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Abstrakt

Pectinatella magnifica je sladkovodnim organismem ze skupiny mechovci, zijicim
v prostiedi oligotrofnich a mezotrofnich vod, ve kterych teplota béhem roku dosahuje
20°C. Poprvé byla nalezena a popsana Josephem Leidym Vv oblasti Philadelphie
roku 1851. Ackoliv je ptivodnim mistem vyskytu Severni Amerika, v souc¢asné dobé
je znamd jako invazni organismus i na dalSich kontinentech. Zastupci druhu
Pectinatella magnifica ziji v koloniich o charakteristickém kulovitém tvaru, diky
némuz je snadno rozpoznatelna a identifikovatelna. Tyto kulovité kolonie jsou pokryty
spolecenstvem zooidd, které produkuji gelovitou hmotu vypliujici samotny utvar
kolonie. Rozmnozovani mechovci je zalezitosti sexualni i asexualni, kdy nepohlavni
rozmnozovani pievazuje nad pohlavnim. Produktem nepohlavniho rozmnozovani jsou
vnitini pupeny, tzv. statoblasty, opatiené hacky, diky kterym se mohou pfichytit
na jakykoliv podklad, coz umoziuje snadnou distribuci i na velké vzdalenosti skrze
jinak obtizny terén. Ackoliv se jedna o starobylou skupinu s pfevahou nepohlavniho,
tudiz klonalniho, rozmnoZzovani, pohlavni rozmnozovani hraje vyznamnou ulohu pro
udrzeni genetické variability a adaptaci novym podminkdm. Disertacni prace
je zaméfena na stanoveni genetické diverzity kolonii odebranych na Gizemi jiznich
Cech a pilehlého okoli za pouziti technik molekularnich biologie. Pro zpracovani
genetickych analyz byly pouzity dvé molekularni techniky, a to AFLP (Amplified
Fragment Lenght Polymorphism) a ISSR (Inter Simple Sequence Repeat).
Obé tyto techniky vyuzivaji univerzalni primery za ucelem stanoveni podobnosti

mezi jednotlivymi organismy.

Klicova slova: Pectinatella magnifica, DNA, molekularni marker, AFLP, ISSR



Abstract

Pectinatella magnifica is a freshwater organism from the bryozoan group, living
in oligotrophic and mesotrophic waters where the temperature reaches 20°C during
the year. It was first found and described by Joseph Leidy in the Philadelphia area
in 1851. Although the original place of occurrence is North America, it is currently
known as an invasive organism on other continents as well. Representatives
of the species Pectinatella magnifica live in colonies with a characteristic spherical
shape, which makes it easy to recognize and identify. These spherical colonies
are covered with a community of zooids that produce a gel-like substance filling
the colony itself. The reproduction of bryozoans is both sexual and asexual,
with the non-sexual part exceeding the sexual part. The product of asexual
reproduction are internal buds, so-called statoblasts, equipped with hooks, thanks
to which they can attach to any substrate, which enables easy distribution even over
long distances through otherwise difficult terrain. Although this is an ancient group
with a predominance of asexual, therefore clonal, reproduction, the sexual part
of reproduction enables the emergence of mutations and adaptation to new conditions.
The dissertation is focused on determining the genetic diversity of colonies taken from
the territory southern Bohemia and the surrounding area using molecular marker
techniques. Two molecular techniques were used for processing genetic analyses,
namely AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) and ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat). Both techniques use universal primers to determine similarity

between organisms.
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Uvod

Pectinatella magnifica Leidy (1851) je sladkovodnim druhem pochézejicim piivodné
ze Severni Ameriky, avSak v soucasné¢ dob¢ obyva teplé Cisté vody nejen na uzemi
celé Severni Ameriky, ale i ve vétSin¢ Evropy a nékolika asijskych oblastech.
Jeji snadné Sifeni je umoznéné nejen vysokou produkci vnitinich pupent
(= statoblasti), schopnych bez problémi vydrzet podminky, které jsou pro kolonie
zooidl extrémni, ale i snadnym ptichycenim k jakémukoliv podkladu pomoci hackd,
kterymi jsou statoblasty opatfeny. Ackoliv se jedna o organismus beze sporu invazivni,
zatim neni znamo, ze by byla vnové osidlenych oblastech piimo Skodliva
¢i nebezpecnad pivodnim druhlim at’ mechovcet ¢i jinych organismii. Nejvétsi riziko
predstavuje zejména pro lososovité ryby, vzhledem k faktu, ze slouzi jako mezihostitel
riznym druhiim parazitujicim na rybach. Z tohoto divodu je vramci védeckého
badani spiSe opomijena, a krom¢ nckolika badatelti studujicich skupinu mechovcl
je na pokraji védeckého zajmu. Vétsina studii Pectinatella magnifica je zamétena
na potravinové vztahy vici ostatnim organismum, biologii, ekologii a fylogenetické
studie.

