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Nazev projektu: Vyskyt a geneticka piibuznost populaci Zabronozky snézni v CR.

1. Shrnuti projektu

Zabronozka snézni (Eubranchipus grubii) je jednim z kriticky ohroZenych druht
lupenonohych korysi. Patii mezi jarni druhy. Je vazéna na periodicky zaplavované tiné
v nizindch v nivach velkych fek. Vyzaduje nizkou teplotu vody.

Posledni dobou se snizuje pocet vhodnych ptirozenych stanovist’ jejiho vyskytu. Jsou
ohrozena lidskou ¢innosti — vodohospodaiskymi tpravami, vyvojem zeméd¢lstvi, urbanizaci,
obhospodafovanim luk, zarovnavanim s okolnim terénem, znecistovanim vody komundlnimi
a primyslovymi odpady.

Zabronozky b&hem svého Zivota produkuji odolné cysty, kterymi jsou adaptovany na
velmi kratké trvani biotopu. Novi jedinci se lihnou z cyst na konci zimy. Vyvijeji se Ctyfi az
Sest tydntl, kdy dospéji, spafi se, nakladou vajicka a poté uhynou. Proschnuti ani promrznuti
cyst nijak neovliviiuje lihnuti ani dalsi vyvoj zdbronozek.

Sifeni zabronozek probiha pasivné v podobé cyst. Hlavnimi vektory §ifeni jsou vodni
ptaci, savei, vodni hmyz, vitr, zaplavova vina nebo lidé, ktefi cysty pfendseji na obuvi,
oblec¢eni, odbérovych sitich, na dopravnich prosttedcich.

Cilem projektu je zjistit ptibuznost populaci zdbronozky snézni v riznych povodich
na naSem Uzemi. Tim se zabyva fylogeografie. Fylogeografie je védni obor, ktery zkouma
roz$ifeni zivych organismi v ur¢ité zemepisné oblasti a Case. Zjistuje ptibuznost populaci
urcitého druhu. Pro zjisténi genetické struktury populace pouzivame molekularni markery.
V kontinentdlnim méfitku pouzivame jako marker mitochondridlni geny — napiiklad
cytochrom ¢ oxidazu I, protoze mad pomérné vysokou mutac¢ni rychlost. Ziskané sekvence
mitochondrialni DNA uspofddame do genealogickych stromil a siti. Z nich poté vycteme, jak
si jsou rtzné populace zabronozky snézni piibuzné a jak hodné je zabronozka snézni
schopna se $ifit.

Z vysledkl porovnani jednotlivych populaci navrhneme vhodna opatteni k ochrané

populaci zdbronozky snézni a mista jejiho vyskytu.



2. Stavajici stav poznani

2.1. ZabronoZky

Zabronozky (Anostraca) patii mezi koryse (Crustacea) tfidy lupenonozci
(Branchiopoda), do tzv. velkych lupenonozcti spole¢né s listonohy (Notostraca) a
Skeblovkami (Conchostraca). Lupenonozce rozdélujeme na jarni a letni druhy. Vyznacuji se
tim, Ze Ziji v nestalém prostiedi.

Zabronozky maji protdhlé télo, mirné lateralné zploitélé, méekké, bez krunyfe.
Dortstaji do délky dvou az tfi centimetr. Plavou otocené hibetem doli. Jejich vyvoj je
nepiimy, larvalnim stddiem zabronozek je nauplius. Béhem ristu dochazi k n€kolika
svlékanim (Sedlak 2003, Brtek 2005).

Hlava je zfeteln¢ oddé€lena od hrudi. Na bocich hlavy mé na stopkach sloZzené oci,
mezi nimi se nachdzi naupliové ocko. Pohlavni dimorfismus (Obr. 1.) se projevuje na
anténach (tykadla 2. paru) a anténovych ptivéscich, které jsou u samecki zvétSené a rizného
tvaru. Pouzivaji je k pfichyceni samiCky pii kopulaci. Sami¢ky maji tyto antény zakrnélé.
Hrud je slozena z jedenacti ¢lankti. Kazdy c¢lanek nese jeden par listovych nohou, které
vyuzivaji k plavani, dychani a filtraci potravy. Zadecek je sloZen z deviti ¢lankl. Je bez
konletin a je zakonceny furkou. Prvni dva ¢lanky jsou srostlé a nesou pohlavni organy.

Samicky na nich maji pfipevnény jeden neparovy vak s vajicky (Brtek 2005).

