality a mnozstvi vyizolované DNA. Tyto
metody byly: izolace z cistych kolonii nebo piidani jemného moiského pisku
k izolovanym koloniim. Také byly testovany rizné navazky zooidl a statoblastu.
Tyto hodnoty se pohybovaly od tii statoblastt (cca 0,1mg) a k tomu odpovidajici
mnozstvi zooidd, aZ po piiblizné patnact statoblastti (0,7mg) a opét odpovidajici

mnozstvi zooida.

V ptipadé izolacnich kit byly pouZity postupy uvedené vyrobcem (Ptiloha:
Obrazek 14, 15). U izola¢niho kitu Nucleo - Spin byl pro pouzity vzorek zvolen jako
nejvhodnéjsi izolacni protokol Plant Il (Ptiloha: Obrazek 15). Zaroven byl testovan
rozdil mezi izola¢nimi pufry PL 1 a PL 2, dodavanymi firmou a nabizenymi jako

moznost ke zvolenému protokolu.

Pro izolaci pomoci CTAB byl pouzit protokol pro izolaci DNA pomoci
CTAB - PVP (Curn, et al., 2012) zpracovany na KRV ZF JCU. Zde bylo otestovano
vice moZnosti navazky, za Gcelem nejvétsiho vytézku DNA o co nejlepsi Cistoté.
DNA ziskana izolaci byla rozpuSténa a uchovana v TE pufru. MnoZstvi pufru bylo
uréeno podle mnozstvi pouzitych statoblastii a zooidl, a zaroveil podle velikosti
peletu ziskaného posledni centrifugaci a naslednym vysusenim izolovanych vzorkda.
Objem piidan¢ho TE byl 50, 75 nebo 100 pl podle mnozstvi ziskané DNA. Mnozstvi
pfidaného pufru bylo ureno podle pocate¢ni navazky vzorki. Pro navazku 0,1 -
0,2mg (odpovida piiblizné 3 - 5 statoblastim) bylo pouzito 50 pul, pro 0,3 - 0,5 mg
(cca 6 - 10 statoblastt) 75 ul a pro 0,6 - 0,7 mg (cca 11 - 15 statoblasti) 100 ul TE

pufru.
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Névod na pfipravu TE pufru, CTAB a TOIE pufru byl =ziskan
z (http://botanika.prf.jcu.cz/).

4.3.4. Analyza izolované DNA

Kvalita a mnozstvi ziskané DNA byla ovéfena pomoci spektrofotometru
BioSpec Nano. Jako slepy vzorek byl pouzit vzdy pufr slouzici k rozmichéni ziskané
DNA podle typu provedené metody izolace. Vzhledem k mnozstvi nanaseného
vzorku (2 pl) bylo nutné vénovat maximalni pozornost jak pfi piipravé vlastniho
vzorku, tak pfi samotném nanaSeni (pfesné pipetovani a zabranéni kontaktu mezi
méficim prostorem a SpiCkou pipety). Koncentrace DNA byla zaznamenana
v jednotkach ng/ul, k posouzeni cCistoty DNA byly pouzity poméry absorbanci
260/280 a 260/230.

Ziskana DNA byla testovdna pomoci specifickych primerd pro P.m.,
amplifikujicich ¢ast useku 28S rRNA genu. Primery byly navrzeny z kontigu
dostupnych sekvenci z GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/), (tabulka 4).

Tab. 4 Specifické primery pro Pectinatella magnifica

Nazev primeru Sekvence (5' - 3) GenBank
28S _ F CTTTTCAGCCAAGCACATGA | FJ409576.1
285 _ R AAACCTCGCGTAGAGCAAAA | FI196151.1

Specifické primery byly pouzity pro amplifikaci vzorkl pii PCR.
e PCR mix (na vzorek):
e 10 pul 2 x Master Mix (1 x)
e 7 ulPCRH20
e 1 ulprimeru28S—F (0,5uM)
e 1 plprimeru28 S—R (0,5 uM)

e 1l DNA (~3ng)
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Nastaveni PCR pro 28 S:
1. 95°C 5 min.
2. 95°C 30 sek.
3. 60°C 1 min. 35X
4. 72°C 1,5 min.
5. 72°C 10 min.

6. 4°C o

Pro samotnou analyzu genetické diverzity Pectinatella magnifica na uzemi
Ttebonska byla zvolena metoda AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism).
Tato metoda byla vybrana pro citlivost odlisit i dva jedince jednoho druhu i u
organismil s dosud nezmapovanym genomem. Zaroven se jednd o metodu, s jejiz

pomoci je mozné ziskat vysledky o studovaném genomu relativné rychle.