Disertacni prace je pokracovanim pilotni studie na téma Studium genetické
diverzity kolonii Pectinatella magnifica, ktera byla zpracovana jako diplomova prace
v ramci projektu GACR P503/12/0337 Invazni mechovka Pectinatella magnifica
v Ceské republice: jeji biologie a sekundarni metabolity. Cilem této prace bylo
optimalizovat techniku izolace DNA a podminky AFLP analyzy, jako techniky
pouzitelné pro genetické studie druhti o neznamem genomu. Optimalizace analyz byla
zamétena na invazni druh mechovky Pectinatella magnifica, ktera osidlila vyznamné
mnozstvi vodnich ploch JihoCeského kraje. Vysledky pilotni studie byly pouzity jako

zaklad pro zpracovani disertacni prace.
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1 Literarni reSerse

Bochnatka americka Pectinatella magnifica (Leidy, 1851), v n¢které literatufe rovnéz
nazyvana jako mechovka americka, je sladkovodnim zastupcem kmene mechovci
(Bryozoa). Jedna se o starobylou skupinu pievazné moiskych Zzivoc¢ichu, ktera

je doplnéna o vyznamnou skupinu sladkovodnich druha (Wood, 2010).

Tabulka 1.1: Fylogenetické zatfazeni Pectinatella magnifica (Komarek, 1952)

RISE Animalia (Zivogichové)
KMEN Bryozoa (mechovci)

TRIDA Phylactolaemata (mechovky)
RAD Plumatellida

CELED Pectinatellidae

ROD Pectinatella (mechovka)
DRUH magnifica (americka)

Pivodné¢ kmen mechovci zahrnoval dva nepiibuzné kmeny Entoprocta
a Ectoprocta (Wood, 2010). Zatazeni téchto dvou kmenti do spole¢né skupiny mélo
pravdépodobné pivod vV podobné morfologii zastupcti obou skupin. V soucasné dobé
jsou rozdéleny do dvou samostatnych kmend (Lacourt, 1968). Kmen Entoprocta
(Mechovnatci), a kmen Ectoprocta sjinym jiz zminénym oznacenim Bryozoa
(Mechovci). Kmen Bryozoa je dale délen do tii téid. Jedna se o tfidy Stenolaemata,
Gymnolaemata a Phylactolaemata (Fuchs, et al., 2009).

Celkem je v ramci kmene Bryozoa popsano téméi 8 000 riznych druhii, z nichz
naprosta vétsina jsou zastupci moiského prostiedi (D’Hondt, 2005). Pouze nékolik
malo druhti je schopno obyvat pevninské sladké vody (Massard, et al., 1992).
Tito sladkovodni jedinci spadaji stejné jako Pectinatella magnifica do tiidy
Phylactolaemata a pouze nékolik druhti je pfifazeno do tfidy Gymnolaemata (Wood,
2010).

Ttida Stenolaemata je skupina vyhradné¢ moiskych organismi vytvatejicich
kolonie 0 nizké Grovni polymorfismu se schrankou tvofenou uhli¢itanem vapenatym.
Vétsina zastupcet této tiidy je jiz vyhynuld, aktualn€ je znamy zijici pouze jediny rad
(Fuchs, et al., 2009).

Ttida Gymnolaemata je pfevazné tvofena zastupci moiskych organismd,

ale vyskytuji se zde i zastupci Zzijici v brakickych vodach, napt. Plumatella repens,
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Pluamtella fungosa atd. nebo dokonce i sladkovodni druhy. Zastupci Gymnolaemata
ziji ve vyrazné polymorfnich koloniich, které mohou byt kryty vapenatou schrankou.
Ta se vsak nevyskytuje u vSech druhi (Massard a Geimer, 2008a). Gymnolaemata
se dale déli na dva tady, Ctenostomata se schrankami bez uhli¢itanu vapenatého
a Cheilostomata s vapenatou schrankou (Barnes, et al., 2009). Zvlastnim znakem této
tiidy je rovnéz absence produkovanych statoblastu.