2.1.1. ZabronozZka snézni

Zabronozka snézni (Eubranchipus grubii) patfi mezi jarni druhy lupenonohych
korysi (Brtek 2005). Zije v periodicky zaplavovanych tinich, je vazdna na vodu nizké
teploty. Jeji cysty (Casto nepifesné oznaCovany jako trvald nebo diapauzni vajicka) jsou
schopny odolavat vyschnuti v obdobi, kdy v tiini neni voda (Mertens a kol. 2008). Je jednim
ze Ctyf druht vyskytujicich se v Evropé, rozSifeny od severovychodni Francie az po
evropskou ¢ast Ruska (Brtek 2005). V Ceské republice je Zabronozka snézni chranéna
zékonem 114/92 Sb. (Rulik a M¢kotova 1995), jako kriticky ohrozeny druh (Kral a
Stambergova 2005). Mista jejiho vyskytu jsou ohroZena lidskou &innosti (Merta 2003).
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Obr. 1.: Zabronozka snézni: a) samice — zietelny vak s vaji€ky, b) samec — zvétSené antény

(Libicky luh 2012).

2.1.2. Ostatni ZabronoZky na iizemi CR

~ro v

Na nasem uzemi se vyskytuji dal§i zabronozky, napt. zabronozka letni (Branchipus
schaefferi), ktera zije v letnich periodickych tinich vznikajicich po destich na polnich 1
lesnich cestach, zaplavovanych loukach, ve vojenskych prostorach. Dno tiini je vétSinou
bahnité. Casto se vyskytuje masové i ve velmi malych louZich. Vyskytuje se v niZinach
v tém¢ét celé Evropé kromé Velké Britanie a severni Evropy.

Zabronozka panonska (Chirocephalus carnuntanus) se vyskytuje v jarnich
periodickych tanich, hlavné na ornych plidach a pastvindch. Hlavné se vyskytuje na
jihozépadnim Slovensku, v Mad’arsku, Rakousku.

Zabronozka divoroha (Streptocephalus torvicornis) je teplomilny druh, i v minulosti
se vyskytovala velmi ziidka. U nas se vyskytuje na jediné zanikajici lokalité na Znojemsku.

Vsechny tyto druhy jsou u nas kriticky ohrozené (Kavka 2000, Kral a Stambergova
2005).



2.2. Vyskyt ZabronozZKy snéZni na izemi CR

2.2.1. Charakteristika biotopu

V Ceské republice se nachazeji biotopy vhodné pro vyskyt zabronozky snézni
v zaplavové oblasti velkych fek patficich do povodi fek Labe, Moravy a Odry. Voda je
z uzemi Ceské republiky odvadéna do tif imofi. Nejvétsi ¢ast tzemi odvodiuje Labe se
svymi pfitoky do Severniho mofte, mensi ¢ast Morava (Dunaj) a jeji piitoky do Cerného
mofte, z nejmensi ¢asti uzemi odvadi vodu feka Odra do Baltského mote (Obr. 2.).

Biotopy se nachazeji v nizinach (do 350 m. n. m) v nivach velkych fek. Zabronozka
snézni je vazana na periodicky zaplavované tiné€, vyzaduje nizkou teplotu vody. Tuné jsou
tvofeny rtiznymi terénnimi depresemi, zbytky starych slepych ramen, vyjetymi kolejemi od
automobill, prohlubnémi u naspii Zzelezni¢nich trati. Tuné se nachdzeji v plochych
povodnovych uzemich velkych fek, vétSinou v nizinach (ValouSek 1951, Brtek 2005).
Vlastnosti malych periodickych tini jsou casto ndhodné, dochazi k neptedvidatelnym
zménam zpusobenym vykyvy pocasi nebo lidskou ¢innosti (Goldyn a Bernard 2008).
vyskytuje. Béhem zimy jsou zde nizké teploty, dochéazi k vysychani tini. Diive se myslelo,
7ze je vysychani dualezité pro vyvoj Zabronozky sné€Zzni. Dnes je jiz dokdzano, Ze to
neovlivituje lihnuti ani jeji dal§i vyvoj (Merta 2003). Zjara jsou tiné napajené podzemni
vodou, jejiz hladina stoupé diky tajicimu sn¢hu, diky tomu je voda piefiltrovana pies pisky,
oligotrofni a studend. Mén¢ pak se tiné napliuji vodou z vydatnych destd nebo jarnimi
zaplavami, které jsou zplisobeny tdnim sné¢hu na horach (Brtek 2005).