4.3.5. Analyza AFLP

Pted vlastni analyzou byly testovany rozdily v kvalit¢ a mozné kontaminaci u
vzorkd DNA ziskanych individudln€ ze statoblastd a zooidd (Cerstvé zmrazenych a
uchovanych v etanolu). Findlni hodnoceni polymorfismu jednotlivych kolonii bylo
provedeno metodou AFLP jak uvadi Vos, et al. (1995) s pouzitim ¢tyf primerovych
kombinaci: EcoRI+ACG/Msel+ACC, EcoRI+ACG/Msel+AGT,
EcCORI+ACG/Msel+ATT, EcoRI+ACG/Msel+AAC. Ziskané¢ PCR produkty byly
nasledn¢ vyhodnoceny pomoci fragmentani analyzy na sekvenatoru (Applied

Biosystems).

Postup AFLP Analyzy (Ptiloha: Obrazek 16):
e Denl.
* Restrikce DNA:
e Byl pfipraven vychozi objem 40 pl skladajici se z 35 ul
TE pufru a5 ul DNA (25 ng/ul)

e Byl namichan mix (10 pl na vzorek)
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o Nalvzorek: 4,25 ul H,0O
e 5 ul R/L Buffer (10 x)
e 0,25 ul EcoRI. (10 U/ul)
e 0,5ul Msel (10 U/ul)
o Po namichani byl Mix diikladné promichan
o K piipravenym 40 pl smési DNA a TE bylo piidano 10
ul mixu
e Smés DNA a mixu byla umisténa do hybridiza¢ni picky
predehiaté na 37°C a inkubovana po dobu 16 hodin
Den 2.
» Ligace adaptora
e Byl pfipraven ,,liga¢ni“ mix (10 pl na vzorek)
o Na 1l vzorek:
e 6,2 ul H,O
e 1 ul R/L Buffer (10 x)
e 0,1 ul EcoRI 3" (50 pmol/ul)
e 0,1 ul EcoRI 5" (50 pmol/ul)
e 0,2 ul Msel 3" (250 pmol/pul)
e 0,2 ul Msel 5” (250 pmol/pul)
e 12 ul ATP (10 mM), (zbytek
vyhodit)
o 1ulT4ligazy (1 U/ul)
e Namichana reakce byla stocena (max. 800 otacek) a
inkubovéna 3 hodiny pii 37°C
e Byl pfipraven TO1E pufr
e Ligované vzorky byly smichany s TO1E pufrem 1:10
(60 pl vzorku + 540 pul TO1E)
=  Pre - amplifikace
e Pro pre - amplifikaci bylo pfipraveno 5 pul DNA
fedéné 1:10 v TO1E pufru

e Byl pfipraven pre - amplifika¢ni mix (45 ul na vzorek)
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o Na vzorek:
e 5ulHO
e 5 ul PCR Buffer (10 x)
e 2 ul MgCl; (50 mM)
e 1 ul dNTP’s (10 mM)
e 0,15 ul EcoRlI - A (500 ng/ul)
e 0,15 ul Msel - A (500 ng/ul)
e 0,2 ul Taqg (5 U/ul)
e Piipravend smés byla umisténa do cycleru a spustén
program PREAMP (cca 1,45 hod.)
e Pripraveny vzorek byl ziedén 20 x (40 ul vzorku + 760
ul TE pufru)
e Zbytek mohl byt pouzit pro kontrolu na 3%
agardézovém gelu
Selektivni amplifikace
e Pro selektivni amplifikaci bylo pouzito 2,5 ul DNA 20x
fedéné v TO1E pufru
e Byl pfipraven mix (7,5 pl na vzorek)
o Navzorek:
e 6,018 ul H,O
e 1 ul PCR Buffer (10 x)
e 0,2 ul ANTP’s (10 mM)
e 0,087 ul EcoRlI — ACG (10000
pmol)
o Fluorescenéné  znaleny
primer
e 0,095 pul Msel — ANN (316 ng/ul)
o ACC, ATT, AGT, AAC
e 0,1plTaqg (5U/ul)
e Piipravena PCR reakce byla spuSténa na program

SELAMPL
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Programy PCR:

Nastaveni programu pro Pre - amplifikaci (PREAMP):

Vicko predehiat na 99°C

94°C
94°C
60°C
72°C
72°C
4°C

2 A

2 min.
30 sek.
30 sek. 29X
1 min.
9 min.

o0

Nastaveni programu pro Selektivni amplifikaci (SELAMP):

Vicko ptredehiat na 99°C

94°C
94°C
65°C
72°C
94°C
56°C
72°C
72°C
4°C

© oo N o g Bk~ w DN E

Spravnost prib¢hu analyzy a nasledné amplifikace byla ovéfena na
testovacich vzorcich pomoci gelové elektroforézy. Pro toto ovéfeni bylo pouzito 5 pl

vzorku, 3% agarozovy gel a 7 pul 100 bp ladder. Samotna elektroforéza byla

2 min.

30 sek.

30 sek. 10x, pti kazdém opakovani snizit teplotu
1 min. annealingu o 1°C

30 sek.