Treti skupinou kmene Ectoprocta je ttida Phylactolaemata (mechovky), ktera
je tvofena vyhradné sladkovodnimi druhy s monomorfnimi koloniemi (Massard
a Geimer, 2005). V dnesni dob¢ je zde popsano celkem 94 ruznych sladkovodnich
druhii mechovek. Zastupce této tiidy lze nalézt v tekouci i stojaté vode vsech

svétovych kontinentd s vyjimkou Antarktidy (Wood, 2001b).

1.1 Utvareni téla jedinca Pectinatella magnifica (tiida Phylactolaemata)
Pectinatella magnifica je organismus tvofeny gelovou hmotou zluté az zlutohnédé
barvy (Brandwein, 1938). Tento druh mechovky byl poprvé popsan Josephem Leidym
v Americké Philadelphii v roce 1851 pod nazvem Cristatella magnifica, témé&r
okamzit¢ v§ak sam zaznamenal jeji nespojitost s rodem Cristatella a jiz v dal§im Cisle
,Proceedings® publikovaném v témzZe roce pojmenoval novy rod ,Pectinatella“
(Leidy, 1851). Jedna se o organismus vyskytujici se ve formé kulovitych
nebo obdélnikovych kolonii (Obrazek 1.1), které dorustaji velikosti v praméru 0,6 m
a jejich hmotnost se pohybuje od 0,25 do 70 kg (Brooks, 1929).

e

"
S 9\5‘\‘{
o

Obrazek 1.1: Kolonie Pectinatella magnifica (vlastni foto)
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Krome¢ této formy se Pectinatella magnifica mize vyskytovat i v podob¢ povlakt
na ruznych substratech, kdy kolonie mohou dorlstat nékolika metrQ (getlikové,
et al., 2005).

Jednotlivé kolonie druhu Pectinatella magnifica jsou slozeny az z né€kolika tisic
zooidi. Tito zooidi jsou pak lokalizovani na povrchu gelové hmoty (Rodriguez
a Vergon, 2002). Povrch kolonie je rozdélen do uskupeni zooidt, nazyvanych rozety
(Obrazek 1.2), kdy jednu rozetu dava dohromady piiblizn¢ 12 az 18 jedinct (Morse,
1930).

Obrazek 1.2: Roseta Pectinatella magnifica (vlastni foto)

Kazdy zooid (Obrazek 1.3) se sklada z casti té€lni stény (cystid) a z vnitinich
organi ulozenych v polypidu, ktery muze Casteéné vyCnivat. Zooidi umisténi
Vv blizkosti ustniho otvoru jsou zbarveni ¢ervenohnédé a v blizkosti lofofru vytvaii
biloseda mista (Wood, 2010). Jednotlivi zooidi jsou pak vzajemné propojeni v ramci
kolonie télnimi dutinami a dohromady jsou obaleni vn&jsi vrstvou cystidu. Cystid
obaluje cely polypid a oddé€luje vnitini prostiedi kolonie od okolni vody. Jednotlivé
¢asti jsou vzajemné propojeny v riiznych mistech tiemi riznymi zptsoby, a to plastém
s chapadly, stahujicimi se svaly a S§tihlym funikulem vedoucim od stfeva k vnitini
strang téIni stény (Dendy, 1963). Polypid je nositelem lofoforu sloZzeného z obrvenych
chapadel umisténych okolo centralnich ust. U vétsiny Phylactolaemat je ulozen lofofor
dlouhych chapadel a vnitini fadou kratSich (Wood, 2010). Témét u vSech druhu
je nakazdém chapadle umisténa jedna medialni a dvé lateralni plochy brv, které

se pohybuji v metachrondlnich vlnach. Na své bazi jsou chapadla spojena
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intertentakularni membranou, kterd formuje ryhu mezi obéma fadami chapadel. Obusti
neboli peristom je uzaviratelny malym silné obrvenym lalokem epsitomem, ktery
slouzi pfi vybéru potravy (Mukai, 1999).

Vétsina zastupct kmene Bryozoa ma prostorny coelom, ktery je sdileny vSemi
zooidy. Hlavni coelom komunikuje s coelomem lofoforu, ktery zasahuje do kazdého
z chapadel, pfes &astené propustnou membranu. Cira coelomaticka tekutina cirkuluje
K peritoneu pomoci fas. Cela travici soustava je potom ektodermalniho ptvodu
ama tvar pismene U. Rozdé&luje se na hltan, zaludek a koneénik. Ustni otvor se nachazi
uvnitt lofoforu a fitni otvor vyustuje vné. Hltan néalevkovité vybiha do zaludku
ptichyceny k cystidu funikulem (Wood, 2010).