Tiné jsou vétSinou zastinéné stromy a ketfi (Kavka 2000). Po né&jaké dob& po
naplnéni vodou tiné vysychaji. K vysychani dochdzi na konci dubna nebo na zacatku kvétna.
Na dné jsou tlejici listy a zbytky vegetace, proto nedochazi k uplnému vyschnuti sedimentu,

kde jsou ulozeny cysty (Merta 2003).
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Obr. 2.: Uzemni rozlozeni jednotlivych tmoii a povodi v Ceské republice (Videk 1984).

2.2.2. OhroZeni biotopu

Posledni dobou klesa pocet vhodnych piirozenych stanovist, kde se zabronozky
snézni vyskytuji. Stanovisté jsou celosvétové narusovana lidskou Cinnosti. Naruseni mize
byt zplisobeno mechanicky (zmény toku, zmény krajiny — zeméd¢lstvi, urbanizace) nebo
zménou mnozstvi zivin (eutrofizaci) (Goldyn a Bernard 2008).

V minulosti se provadély rozsahlé vodohospodaiské tpravy: regulace vodnich toki
velkych fek — zdmérné odstraiiovani meandrli a napfimovani tokl, opeviiovani fi¢nich koryt
a jejich ohrazovani, budovani vodnich nadrzi. Vybudované¢ vodni nadrze zamezuji
kazdoro¢né se opakujicim zaplavam (Machar 1998). Vodohospodaiské upravy zplsobily
zmény hydrologickych podminek. Napf. nadrz Nové Mlyny na fece Dyji naruSila
nejrozsahlejsi luzni krajinu v Ceské republice a jeji pFirozenou dynamiku. Kvili lodni
dopravé se zahlubovala ti¢ni koryta (dno vétSiny tini je nad hladinou podzemni vody), tim

doslo k poklesu hladiny podzemni vody a ke zniCeni mnohych pfirozenych stanovist

zabronozky snézni (Rulik a Mékotova 1995).



K niceni biotopu dochézelo také vyvojem zemédélstvi (pfeména tzemi na
zemé&dé€lskou pldu, hnojeni, pouZivani chemikalii), urbanizaci (vystavbou silnic a
znecCiSténim z nich, skladkami, rekreacnimi zatizenimi), obhospodafovanim luk, zasycenim
nebo odvodnénim mokiadi (Eder a Hodl 2002). Tiné se zavazely odpadem a srovnavaly
s okolnim terénem (Sovikova 1996).

Dal$im problémem je zneciStovani vody komunélnimi a primyslovymi odpady a
splachy z velkoplos$né aplikace agrochemikalii (Mocek a Mikatova 2005).

Labe bylo upraveno pro lodni dopravu (dovoz uhli pro elektrarnu Chvaletice), krajina
je vpovodi Labe vice pozménéna lidskou ¢innosti. Na Moravé jsou vhodna stanovisté

zachovalejs$i nez v Cechach.

2.2.3. Vyskyt ZabronozKky snéZni v minulosti

Ze star$i literatury z konce 19. stoleti a prvni poloviny 20. stoleti je zfejmé, Ze tento
druh zde nebyl vzacny a vyskytoval se na dnesnim tizemi Ceské republiky v okoli fek Labe,
Moravy a Odry ¢asto v pocetnych populacich (Mocek a Mikatova 2005).

Starsi ndlezy zabronozky snézni v Polabi jsou shrnuty v pracich Mocek a Mikatova
(2005), Mekotova a kol. (1996). Autoii popisuji jeji hojny vyskyt. Déale Kapler (1939, 1941,
1943) popisuje na jizni Moravé velmi Casty vyskyt zabronozky snézni na n€kolika lokalitach
u Podivina a na soutoku Moravy a Dyje. O vyskytu Zabronozky sné€zni v povodi Odry jsem
nenalezla zadné podklady. Je mozné, ze jsou uvedeny ve star$i némecky psané literatufe.

Tyto nalezy jsou shrnuty v tabulce (Tab. 1.) a zelené vyznaceny na obrazku (Obr. 3.).