30 sek. 24X

1 min.

15 min.

o0

nastavena na 150 V podobu cca 2 hodin.

4.3.6. Fragmentacni analyza vzorki

Pfed samotnou fragmentacni analyzou bylo nutné vzorky denaturovat.
K tomuto ucelu byla pouzita smés 11 pl formamidu, 0,4 ul GeneScan 500 LIZ dye
Size Standard (Life Technologies) a 1 pl vzorku po selektivni amplifikaci. Vzorky
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byly dikladné¢ promichény, zbaveny vSech bublinek a nasledné¢ denaturovany
Vv cycleru pti 95°C po dobu 4 minut. Thned po dokonceni denaturace byly vloZeny na

minimalné 2 minuty do cold bloku vychlazené¢ho na - 20°C.

Separace amplifikac¢nich produktti s fluorescencné znacenym primerem
EcoRI+ACG probé¢hla pomoci kapilarni elektroforézy s pouzitim velikostniho
standardu GS500 (Life Technologies) na piistroji ABI 3500 (Applied Biosystem).

4.3.7. Vyhodnoceni dat po fragmentacni analyze

Signaly separovanych produkt byly vyhodnoceny v programu Gene Mapper
verze 5.0 (Life Technologies) a pievedeny do podoby binarni matice, kde 1 znaci
pfitomnost a 0 nepfitomnost amplifikovan¢ho fragmentu o dané velikosti. Ziskana
matice byla pouzita pro dalsi statistické zpracovani. Pro samotné statistické

zpracovani byly pouzity pouze polymorfni alely.

K vyhodnoceni struktury studované populace byla pouzita analyza PCO
(principal coordinates analysis) a Neighbor - Joining klastrova analyza. Analyzy byly
provedeny pomoci programtit MVSP 3.1 (Kovach Computing Services, Anglesey, U.
K.) a DARwin 5.0.158 (CIRAD, Montpellier, F). Analyza genetické struktury
populace byla provedena pomoci programu Structure 2.3.4 (Pritchard, et al., 2000),
(length of burn - in period/number of iterations: 5000/50000; admixture model;
correlated allele frequencies) s minimalnim poctem deseti opakovani pro pocet
populaci (K), K=1 - 10. Pocet klastri byl nasledné stanoven dle Evanno, et al.
(2005).

5. VYSLEDKY A DISKUZE
5.1. Vysledky izolace DNA

Ke zvoleni metody, kterd bude nejlepsi pro analyzu AFLP, byly pouZity
vysledky hodnoceni testovacich vzorkl, na kterych byla optimalizovana metoda
izolace. Vzorky byly posuzovany podle vytéZznosti DNA a parametrit OD 260/280 a
OD 260/230.
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Hodnota OD 260/280 znaci absorbanci vzorku pfi zafeni o vinové délce 260 a
280 nm. Tyto udaje ukazuji ¢istotu DNA, kdy hodnoty pohybujici se mezi 1,8 - 2
znaci ,,Cistou” DNA. Niz§i naméiené hodnoty mohou byt zptsobeny piitomnosti
proteintl, fenolll nebo jinych kontaminanti, ptipadné velmi nizkou koncentraci DNA.
Naopak vys$si hodnoty absorbance neindikuji problém se vzorkem. (THERMO
SCIENTIFIC, 2015)

Udaj OD 260/230 ukazuje absorbanci pii vinové délce zateni 260 a 230 nm.
Tyto hodnoty jsou zpravidla vyssi nez u OD 260/280 a mély by se u ,,Cisté¢*“ DNA
pohybovat okolo 2,0 - 2,2. Nizs§i hodnoty mohou indikovat pfitomnost kontaminantu,
zatimco vys§i hodnoty mohou znacit znecisténi nanaseciho mista pii méfeni slepého
vzorku (Blank), nebo pouziti nevhodného slepého vzorku. Dal$i moznosti vykyvu

naméfenych hodnot je pfitomnost vzduchovych bublin v naneseném vzorku

(THERMO, 2015).

Koncentrace DNA (ng/ul)
140
120
100
B QIAGEN
80
ECTAB
60 NUCLEOSPIN PL1
40 B NUCLEOSPIN PL2
20 -
0 -
1 2 3 4

Graf. 1 Koncentrace DNA: 1 — Testovaci H,O statoblast; 2 — Testovaci H,O zooid; 3
— Testovaci Et OH statoblast; 4 — Testovaci Et OH zooid
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OD 260/280

W QIAGEN
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M NUCLEOSPIN PL1
B NUCLEOSPIN PL2