Na diaphragmé na zékladn€ epistomu mezi Ustnim a fitnim otvorem se nachdzi
maly nervovy ganglion. Do kazdého zparovych ramen lofoforu smétfuje jedno
z nervovych vlaken a rozvétvuje se do kazdého z chapadel. Dalsi nervy sméfuji
z ganglia do epistomu, obrveného plasté a do traviciho traktu. Mezi jednotlivymi

zooidy ale nedochazi k zadné nervové komunikaci (Waeschenbach, et al., 2012).

lophophore

anus

haryn
PIVEYR ovary

intestine

stomach

funiculus

developing
floatoblast

Obrazek 1.3: Zooid Pectinatella magnifica (Wood, 2001c)

Télni sténa je sloZena z Zivych tkédni nazvanych endocyst a z nezivého ectocystu.
Hlavni coelom je obklopen peritoneem nesoucim obrvené plosky. Pod peritoneem lezi
tenka vrstva podélné svaloviny a bazalni membrana. Tuto cast piekryva kruhova

svalovina a tenka vrstva epidermis (Dendy, 1963). U apexu zooidu je endocyst
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vchlipen dovnitf a tvoii plochou kapsu, ktera se postupné ptipojuje k lofoforu.
Na rozdil od endocystu je usporadani ectocystu velmi proménlivé mezi jednotlivymi
druhy. U tubularnich kolonii se jedna o sklerotizovanou schranku, ktera zdstava stala
i po odumfeni zivych ¢asti (Mukai, 1999). Minimalné u dvou druhti je ectocyst sloZen
z nahodn¢ uspotadanych chitinovych mikrovlaken. 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. Zbyvajici 1 % ptipada na Castecné denaturované bilkoviny
spole&né s chitinem, vapnikem 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 sinicemi a pohybuje se od 0,4 % do 2,25 % (Morse, 1930).

Kolonie rodu Pectinatella jsou schopny prokazatelné ve svych télech kumulovat
nekteré latky obsazené vodé, ve které ziji. Pfedevsim se jednd o rizné formy dusiku
a fosforu. Krom toho maji tyto kolonie také sklon k akumulaci jinych hlavnich prvka
jako je hot¢ik, ale také celé fady vedlejsich latek a stopovych prvki jako hlinik, chrom,
méd’, kobalt, nikl, zinek, selen, kadmium nebo arzén (Balounova, et al., 2011).
I pfes tuto akumulaci prvka v koloniich Pectinatella neni mozné prokazat jejich
filtra¢ni a Cistici schopnost, protoZze po odumieni kolonii se latky uvoliuji
zpét do vody. Zaroven ale nekteti autofi povazuji rod Pectinatella za bioindikator
Cistoty vodnich zdrojt, protoze bylo prokézano, ze na zvyseny vyskyt nékterych prvka
jako je méd’, zinek nebo chrom, vykazuje citlivéjsi reakce nez mnozi obratlovci

i bezobratlé druhy Zivoc¢icht (Pardue a Wood, 1980; Simionov, et al., 2022).

1.2 Reprodukeni systém Pectinatella magnifica (tfida Phylactolaemata)
V mirném klimatickém pasu jsou organismy z tfidy Phylactolaemata sexualné aktivni
Vv jediném kratkém obdobi roku. Pohlavni rozmnoZovani probihd zpravidla v obdobi
od ¢ervna do zati (Wood, 2010). Jedinci skupiny Phylactolaemata jsou ¢asto schopni
produkovat vaji¢ka i spermie a jsou tudiz hermafrodité (Zrzavy, 2006).