Tab. 1.: Starsi nalezy zabronozky snézni na tizemi Ceské republiky.

povodi lokalita puvodni citace nalezu
Fri¢ 1872%**
Labe vychodni Polabi* i Vodak 1903-1904**
Sramek-HuSek 1940%**
Pardubicko Sramek-Husek 1941%**
Morava (Duna)) dolni tok Dyje Kapler 1939, 1941, 1943

*vychodni ¢ast Polabské niziny, mezi mésty Hradec Kralové a Tynec nad Labem
**uvedeno v Mocek a Mikatova (2005)

***yvedeno v Mékotova a kol. (1996)




2.2.4. Vyskyt ZabronoZKy snézni v soucasnosti

V soucasné dobé¢ je vyskyt zabronozky snézni vzacny. Tuné vhodné pro vyskyt jsou
rozptyleny v krajin€ v nizinach, v nivach velkych fek (Labe, Dunaj a Odra). Protoze se jedna
o dolni toky ftek, je zde nejvétsi naruseni biotopti. Tiné se nachazeji v oblastech, kde je
nejméné porusSeny stav luzniho lesa. Na tizemich je zachovany pfirozeny reZim pravidelnych
zaplav (Sovikova 1996). Na Moravé jsou luzni lesy v zachovalej$im stavu neZ v Cechéach.

Soucasné nalezy jsou shrnuty v tabulce (Tab. II.) a Cervené vyznaceny na mapé

(Obr. 3).

Tab. II.: Soucasné nalezy Zabronozky snézni na tzemi Ceské republiky.

povodi lokalita puvodni citace nalezu
vychodni Polabi* Mocek a Mikatova 2005
Libicky luh Rychtrmocova 2008
Labe
soutok Labe a Vltavy Rychtrmocova 2008
Kokoftinsko Rychtrmocova 2008

Rulik a Mé&kotova 1995

Litovelské Pomoravi
Meékotova a kol. 1996

Morava (Dunaj)
sttedni Pomoravi** Rychtrmocova 2008
Soutok Moravy a Rychtrmocova 2008
Dyje
Odra Poodii Sovikova 1996

*yychodni ¢ast Polabské niziny, mezi mésty Hradec Kralové a Tynec nad Labem

**mezi mésty Prerov a Uherské Hradiste

V posledni dobé se vyskyt zabronozky snézni nejvice studoval na uzemi Chranéné
krajinné oblasti Litovelské Pomoravi, které¢ je tvofeno siti slepych ramen feky, kterd se
naplituji vodou pii povodnich a vysokych stavech vody. Uzemi méa dosud nenarusenou
zaplavovou dynamiku feky Moravy. Dnes je nejvét§im aredlem v Ceské republice
s vhodnymi podminkami pro vyskyt Zabronozky sné¢zni (Rulik a Mékotova 1995, Mékotova
a kol. 1996).
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Obr. 3.: Pozorovani zabronozky snézni v minulosti (viz Tab. 1.) a v soucasnosti (Tab. I1.).

Dale se vyzkum provadél v Chranéné krajinné oblasti Poodii. Uzemi tvoii niva feky
Odry a na ni navazujici okraje fiCnich teras a terasovych plosin. V této oblasti se nachazeji
stard ramena feky a periodické ting. Je zde zachovany pfirozeny rezim pravidelnych zaplav
(Sovikova 1996).

Vyskyt Zabronozky snézni se sledoval 1 ve vychodnim Polabi (vychodni cast
Polabské niZiny, mezi mésty Hradec Kralové a Tynec nad Labem), v Libickém luhu, na
soutoku Labe a Vltavy a na Kokofinsku. Uzemi je protkano siti slepych ramen Labe a kanalt

(Mocek a Mikatova 2005, Rychtrmocova 2008).

2.3. Strategie prezZivani nepriznivych podminek

Zabronozky snézni bdhem svého Zivota produkuji odolné cysty (embrya
s pozastavenym vyvojem ve stadiu gastruly). Tim jsou zabronozky adaptovany na velmi
kratké trvani biotopu. Jsou tak schopny piezit obdobi od vyschnuti tin€ az do dal$iho jarniho
naplnéni (asi osm mésicit). Ve formé cyst prezivaji neptiznivé podminky, napt. sucho, nizké

koncentrace kysliku, pfili§ vysoké nebo pfili§ nizké teploty vody. Cysty jsou odolné proti



vyschnuti a promrznuti. Hromadi se v sedimentu krytém spadlym listim a odumienou
vegetaci, kde je po dobu, kdy je tin vyschld, dostate¢na vlhkost. Zde jsou schopny pireckat
nekolik let az desetileti (Hairston 1996).

Po zaplaveni tiin¢ se nevylihnou vSechna vajicka najednou, ¢ast zlistane dormantni a
lihne se pozdé€ji (strategie bet-hedging — tu vyuZzivaji organismy zijici v nestalych
podminkach) (Simovich a Hathaway 1997). Zabronozka se tak chrani pro piipad, Ze by tiin
predcasné vyschla nebo promrzla, a tim by zahynula vSechna vyvojova stadia pfed dospénim
(Brtek 2005). Populace je tak chranéna proti vyhynuti (Hairston 1996).