Graf. 2 OD 260/280: 1 — Testovaci H,O statoblast; 2 — Testovaci H,O zooid; 3 —

Testovaci Et OH statoblast; 4 — Testovaci Et OH zooid

18
16
14
12
10

o N B Oy @

OD 260/230

W QIAGEN

ECTAB

W NUCLEOSPIN PL1
B NUCLEOSPIN PL2

Graf. 3 OD 260/230: 1 — Testovaci H,O statoblast; 2 — Testovaci H,O zooid; 3 —

Testovaci Et OH statoblast; 4 — Testovaci Et OH zooid

Z namétenych hodnot je patrné, Ze vzorky fixované v etanolu maji nizsi

vytéznost DNA nez vzorky uchovavané v ,cCerstvém® stavu. Tento jev muize byt

zpusoben denaturaci vzorkd pisobenim etanolu. Nicméné¢, vzorky fixované etanolem
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se sndze zpracovavaly, diky naruSeni kolonii a tim i jejich snaz§imu rozdéleni na
zooidy a statoblasty. Zaroven je patrné, Ze izolace ze statoblastli ma lep$i vytéznost
kvalitu v porovnani s ostatnimi kity. Tuto skute¢nost potvrzuje Zetzsch, et al. (2008)
ve své studii, kde porovnaval jednotlivé izolacni metody. Nejstabilngjsi vysledky

dava izola¢ni kit Nucleo Spin PL2 (Macherey - Nagel).

Podle analyzy Zetzsche et al. (2008) ma izola¢ni metoda CTAB pii vyuziti
pro zivoc€isné tkané a houby priimérnou vytéznost velmi kvalitni DNA, o primérné
dilce ziskanych fragmentt. Jeji vyhodou je, v porovnani s ostatnimi zptisoby izolace,
pomérné nizka cena, ale trva velmi dlouhou dobu. Metodou Nucleo Spin PL2
(Mercherey - Nagel) byla ziskana kvalitni DNA o dlouhych fragmentech, ale stejné

jako izola¢ni kit DNeasy Plant Mini (QIAGEN) je finan¢né pomérné naro¢na.

Z divodu splnéni pozadovanych parametri na kvalitu DNA (Graf 2, 3),
(THERMO, 2015), na grafech je optimum vyznacené zlutou ¢arou, a mnozstvi
pottebné pro techniku AFLP (Graf 1), byly pouzity vzorky izolované s pouzitim
CTAB a dile jeden vzorek (lyofilizat), ktery byl izolovan pomoci kitu DNeasy Plant
Mini (QIAGEN). Metoda izolace CTAB - PVP je pro tcely analyzy AFLP casto
vyuzivana. (Curn, et al., 2012)

Waeschenbach, et al. (2012) k izolaci DNA pouzil DNeasy Blood & Tissue
kit (QIAGEN), tato metoda byla podle analyzy Zetzsche et al. (2008) vyhodnocena
jako nejlepsi pro izolaci DNA z materialu zivo¢isného a houbového piavodu. Rubini,
et al. (2011) pouzil pro izolaci genomické DNA z navazky 0,Img statoblastl
extrakéni pufr slozeny z CTAB a SDS.

Ze vzorkl izolovanych pomoci CTAB byly pro AFLP vybrany ty vzorky, kde
byly pro izolaci DNA pouZity kolonie statoblasti. Pouze v nékolika ptipadech byla
pouzita DNA z kolonii zooidl, konkrétné u vzorkd neobsahujicich statoblasty (29,
30, 61) a vzorku z USA, kde nebylo mozné kolonie statoblast a zooidti oddélit (Tab.
5). V tabulce 4 jsou zaznamenany parametry vypovidajici o kvalit¢ ziskané DNA

vzorkl pouzitych pro analyzy AFLP.
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Tab. 5 Vysledky izolace DNA

Oznaceni Vzorek Koncentrace OD 260/280 | OD 260/230
Vzorku DNA (ng/ul)

11 Veseli (2014) 5,42 3,62 1,22
13 Hejtman (2014) 10,39 3,38 1,70
17 Veseli (2014) 22,07 2,34 1,77
19 Hejtman (2014) 55,13 2,12 1,71
25 Novy Kanclif (2014) | 15,10 1,89 2,48
27 Cep (2014) 39,49 2,09 1,94
29 Podfezany (2014) 117,71 2,12 2,10
30 Veseli I 3 Tr. 18,61 1,91 3,72
31 Novy Kanclif 1 17,20 2,03 2,87
35 Novy Kanclit 3 12,37 3,24 1,57
37 Novy Kanclift 2 10,35 4,48 0,94
39 Veseli [ 5Tr. 3,53 13,22 0,92
41 Vlkov 7,18 2,95 3,46
43 1/1B 5,22 14,35 1,49
45 2/1B 21,09 2,68 1,88
47 4/3B 11,84 4,60 2,26
49 Veseli [ 3Tr. 26,81 2,39 1,91
51 Veseli [ 4 31,78 2,40 2,19
53 Veseli [ 6 21,93 2,69 1,72
55 Hejtman (2014) 7,34 1,59 <0,01
57 Veseli 2 Tr. 5,77 <0,01 0,84
59 Veseli I 5 10,99 5,46 1,11
61 Veseli [ 563,14 2,17 2,17
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63 3/2B 10,29 2,67 2,72
65 3/3B 13,65 2,83 2,02
67 4/1 B 16,75 3,48 1,71
69 4/2 B 12,84 4,59 2,18
71 4/5 B 11,95 5,34 1,88
73 4/6 B 10,06 7,79 1,58
80 Lyofilizat 30,36 2,22 2,86