Sperma se vyviji v napadnych celcich ve funikulu jednotlivych zooid{, ze kterych
peritonea uvnité zooidu. Pfedpokladd se, Ze k oplodnéni dochédzi uvniti coelomu.
Z oplozeného vajicka vznika pupen 0oecium, z néjz se vytvaii zygota a migruje

do specialniho vaku vrostlého do télni stény nazvaného ovicella (Wood, 2001a).
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Embryo se postupné vyviji az do formy volné plovouci struktury oznacené jako larva
trochoforového typu, prestoze technicky vzato se jedna o pohyblivou kolonii. Samotna
bilateraln¢ soumérna larva je tvoiena silné¢ 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 vytvaii zpravidla vice
polypidd, kteti se po odumieni méni v tzv. hnédé téleso. Poté co se larva, zpravidla
po setméni, uvolni z kolonie, plave kupifedu koncem obsahujicim specialni Zlaznaté
bunky a nervové centrum (Wilcox, 1906). Obvykle béhem hodiny dojde k usazeni
jednotlivych larev, které se pokryji ektodermalni tkani a nasledné dojde k jejich
zplosténi (Wood, 2001c). Tkane prisedlé larvy podlehnou rozkladu a larva ztrati brvy.
Vytvoii se prvotni schranka protoecium a vznikne prvni jedinec kolonie. Okolo sebe
vylucuje zooecium, které je oznaceno jako ancestroecium. Timto je vytvofen primarni
zooid Phylactolaemata (Joo, et al., 1992).

Mimo pohlavni rozmnozovani maji vSichni zooidi z kmene Bryozoa schopnost
nepohlavniho rozmnoZovani ve form¢é tvorby pupend. Zvla§tnim rysem
Phylactolaemat je nepohlavni produkce zapouzdienych spicich pupend nazvanych
statoblasty (Wood, 2001a). Vétsina druhi produkuje statoblasty, které se uvolnuji
z kolonie. Kazdy statoblast je opatien obalem ze sklerotizovanych komurek
vyplnénych plynem, kvilli vztlaku a nadnaSeni. Mnoho druhti, které produkuji
statoblasty s funkci nadnaseni, nazvanych floatoblasty, produkuji také specializované
stalé mnohem vétsi statoblasty tzv. sessoblasty (Wood, 2010). Tyto statoblasty nemaji
prstenec pro vznaseni ve vod¢, jsou obaleny silnou chitinovou blanou a jejich tkolem
je prichytit se k substratu. Na téchto zakladech je potom umoznén rist nové kolonie
(Setlikova, et al., 2013).

Vsechny statoblasty se skladaji ze dvou chlopni spojenych dohromady
na ekvatoridlni roviné. U vétSiny vznasejicich se statoblastti je floatoblast tvofen
dvéma strukturalnimi Grovnémi. Vnitini ¢ast tzv. kapsule obsahuje germinalni tkan
a zasoby potravy. Vnéjsi periplast obklopuje celou kapsuli. Je tvofen obvodovym
prstencem a centralnim otvorem. U vétSiny druhi mé dorsélni neboli cystigenicka
chlopent mensi otvor a tim také vétsi prstenec neZ ventralni deutoplasmicka chlopen
(Wood, 2010).

U tiidy Phylactolaemata vznikaji pupeny na specifickém misté¢ na uprostred
ventralni ¢asti télni stény rodi¢ovskych zooidl. Vznik nového pupenu je doprovazen

objevenim nového zarodku pupenu, ktery se mize, ale také nemusi dale vyvijet. Kazdy
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zooid nese dva zarodky novych pupeni: hlavni pupen, ktery vytvari prvni dcefiny
zooid a tzv. vedlejsi nahodny pupen, ze kterého vznikd druhy dcefiny zooid.
Nadto mé kazdy hlavni pupen sviij mensi duplikat na své ventralni stran¢. V prabchu
puceni se z tzv. vedlejSsiho ndhodného pupenu a duplikatu stanou hlavni pupeny
a vytvori se novy nahradni pupen a jeho duplikat (Dendy, 1963).

Statoblasty druhu Pectinatella magnifica (Obrazek 1.5 a 1.6) jsou prohnuté,
kruhového tvaru o praméru piiblizn¢ 1 mm (Jones, et al, 2000). Statoblasty jsou
opatfeny marginalnimi ostny v po¢tu 11-22 a jejich pocet se odviji od aktualnich
podminek stanovisté i kolonie samotné. Kazdy z ostnii nese par distalnich hacki
umisténych na ventralni nebo dorsalni stran¢ statoblastu (Oda a Mukai, 1985).
Asexudlni produkce dormantnich statoblasti umozZiiuje pasivni disperzi nékolika
riznymi zptisoby. Jedna se bud’ o individualni $ifeni vodnimi proudy, prostfednictvim
vegetace nebo zivocichd (Massard, et al., 1992). Byl potvrzen zejména pienos
statoblastt prostiednictvim migrujicich vodnich ptak jako napi. Calidris alba, Gavia
adamsii nebo Pluvialis squatarola. K rozsifovani statoblastt ptispiva i ¢loveék svymi