Pokud nejsou vhodné podminky pro lihnuti (je ptili§ sucha zima, nejsou jarni zaplavy
a ttin se nenaplni potfebnou vodou), vylihne se pouze malé ¢ast vajicek. VEtsi Cast precka do

dalSich let, az se pro n¢ vytvoii vhodné Zivotni podminky (Hairston 1996).

2.4. Zivotni cyklus ZabronoZky snéZni

Zabronozky snéZni maji pouze jednu generaci za rok. Lihnou se a dospivaji po
naplnéni tin¢ jarni vodou nizké teploty. Zacnou se lihnout z cyst ke konci zimy na konci
unora az zaCatku bfezna, kdy je tin s cystami zaplavena chladnou vodou nebo roztaje led.
Vyviji se Ctyii az Sest tydni, kdy dosahnou pohlavni dospélosti, spafi se a nakladou vajicka
do vody. Poté rychle uhynou (Kavka 2000).

K aspéSnému lihnuti neni nutné Uplné vyschnuti cysty. Promrznuti cystu nijak
negativné neovlivni a nemd Zadny vliv na lihnuti a dalSi vyvoj ZabronoZzky snéZzni (Merta
2003). Lihnuti je synchronizované, obvykle zpiisobené zménou fyzikdln¢ chemickych
vlastnosti vody (teplota) (Mossin 1986). Lihnuti je dvoufdzovy proces. Prvni faze je
zahdjena na konci podzimu, kdy zacne klesat teplota vody. Kon¢i, kdyz nauplius rozbije
skotfapku vajicka. Nauplius je jesté uzavien v prihledném blastodermalnim obalu. Ve druhé
fazi lihnuti (konec tinora, zacatek biezna) praskéd prihledny obal a nauplius volné plave ve
vodé (Mossin 1986). Nizka teplota vody je nezbytna pro tspésné lihnuti, ovlivituje prvni fazi
lihnuti (Merta 2003). Zabronozky se lihnou pii teploté vody 0°C (Valousek 1951).

Vyvin od vylihnuti az do dospé€losti probiha nékolika larvalnimi a postlarvalnimi
stadii, ktera maji pomérné rychly rast, proto dochazi k ¢astému svlékani. Rychlost vyvoje
ovliviiuje teplota vody a doba, po kterou je tin zavodnéna. Kdyz je voda pfili§ chladna,

vyvoj a rast se zpomali nebo uplné zastavi (Brtek 2005).



2.5. Moznosti Sifeni

Sifeni probiha vyhradné v podobé cyst. PiestoZe jsou tiné od sebe oddélené, miize
dochazet k transportu cyst zjedné ting do druhé. Sifeni je ovlivnéno vzdalenosti mezi
tinémi a probihd pasivné (aktivniho Sifeni nejsou schopny) (Beladjal a Mertens 2009).
Hlavnimi pfirozenymi vektory Sifeni jsou vodni ptaci, savci, vodni hmyz, vitr (pouze malé
mnozstvi cyst, jen na kratké vzdalenosti), zaplavova voda (Green a Figuerola 2005). Vodni
ptaci pienaseji cysty na nohach, pefi nebo v zazivacim traktu. Vodni hmyz je transportuje
v zazivacim traktu (odolné¢ cysty nejsou poSkozeny) (Beladjal a Mertens 2009). Na
konCetindch a v srsti pfichycené cysty muze pienasSet lesni zveét (divoka prasata, sparkata
zvéi). Casto prehlizenou moznosti presunu vaji¢ek jsou lidé. Ti mohou vaji¢ka pienaset na
obleCeni, na obuvi, na pneumatikach kol dopravnich prostfedkli, na odbérovych sitich

(Waterkeyn a kol. 2010).

2.6. Metody vhodné ke srovnani genetické piibuznosti populaci ZibronoZek

Budeme srovndvat genetickou piibuznost populaci zdbronozky sné€zni na naSem
uzemi. Tim se zabyva védni obor fylogeogratie. Diky zjisténé genetické pribuznosti miizeme

navrhnout mozna opatieni na ochranu zZabronozky snézni a habitatti, ve kterych se vyskytuje.