Obr. 11 Pm s primery pro 28S rRNA: vzorek: 18, 17, 16, 15, 14, 13, Ladder

Amplifikaci izolované DNA spole¢né s primery specifickymi pro 28S rRNA
bochniky americké byl prokazano, ze izolace DNA pomoci metody CTAB — PVP

byla Gispésna a byla tak ziskana skute¢né¢ DNA studovaného organismu.
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5.2. Vysledky analyzy AFLP

Vysledky kontroly Preamplifikace pomoci gelové elektroforézy (Obr. 12) a
amplifikace (Obr. 13).

Obr. 12 Kontrola Preamplifikace: Ladder; 21; 22; 23; 24; 51; 65;71;80; Ladder

Obr. 13 Gelova elektroforéza vzorkd po selektivni amplifikace na 3% agardézovém

gelu
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Poradi vzorkd pro gelovou elektroforézu: Ladder; vzorky s primerem Msel
AGT: 21, 22, 23, 24; Ladder; vzorky s primerem Msel ATT: 21, 22, 23,24; Ladder,;
vzorky s primerem Msel ACC: 21, 22, 23, 24; Ladder.

Na obrazku 13 je znazornéna vizualizace AFLP s pouzitim gelové
elektroforézy. I ptfes nizkou viditelnost je na vzorcich 23 (statoblast) a 24 (zooid)
amplifikovanych s primerem Mse I ACC patrny rozdil ve spektru amplifikovanych
prouzkl. Tato skute¢nost by mohla byt zplisobena kontaminaci izobatu ze zooidi
cizorodou DNA napiiklad z potravy nebo fas, zijicich na povrchu kolonii. Na
zaklad¢ opakovaného provedeni AFLP a nasledného ovétreni gelovou elektroforézou
byl ze vSech dalSich analyz vyfazen vzorek 65, u které se opakované nic

neamplifikovalo.

5.2.1. Vysledky AFLP

Genomickd DNA byla Stépena s pomoci dvou restrikénich endonukledz
EcoRI/Msel a byla provedena ligace adaptort. Pro AFLP analyzu byl pouzit jeden
Eco - primer znaceny FAM a ctyii rizné Mse - primery. Pouzité primerové
kombinace jsou uvedeny v tabulce 5. V této tabulce jsou uvedena i shrnuti vysledku

AFLP analyzy — pocty detekovanych fragmentl a rozsah velikosti fragmenti.

Tab. 6 Vysledek analyzy AFLP

Primerova Pocet Velikost fragmenti

kombinace variabilnich (bp)
fragmenti

E-ACG/M — 103 44 — 480

AAC

E-ACG/M - 72 43 -301

ACC

E-ACG/M - 132 36 —414

AGT

E-ACG/M — 87 43 —-399

ATT
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Graf 4 Vizualizace kompletniho DNA fingerprintingu

Na grafu 4 je zobrazen kompletni DNA fingerprinting pomoci 4 primerovych
kombinaci tvoticich 394 polymorfnich AFLP fragmentd u 29 vzorku Pectinatella
magnifica (zelenda=ptitomnost, c¢ervend=nepiitomnost amplifika¢éniho AFLP

produktu); poradi zobrazenych primera — AAC, ACC, AGT, ATT
5.2.2. Analyza AFLP profilu

AFLP analyza vygenerovala 496 fragmenti (E - ACG/M - AAC=129, E -
ACG/M - ACC=98, E - ACG/M - AGT=157, E - ACG/M - ATT=112) o velikosti 36
- 480 bp, z nichz 394 bylo polymorfnich (79,4%). Primérny pocet fragmenti na
jednoho jedince c¢inil 180 (125 — 225). Analyza odliSnosti jedincl v ramci celé
skupiny byla vyhodnocena na zaklad¢ distan¢ni matice, metodou Neighbor - Joining
klastrové analyzy (graf 5). Podobnost testovanych vzorku se dle ziskané distan¢ni
matce pohybovala v rozmezi 47,6 - 86,1%. V ramci jedinctl, pochéazejicich ze stejné
geografické oblasti byla pozorovana minimalni tendence shlukovani. Také grafické
vyjadieni genetické struktury v ramci populace pomoci PCO ordina¢niho diagramu,
naznacuje diverzitu mezi jedinci vramci geograficky blizkych lokalit (graf 6).
Analyza odhadu genetické struktury populace v programu Structure rozdélila
skupinu do dvou geneticky homogennich skupin/klastrd (K=2). Pfi podrobném
rozboru z pohledu Casové i prostorové Skaly, nebyla nalezena souvislost v ramci
jejich shlukovani. Na grafu 5 jsou uvedeny vysledky klastrové analyzy — Neighbour
Joining, vychazejici z matice genetické podobnosti/vzdalenosti. Z dendrogramu je

patrné, Ze analyza ptinesla vysledky, Ze nejvice odlisné jsou tii vzorky — 61, 63 a 71.
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Graf 5 Neighbour - Joining analyza