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

Obrazek 1.5: Statoblast Pectinatella magnifica (Vlastni foto)
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Vedle tohoto typu nepohlavniho rozmnozovani je u nékterych rodi tridy
Phylactolaemata vcetné kolonii rodu Pectinatella moznost vyznamného rozsiieni
jejich poctu aktivnim Stépenim kolonie. Produkt tohoto Stépeni se zvolna pohybuje
po substratu diky silam vyvinutym brvami lofoforu a také za ptispéni 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).

1.3 Potravni preference druhu Pectinatella magnifica

Pectinatella magnifica se fadi spole¢né s dalsimi sladkovodnimi a brakickymi zastupci
kmene Bryozoa mezi tzv. filtratory. Znamena to, Ze se jedinci zivi filtraci vody
obsahujici plankton (prvoci, sinice a tfasy). Nejvyznamnéjsi sloZzkou potravy jsou
rozsivky, ale zivi se rovnéz ¢lenovci a detritem (Balounova, et al., 2007).

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

veskeré ostatni tkané jedinct v kolonie a sam uhyne (Williams, 1921).

1.4 Sowuziti Pectinatella magnifica s dal§imi organismy
Kolonie druhu Pectinatella magnifica nejsou z hlediska souziti s dal§imi organismy
tak aktivni jako nekteré dalsi druhy ze stejné t¥idy (Kent, et al., 2000), piesto
ale k rtiznym asociacim dochazi. Piikladem muze byt hostitelstvi pro jedince
Microsporidia a Myxozoa (Canning, et al., 2002). Rovnéz parazitické druhy rodu
Trichonosema a Tetracapsula jsou vazany na kolonie Pectinatella, v jejichz coelomu
dochazi k jejich sexualnimu vyvoji (Okamura, Wood, 2002). Tyto parazitické druhy
zpusobuji zavazna onemocnéni ledvin lososovitych ryb (Anderson, et al., 1999).
Diulezité je také ovlivnéni skladby fas pritomnosti kolonii rodu Pectinatella.
Tam, kde se kolonie vyskytovaly, jsou dominantnim druhem sinice (90 %) a naopak
V nepfitomnosti 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 pfedevs§im o fasy rodu Navicula, zatimco
uvnité  kolonie je nejhojnéjsi vyskyt kolonii sinic rodi Pseudoanabena
nebo Aphanotece, ptipadné fas rodi Scenedesmus a Coenocysis (Joo, et al., 1992).

Nékteré¢ druhy fas a sinic, které jsou soucasti planktonu v oblasti Stérkopiskl byly
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zaznamenany jak vné¢, tak uvnitf kolonii Pectinatella. Jedna se napiiklad o rody
Coenoccocus, Cymbella, Eunotia, Microchaete, Oscillatoria atd. 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). Ackoliv se Pectinatella magnifica
a sinice Casto vyskytuji na téze lokalité, nadmérny vyskyt sinic a rozvoj vodniho kvétu
ma na stav kolonii Pectinatella magnifica skodlivy G¢inek. Béhem rozvoje vodniho
kvétu dochazi k odCerpavani zasob kysliku rozpusténého ve vod€ a tim 1 odumirani
kolonii Pectinatella magnifica. Hlavni sinice, které se na vzniku vodniho kvétu
podileji, jsou rody Microcystis, Planktothrix, Aphanizomenon a Ananbaena
(Adamek,2008).

Kolonie Pectinatella poskytuji také tkrytové moznosti nékterym skupinam
zivocicht. Jedna se ptedevsim o drobné druhy plzt a korysa (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 kanalky pak mohou byt i v hlubsich vrstvach gelové struktury, vlivem
vrstevnatého nartstu kolonii (Dendy, 1963). Vlkova, et al. (2015) identifikovala,
ze gelovita hmota druhu Pectinatella magnifica mize rovnéz potencialné slouzit
jako medium pro rizné druhy bakterialnich kment jako Aeromonas a Aquitale,
ale i dalsich. Vyskyt rodu Pectinatella byva velmi Casto doprovazen vyskytem
sladkovodnich druhii hub, zejména druhu Ephydatia fluviatilis (Hand, 1991).

Kolonie Pectinatella slouzi rovnéz jako prostor pro kladeni vajicek plostének,
tfida Turbellaria (Setlikov4, et al., 2005).