2.6.1. Fylogeografie

Fylogeografie je védni obor, ktery zkouma, jak se rozSituji zivé organismy v urcité
zemépisné oblasti a Case, a jejich pfibuznost. Fylogeografie je soucasti biogeografie. Spolu
s ekogeografii vysvétluje rozsifeni organismi. Fylogeografie vysvétluje rozsifeni organismu
vlivem historickych procest, ekogeografie pfirozenym vybérem. Fylogeografie vznikla
v 2. poloviné 20. stoleti, kdy technologicky rozvoj umoznil srovnavat sekvence DNA. Obor
bere v uvahu mikroevoluci a makroevoluci a propojuje takové obory jako je populaéni
genetika a fylogenetika (Avise 2000).

Fylogeografie zjiStuje ptibuznost populaci ur€itého druhu, z ni pak odvozuje jeho

§ifeni v minulosti a rozsSifeni druhu na uréitém tzemi.
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2.6.2. Metody pouzivané pri fylogeografii

Fylogeografické metody slouzi ke zjiStovani genetické ptibuznosti genealogickych
linii na wuréitém Uzemi. Genetickou strukturu populace odvozujeme z genetické
charakteristiky jedinct pouzitim riznych molekularnich markerd.

Pro zjisténi genetické variability populaci v regiondlnim méfitku se jako markery
pouzivaji allozymy (enzym kodovany rliznymi alelami jednoho genu) (ve své praci pouzili
napi. Gusmao a kol. 2000, Cox a Hebert 2001). Mitochondridlni geny maji uplatnéni hlavné
v kontinentalnim nebo mezikontinentalnim métitku — cytochrom ¢ oxidaza I (CO I) (napf.
Verovnik a kol. 2004, Munoz a kol. 2008, ZakSek a kol. 2009) nebo nékteré podjednotky
genu pro NADH dehydrogenazu (napt. Weider a kol. 1999). Také se pouzivaji
mitochondridlni geny umisténé na malé a velké ribosomalni podjednotce (12S rDNA, 16S
rDNA) (napf. Braband a kol. 2002, Zaksek a kol. 2009). Dalsi moZnosti jsou mikrosatelity
(kratké opakujici se sekvence DNA), které maji pomérné¢ vysokou mutacni rychlost a tim
vykazuji velkou variabilitu (napt. Palsoon 2000, Mergeay a kol. 2005).

Razné markery se vyvijeji rizné rychle, proto se voli podle toho, co chceme zjiStovat
— jak staré udalosti, na jak velkém uzemi chceme vysledovat zmény. Casto se vyuziva
kombinace vice markert.

K zjisténi genetické piibuznosti Zabronozky snéZni na tizemi Ceské republiky
(zjistujeme na velkém Uzemi) pouzijeme mitochondridlni geny — cytochrom c¢ oxidazu I.
Mmaji pomérné vysokou mutaéni rychlost, proto je mitochondridlni DNA pouZitelna
k hodnoceni genetické piibuznosti jedinci nebo skupin vramci druhti. Gen je dobie

prozkoumany. (Verovnik a kol. 2004, Zak3ek a kol. 2009).

2.6.3. Zpracovani vzorku

Ze vzorku nejprve extrahujeme DNA. Pomoci PCR (polymerazova fetézcova reakce)
namnozime pozadovany usek DNA, ktery sekvenujeme v servisni laboratofi (Verovnik a kol.
2004). Sekvence vyhodnotime pomoci dostupnych programi, které ndAm umozni vyhodnotit
variabilitu, pocty mutaci, piibuznost jedincti a fylogenezi dan¢ho taxonu (ZakSek a kol
2009).

Ziskané sekvence mitochondrialni DNA uspofadame do genealogickych stroml nebo
siti. Pfi1 rekonstrukci fylogeneze pouZzijeme jeden ze zdkladnich pfistupll — uréime piesné

potadi krokli (definovani algoritmu) vedoucich ke konstrukei fylogenetického stromu nebo
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definujeme kritérium optimalnosti pro srovnavani alternativnich stromli (Holder a Lewis
2003).

Pti algoritmickych metodach se pouzivaji distanéni data (sekvence DNA jsou
pievedeny do genetickych vzdalenosti), zkterych se pomérné snadno vytvofii
nejpravdépodobnéjsi fylogeneticky strom (Holder a Lewis 2003).

Pti urCeni kritéria optimalnosti se pouzivaji distancni data nebo rovnou sekvence
DNA — znakova data. Pfi této metod¢ se vétSinou porovnava velké mnozstvi stromd, proto
vybrani nejvhodnéj§iho stromu casto trva dlouho. Pro znakovd data se jako kritéria
optimalnosti nejCastéji pouzivaji maximalni pravdépodobnost (Maximum likelihood) a
maximalni tspornost (Maximum parsimony) (Holder a Lewis 2003).