Neighbour - Joining analyza vyjadfuje genetickou vzdalenost mezi
jednotlivymi koloniemi pomoci horizontalniho stromového diagramu, kde kazdy uzel
ptedstavuje jednu fazi shlukovaciho procesu. Oranzova — Veseli I (11, 17, 30, 39, 49,
51, 53,57, 59,61); Rtizova — Hejtman (13, 19, 43, 55); Fialova — Cep (27); Cervené —
USA (80); Modra — Stankovsky (45, 47, 67, 69, 71, 73); Zelend — Novy Kanclit (25,
31, 35, 37, 63); Hnéda — Podiezany (29); Cerna — Vlkov (41)

PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)
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Graf 6 Principal coordinates analysis (PCO) z AFLP analyzy u 29 vzorku P.

magnifica

62



Oznaceni v analyze PCO zastupuji jednotlivé odbérové lokality: V - VIkov; H
— Hejtman; NK — Novy Kanclii; C — Cep; NL — Novy Lipnicky; VI — Veseli I.; S —
Stankovsky; U — USA.

Vysledky PCO analyzy jsou v souladu s vysledky Neighbour Joining analyzy.
Ordinacni diagram uvedeny na grafu 6 ukazuje opét nejvyssi odlisnost ttech vzorkl —
61, 63 a 71. Tyto tii vzorky jsou umistény v levé Casti diagramu a neshlukuji se

S ostatnimi vzorky.

Delta K = mean([L"(K)])/sd(L(K))
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Graf 7 Evanno et al. (2005) graf k detekci poctu skupin/klastri (K)

Na grafu na grafu 7 je zobrazen postup pro odhad parametru ,,K*“ dle Evanno
a kol. (2005). Nejvyssi hodnoty dosahuje kiivka pro pocet skupin 2 (K=2) a
geneticka stuktura populace byla tedy hodnocena pro pocet subpopulaci 2. Vysledky
analyzy genetické struktury populace jsou uvedeny na grafu 8. Tento graf ukazuje
procentickou miru klastrovani jednotlivych vzorkd ve studované skuping€. Vzorky
v grafu byly fazeny abecedné dle lokality odbéru: Cepl, Hejtman, Novy Kanclif,
Novy Lipnicky (Podiezany), Staiikovsky, USA, Veseli I a Vlkov.

K vypoctu matice podobnosti, potfebné pro analyzy ziskanych dat, byl pouzit
program Darwin — s pouzitim Jaccard koeficientu, u konstrukce dendrogramu pak

UnWeighted Neighbor-Joining a u PCO analyzy Kaiser's rule.
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Graf 8 Genetické vyhodnoceni populace Pectinatella magnifica v programu

Structure

Z vysledktt AFLP analyzy lze usuzovat, ze je variabilita vzhledem k zptsobu
shlukovani mezi riiznymi koloniemi obecné mala a v sekundarnim aredlu — tj. Ceské
republice zatim nedoslo k speciaci. Toto vysvétleni muze osvétlit nemoznost odliseni
pivodni a invadujici populace s pomoci 394 polymorfnich alel. Vzhledem
k charakteru pouzité techniky, pfedpokladané velikosti genomu bochnatky, ktery
podle (www.genomesize.com) ¢ini pfiblizné 1,5 Gb, a mnozstvi analyzovanych alel,
vSak muze byt pii¢inou i nedostate¢na informativni hodnota a kapacita pouzité
techniky. Ptesto byla vzhledem k situaci (nedostatecné znalosti o genomu bochnatky
americké, vysokému mnozstvi variabilnich alel, ziskanych zjedné primerové
kombinace, a citlivosti AFLP v porovnani s jinymi moznymi technikami) technika
AFLP vyhodnocena jako nejoptimalnéjSi k pilotni analyze struktury populaci
Pectinatella magnifica. Podle Muellera, et al. (1999) by méla byt pro studium
diverzity v ramci jednoho druhu metoda AFLP vhodna. Nicméné jeji nevyhodou je,
ze se jedna o dominantni marker a neni mozné s jeji pomoci odhalit heterozygotni
alely. Moznosti studie heterozygotnich alel by bylo pouziti kodominantniho markeru,
jako je RFLP. Nevyhodou této metody je, ale nutna pfedchozi znalost studovaného

genomu. (www.ncbi.nlm.nih.gov)