Doposud nebyl prokazan vyskyt zadného z zivoc€ichd, ktery by byl pfimym
potravnim specialistou pravé na tento konkrétni druh Bryozoa. Neznamena to ale,
ze by tento druh neslouzila jako potrava. Bylo doloZeno, Ze pro nékteré jedince tiidy
Turbellaria, drobné plze, larvy rodu Cryptobironomus nebo Trichoptera slouzi
kolonie jako jeden z moznych zdroju potravy. Stejny jev byl pozorovan i u mladych
jedinct kachny Csirrina maschata domestica nebo Somateria spectabilis (Balounova,
etal., 2011). V ptipad¢ kolonii, Sificich se po jihovychodni Asii, je pracovano s teorii,
ze byla zavleCena do sladkovodnich nadrzi v travicim traktu chovnych ryb

(Ko, et al., 2019).
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Pozitivnim faktem je ze neni znamo, Ze by jedinci Pectinatella magnifica vytvareli
konkurenéni tlak na pivodni obyvatele lokalit, kde se vyskytuji. Pravdépodobné
tak osidluji volné ekologické niky (Gugel, 2001).

1.5 Vliv charakteristik vodni komponenty na Zivot kolonii Pectinatella

1.5.1 Teplota vody
Druh Pectinatella magnifica je obecné stejné jako dals§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. Rist kolonii za¢ina, az v dobé¢, kdy alespon
potfi dny 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 nésledek thyn a rozpad kolonii a uvolnéni
statoblastii. V podminkéch stiedni a zapadni Evropy, a tedy i Ceské republiky, dochéazi
K prvnimu narGstu kolonii a jejich rozvoji vétSinou v pribéhu ¢ervna a Cervence
(Wood, et al., 2006). Vyskyt kolonii pak byva zaznamenavan az do zafi a ojedinéle
az do konce fijna, V zavislosti na priibdhu teplot (Williams, 1921). Castym jevem
zejména v poslednich letech je prudké ochlazeni v pribéhu srpna, coz vede k thynu
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
Novy Hospodat v roce 2010 a opakované nalezy sice mrtvych, ale nerozpadlych
kolonii zlet 2008 az2010 pod ledem na Veselskych piskovnach (Setlikova,
et al., 2013). Rosolovita hmota zde potom byla nasledné nalezena i po roztani ledu.
Pti vyrazném prudkém narlstu teplot po predchéazejici dlouhé periodé chladnéjsiho
obdobi byly zaznamendny vétsi rozmeéry kolonii a jejich rychlejsi nartst (Balounova,
etal., 2007).
1.5.2 SloZeni vody

Kolonie rodu Pectinatella jsou pravdépodobné euryvalentnim druhem, ktery nema
jasné pozadavky na ¢istotu vody, a i ke znecisténym vodnim plocham je pomérné
tolerantni (Wood, 2001b). N¢které studie vSak poukazuji na to, ze tento organismus
jednoznacné preferuje alespont v pocatku svého Sifeni na daném misté oligotrofni
az mezotrofni vodu, jak bylo dokazano pfi §ifeni v oblasti Jiznich Cech (Balounova,
etal., 2013). Nazaklad¢ tohoto vyzkumu se pro kolonie Pectinatella magnifica

zda byt faktor trofie vody pomérn€ vyznamny pro jejich rust. S tim je spojeny rovnéz
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fakt, ze byl vyskyt tohoto druhu na uzemi Cech zaznamenan pouze na jediné
intenzivné vyuzivané rybochovné nadrzi eutrofniho az hypertrofniho typu (Balounova,
et al., 2007). Vzhledem k vysokému poctu vodnich nadrzi eutrofniho az hypertrofniho
typu, dle Pechar (2000) do téchto kategorii lze zaradit vétSinu rybochovnych rybnikii,
nepiedstavuje vyskyt druhu Pectinatella magnifica pro rybafstvi vyznamnéjsi
problém. Oproti tomu by preference vody o niz§i mife trofie mohly ptedstavovat
komplikace na lokalitach, kde je vyskyt invaznich druhi, zvlasté téch méné
prostudovanych, vysoce nezddouci. Nizkou uZzivnosti se vykazuje nejen fada cennych
biotopt, ale predev§im vodarenské nadrze (Dumbrovsky, et al., 2015),
kde se dle pozorovani zac¢ina tento druh usazovat.