Ptfi pouziti metody maximalni pravdépodobnosti se porovndva u alternativnich
fylogenetickych stromi pravdépodobnost, jak spravné vysvétluji pozorovana data.
Vysledkem této metody je strom s nejvétsi pravdépodobnosti. Metoda maximalni uspornosti
vybira strom s nejmensim poctem evolu¢nich krokl (strom s minimalni celkovou délkou),
které objastiuji vstupni data. Spolecné znaky jsou vysvétlovany jejich spole¢nym plivodem

(Holder a Lewis 2003).

Z fylogenetického stromu vyc¢teme, jak jsou populace Zabronozky sné€zni ptibuzné.
Na obrézcich (Obr. 4., Obr. 5.) jsou zndzornény hypotézy rozsiteni jejich populaci. V prvnim
piipad€ (Obr. 4.) jsou populace v rtiznych povodich geneticky odlisné. Z toho vyplyva, ze se
zédbronozky mezi povodimi nijak ne$ifi. V druhém piipadé (Obr. 5.) je ziejmé, ze se

zabronozky mezi povodimi lehce §iti. Populace si jsou geneticky podobnéjsi.
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3. Projekt

Tento projekt prispéje k navrhiim, jak vhodné nakladat s lokalitami, kde se
zébronozky vyskytuji. Z ochranatského hlediska budeme moci z vysledki usoudit, jaky

zvolit zpiisob ochrany Zabronozky snézni a jejiho biotopu. Z toho vyplyvaji cile a hypotéza.

3.1. Cile projektu

Srovnat genetickou piibuznost populaci zabronozky snézni.

Ptispét k navrhu opatieni k ochrané populaci Zdbronozky snézni.

3.2. Hypotéza

Populace Zabronozek snéznich jsou si pifibuznéj$i vramci jednoho povodi nez mezi

povodimi (budou tfi skupiny — povodi Labe, Odry a Dunaje).

3.3. Vyuziti vysledki projektu

Kdyz se ukaze, Ze se podobné genotypy objevuji v riiznych povodich, tzn. Zze se
zébronozky dobie §ifi krajinou, bude vhodné revitalizovat ty tseky ficnich niv, kde jsou
v soucasnosti habitaty jiz zniené a UpIn¢ chybi, aby vznikly lokality zcela nové. D4 se
predpokladat, Ze se tam zanesou nové cysty a dojde k osidleni Zabronozkami.

Kdyby byly jeji populace mezi povodimi hodné geneticky odlisné, krajinou se S$iti
omezeng, a pak bude vhodné piedevs§im soustfedit ochranu na stdvajici biotopy — chranit je,
provadét jejich revitalizace (aby nedoSlo napiiklad k zazemnéni), eventudlné rozSifovat

pocet lokalit v jejich bezprostfedni blizkosti.
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4. Navrh provedeni projektu

4.1. Odbér vzorku

Odbér vzorku k urceni genetické piibuznosti Zabronozky snéZzni bude proveden
v povodich fek Labe, Dunaje a Odry. Vzhledem k tomu, ze se jedna o zvIasté chranény druh,
je nutné si vyzadat povoleni od Ministerstva zivotniho prostiedi ke zkoumani druhu.
Budeme se snazit odebrat minimaln¢ deset populaci v kazdém povodi, z kazdé populace
alespon deset jedincti. V kazdém povodi bude vzorek odebran z ndhodné vybranych tini tak,
aby bylo rovnomérné pokryto celé uzemi Ceské republiky. Odbér bude proveden na konci
bfezna nebo béhem dubna (v zdvislosti na aktudlnim zavodnéni tni). Pro odbér vzorku
budou pouzity planktonni sit¢ (velikost ok 100 um) na teleskopickych ty€ich a cedniky,
nasledné budou vzorky fixovany v 96% etanolu do doby nez budou pouZity k zjiStovani

genetické piibuznosti.

4.2. Prace v laboratori

Veskeré laboratorni prace budou provedeny v Laboratofi genomiky (Ustav
molekularni biologie rostlin, Pfirodovédecka fakulta JihoGeské univerzity v Ceskych
Budé¢jovicich).