Rubini et al. (2011), ktery pouzil metodu izolace DNA blizkou metodé
pouzité pro AFLP, pouzil pro analyzy DNA metodu ITS. Hatton - Ellish et al. (1998)
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uspésné pouzil pro analyzu genetické diverzity Cristatella mucedo v jizni Anglii
metodu RAPD - PCR. Freeland, et al. (2000) testovali u t¢hoz druhu (Cristatella
mucedo) genetickou diverzitu s pouzitim markeru 16S rDNA a analyzou
mikrosateliti. Fuchs, et al. (2009) pouzivali pro fylogenetické studie skupiny
Ectoprocta, kam je Pectinatella zarazena, markery 18S a 28S rDNA. Dal$i moznosti
fylogenetické studie mechoveli bylo pouziti markerit IsrDNA a SsrDNA
(Waeschenbach, et al., 2012).

V ramci neustalého progresu a castéjSich aplikaci technik zalozenych na NGS
(Next Generation Sequencing) je jiz nyni bochnatka americkda, vzhledem ke
své neprobadanosti, jednim z naslednych cilovych organismu, ktery ¢eka na odhaleni
svého genomu. Tato prace je pilotni studii a celkové i prvni studii viibec, ktera se
zabyva hodnocenim genetické diverzity populace Pectinatella magnifica. V prub¢hu,
optimalizace techniky izolace DNA a samotném vybéru vhodnych primerovych

kombinaci pro AFLP nedochézelo k vyznamnym problémam.

6. ZAVER

Béhem této prace byla snaha stanovit stupen genetické diverzity kolonii
Pectinatella magnifica odebranych na tizemi CHKO a BR Ttebonsko. Jako nelepsi
metoda izolace DNA pro analyzy AFLP byla zvolena metoda pomoci CTAB — PVP
a pouzitim specifickych primert bylo ovefeno, Ze se jedna o DNA Pm.Za pomoci
analyzy AFLP u ¢tyfech primerovych kombinaci bylo vygenerovano 496 fragmentt
o0 velikosti 36 - 480 bp, z nichZ bylo polymorfnich 394, tedy 79,4%. Podobnost
testovanych vzorkl se ve vysledku pohybovala v rozmezi 47,6 - 86,1% Studované
vzorky vykazovaly celkovou nizkou hladinu diverzity, pficemZ nejvyssi odliSnost

vykazovali vzorky 61 (Veseli I), 63 (Novy Kanclit) a 71 (Staiikovsky).
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12. PRILOHY

Bench Protocol: DNeasy Plant Mini QIAGEN

Nae Bofom using this bench pratocol, you shoud be completely faniior with the
sabty hkrmation and detaled protocols in he DNeasy Mont Hondbook.

knporoat pomts befare storting

Porform oll cortrifugoson seps of room temperoture (1 5-25°C).

¥ recossory, redissolve any precipitotes in Bufes AP | and APJI/E corcertrote
Ersure thot ethonol hos been added to Bullors AW ond APJ/E

froheat 0 wotw boh o heating block © 65°C.

P -

Proasdere

Diwwpt he somple moterial (<100 mg wet wai ght or <20 mg lycphilized Ssmel

viing the TswRuptar, the Tissuelyser, or o mortor and peste.

2. Add400d Buller APY ond 4 pl BNase A. Vore xand iscubote for 10 mis of 65°C.
lavert tube 2-J times duria g in cuboson.
Note: Do nct mix Buflar AP and ENaw A bebore wse

3. Add 130 pl Buffer AP2. Mix ond incubote for 5 mein on ice.
Recommended: Contrifuge the hysote for 5 min ot 20,000 x g (14,000 rpmi.

4. Pigethe lyok nb o Olshvedder Mini spin columa in 0 2 ml collecion Lbe.
Centiluge for 2 min of 20,000 x g (14,000 rpm).

5. Woader he flow-hrough frodion imto o new Wbe without dstvrbing he pellet.
Add 1.5 vaurses of Buffer API/E, ond mix by pipetting

6. Tronsher 650 plof the mixture ink 0 DNeosy Minispiacolma in 0 2 ol wlicion
wbe. Coniluge for | mia o 26000 x g (8000 rpm). Discord Bow through.
Repeot this sep with the rersoin ng somgle.

7.  Plxethe spin cdumninio o new 2 il calledion ube. Add 500 pl Buffer AW, ond
centrihge br) mia 01 26000 x g Dicord flow hrugh

8. Add onohher 500 gl Bufler AW. Cenirifuge for 2 mia of 20,000 x .
Note: Ramove the spin column from the collection wbe carehdly © the colemn
does nat come into contoct with the lowhough.

9. Tonder the spin cdumn 1o o new 1.5 ml ar 2 nd micracenirifuge ube, ond odd

100 | Buller AE for elsfion. kculoke for 5 min of om e mpe e . Conriuge
for 1 min of 26000 x g. Repect this shep.

Obr.

14 Protokol pro izola¢ni kit DNeasy Plant mini (QIAGEN, 2006)
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NudeoSpin® 96 Plant |1 - centfuge pooessng

5 Protocols
5.1 NucleoSpin* 96 Plant Il - centrifuge processing

«  For haroware mquraments mier 10 sacton 23
«  For detaled infaomatonon each step. see page 18

+  Foruseofthe NudeoSpir® 96 Part 11 Core Xt (REF 740468 4) refar 10 secion
2 4 mgarding recommended aOeSSONes

Betore stanting $he preparation:
«  Check fBufe PW2 ind ANase A ware prepared aoordng 1 secton 3

«  Set noutmbor of oven 0 65°C
« Equiitre Buler PE © 70°C

Protocol-at-a-glance

1 Homogenize samples Up 10 100 mg wet or 20 mg
Iyop hilized plant tissue

56006000 x g
2 min

28 Cell lyshs ising Buer P21 S00pLPLY
10 pl ANase A

M
&5°C,30 min
Procesd with step 3

20 Coll lysls usng Burer P12 400pL M2
and 23 10 pl. ANase A

Mix
65°C. 30 min
100pL P
Mix and Incubate on ice or S min
Procesd with step 3

18 MACHEREY-NAGEL - 08/2014 Rev 00
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NucleoSpin® 96 Pant|l-centtugepmosssing

3  Clear ysa®m by canydugaton 5,600-6,000 x g.
20 min

4  Adjust bndng condions Mibx 450 pl. PC with 400 pl. cleared lysate

§ Tranafer ysate 0 NuceoSpir®
Plant Il Bndng Plate

6  Bind DNA  silica membane 5,000-6,000 x g
of he NucleoSpin® Pant I 2 min
Binding Plate

7  Wash and dry silica membrane 400 pl. PWY

5,600-6.000 x g
2 min

700 pl. PW2

§,600-6,000 x g
2 min
700 pl. PW2

£,000-6,000 x g,
10 min

8  Elte DNA 100 pL PE (TOC)
(Inc ubate 2 min)

5,600-6.000 x g,
2 min

Repeat o nce

MACHEREY-NAGEL - 05/2014 Rev.03 7

Obr. 15. Protokol pro izola¢ni kit Nucleo Spin (Macherey - Nagel, 2014)
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{&) AFLP lemplabe preparation Mzl adapbar %
TTTTTT7TT
While genoric DA & I
C AT -
L 111y
Resirictian enzymes EcoRl adaplar g
+ (el and EcaRT) + vV M
and AATTE E
DiMA figase c =
111111
(b} Restriction and igation
Masl st EcoRl at
e T T T T T T T T T T T T T 11
T T A & G AMATTC
aoaT T CTTAAM G
e 1 L / | N N N [N T ' [ A [ T N N \ 1
Mz adaplar EcoRl adaglor
TTTTi11 1T
G AATTG
CAT -
IEEEEES
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T7T T T T T T T 11
G T A A GAATTSE
C & TT CTTAAC
O T T T T T T T T T T TN T T T T T T 1 I |
() Selective amplfication (ane of mary primer combinations. sheswr)
Maed peitroer 1
T T T T T T 1 T T T
CATTELA
[ B B A I (|
G TAMGAT CGAGAAMATTG
CATTGTA GCTCTTAAC
! 'SR (NN NN N N (YT N N T N T T I T T O N A O |
CEAGAATTG
Ll I 1
Ecofl primer 1
fonkns: g 1)

Obr. 16 Schéma AFLP (Mueller a Wolfenbarger, 1999)
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Obr. 17 Klima Ttebonska (Quitt, 1971)
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Obr. 18 Geomorfologie Tiebonska (Demek, 1965)

86




I Legenda
[ treboiisko
|| Amfibol-biotitické a amfibolicks ortoruly
[ ovojslidné granity

Piskovce, jilovce, slepence
[ | Pisky, stérky, jily. lignitové sloje
Ry

Obr.19 Geologie Ttebonska (Svoboda, 1964)
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Obr. 21 Vodni nadrze na Tiebotisku (VUV Praha)
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Obr. 22 Vodni toky na Ttebonisku (VUV Praha)
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Obr. 24 Ptagi oblast Tieboiisko (AOPK Ceské Budgjovice)
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Obr. 25 Evropsky vyznamé lokality Natura 2000 Tiebonisko (AOPK Ceské

Budé¢jovice)

*) ¢iselné oznaceni je vysvétleno v kapitole 5.3.9.

93



Legenda

. Transekty

95 475 0 9.5 Kilometry
I

Obr. 26 Mapa lokalit odbéri vzorkl
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