Hrudni koncetiny Zabronozky snézni vloZime do mikrozkumavky s pfedem
pfipravenym roztokem proteindzy K. Mikrozkumavku umistime do topného bloku
nastavené¢ho na 55 °C, nejméné na 4 hodiny nebo déle. Poté budeme denaturovat proteindzu
pti teploté 95 °C po dobu 10 minut. DNA izolat budeme skladovat pti 4 °C.

Pro amplifikaci mitochondrialniho genu cytochrom c oxiddzy pouZijeme PCR.
Kontrolu PCR produktl provedeme horizontédlni elektroforézou. Na gel naneseme 1 pul PCR
produktu smichany s nanaSecim pufrem. Délku amplifikovanych fragmentii srovname se
standardem. Poté PCR priecistime. Koncentraci DNA zméfime spektrofotometricky pomoci
ptistroje. Pro sekvenaci vzorkll vyuzijeme servisni laboratot (Verovnik a kol. 2004, Zaksek a

kol. 2009).
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4.3. Zpracovani dat a prezentace vysledku

Ziskané sekvence budeme editovat pomoci nékteré¢ho z voln¢ dostupnych programi
(BioEdit, MEGA apod.). Provedeme analyzy sekvenci. Jako outgroup pouzijeme jiny druh
ze stejného rodu.

Vysledky uvetfejnime v odbornych a populariza¢nich ¢asopisech a na mezinarodni
konferenci. Ze ziskanych vysledk navrhneme vhodnd opatieni, jak nakladat s lokalitami,
kde se ZabronoZka snéZzni vyskytuje — revitalizace fi¢ni nivy nebo pfimo ochrana biotopu,

kde se vyskytuje.

4.4. Casovy harmonogram projektu

Projekt bude realizovan béhem roku 2013. Odbér vSech vzorkli probéhne nejspise
béhem mésice dubna (odbér je limitovany dobou vyskytu zivych stadii zdbronozky snézni,
zalezi na aktudlnim zavodnéni tlini). Prace v laboratofi (extrakce DNA, amplifikace DNA,
sekvenace DNA) bude provedena v kvétnu az srpnu. Statistické hodnoceni vysledka
provedeme béhem zafi az listopadu. Vyhodnoceni celého projektu a prezentace vysledki se

uskute¢ni do konce roku 2013.

Tab. I11.: Casovy plan pro navrhovany projekt.

bi‘ezen — duben kvéten — srpen ZaFi — prosinec

sbér vzorka

prace v laboratori

vyhodnoceni dat
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4.5. Finan¢ni naklady projektu

Finan¢ni ndro¢nost projektu je shrnuta v tabulce (Tab. IV.).

Tab. IV.: Finan¢ni ndro¢nost navrhovaného projektu.

naklady [K¢]
cestovni naklady 40 000
materidl na potieby pro zpracovani vzorki v laboratofi 86 000
licence na specialni software 4 000
prezentace a archivace vysledk 10 000
vécné prostiedky celkem 188 000
mzda fesSitell 142 000
socialni a zdravotni pojiSténi 52 000
celkové naklady 382 000

Cestovni naklady — pohonné hmoty, ubytovani, stravné, Gi¢ast na mezinarodni konferenci.

Materidl na potieby pro zpracovani vzorkl v laboratofi — izola¢ni kit k izolaci DNA a pro

amplifikaci DNA, laboratorni sklo, nddoby na uskladnéni vzork, apod.

Prezentace a archivace vysledkli — datova média, fotografické materialy, tisk postert, apod.

Mzda tesitelli — hlavni feSitel ivazek 50 %, spolufesitel tvazek 25 %
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5. Zavér

7w o

Zabronozka snézni je jednim z kriticky ohroZenych druhfi lupenonohych korysu. Je
vazana na jarni periodicky zaplavované tin€ v nizinach v nivach velkych tek. Vyzaduje
nizkou teplotu V soucCasné dobé je tento druh nejvice ohrozovan zanikem vhodnych
ptirozenych biotopl predevs§im lidskou ¢innosti.

Porovnanim genetické ptibuznosti populaci Zabronozky snéZni ve tfech riiznych
povodich v Ceské republice zjistime, jak moc jsou zabronozky schopné se ifit krajinou.
Poté miizeme navrhnout zplisob ochrany zdbronozky snézni — zda je nezbytné chranit pouze
stavajici biotopy nebo je mozné provést revitalizaci isekl ficni nivy, kde jsou v soucasné
dob¢ biotopy zni¢ené nebo zcela chybi, aby vznikly zcela nova stanovisté, do kterych se

r~r

zabronozka rozsifi.
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