Zajimavym ptikladem ovlivnéni Zivota kolonii rodu Pectinatella kvalitou vody
je vodivost neboli konduktivita (Ricciardi a Reiswig, 1994). Vyskyt kolonii je nejvice
zaznamenan na lokalitich s vodivosti niz§i nez 200 pS. cm™. Tam, kde jsou
zaznamenany vyssi hodnoty vodivosti, je pocet i 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 tekutindch
jedinca Pectinatella magnifica (Balounova, et al., 2011).

Jednim z limitujicich faktord je podle Marcus (1925) rovnéz prihlednost vody.
| zde ale plati, ze nejenom prihlednost ovlivni riist kolonii, ale i pfitomnost kolonie
pozitivné pfispéje ke zlepSeni prithlednosti vodni masy, a to diky filtrovani potravy.
Podle nékterych autorti je rovnéZ tento druh velmi naroény na okysliceni vody diky
vysoké intenzité respirace, a tim zvysené konzumaci kysliku (Ricciardi a Lewis, 1991).

Velikost a pocet kolonii na daném misté je velmi siln€ ovlivnén Gzivnosti vody.
Ve vodnich nadrzich s niz§im obsahem biogennich prvki jako je dusik, fosfor nebo
draslik byl nalezen vzdy jen niz$i pocet kolonii mensich rozmérti a hmotnosti. Obecné
Ize ale konstatovat, ze nez samotné slozeni vody a jeji kvalitativni charakteristiky
jepro zdarny rast kolonii Pectinatella dulezitd pfitomnost vhodného substratu
(Balounova, et al., 2011).

1.5.3 Vliv substratu na rast kolonii Pectinatella magnifica
Prestoze je substrat vyznamnym faktorem, ktery promlouva do ristu kolonii
Pectinatella, neni mozné jednoznaéné urcit preferovany typ substratu. Pii opakovaném
pozorovani na jednotlivych vodnich nadrzich byly zaznamenany rtzné preference
substratu v ramci jedné nadrze, a i V pribéhu jednotlivych sezon (Balounova,

et al., 2007).
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Kolonie studovaného druhu jsou nejcastéji nalézany na ponoienych ¢astech vétvi
Salix, Betula, Alnus nebo Pinus, v¢etné ponofenych kmenti téchto a dal§ich druht
dfevin. Nalezy byly zaznamenany rovnéz na organech vyS$Sich rostlin Typha
latifolia L., rodd Nymphaea, Potamogeton, Alisma, Elodea, Lemna nebo Acorus atd.
(Setlikova, etal., 2005). Kellicott (1882) zaznamenal rovnéZ vyskyt na organech
rostliny Vallisneria spiralis. Bézny je rovnéz vyskyt na povrchu kamend i umélych
materidlii napt. sloupl, betonovych prvki, plastovych lahvi a dalSich odpadki
ve vod¢. Na hlubsich ptehradnich nadrzich byl zaznamenan vyskyt kolonii i ve vétSich
hloubkach kolem 3 metri na povrchu skalniho podkladu (Balounova, et al., 2011).

Podle vysledkti monitoringu z jednotlivych let 1ze predpokladat, ze kolonie jako
substrat preferuji organické latky, jako jsou ponofené vétve a kmeny stromd, a pouze
v letech s vysokou produkci biomasy dochazi k preferenci nezivych ¢asti, jako jsou
ponoiené kameny (Setlikova, et al., 2013).

V ramci vyzkumii v minulém stoleti byl studovan rovnéz vliv chemorecepce
mladych kolonii pfi jejich usazovani (Hubschman, 1970). Podle vysledka této studie
kolonie Pectinatella magnifica vykazuji preference vétSich castic substratu
pied mensimi (Joo, et al., 1992). Jako velmi Spatny substrat byl oznacen pisek,
coz logicky vede k uvaham, ze kolonie nalezené na tomto materialu jsou spise
odtrzenymi ¢astmi kolonii z jiného typu substratu nez samostatné narostlymi ptimo
na pise¢ném podkladé (Hubschman, 1970).

Preferovani jednotlivych typt substratu at’” uz z pohledu velikosti nebo puvodu
je do znacné miry ovlivnéno pestrosti nabidky v daném prostiedi (Balounova,

etal., 2007).

1.6 Rozsiieni Pectinatella magnifica ve svété

Pectinatella magnifica byla poprvé objevena, jak jiz bylo vyse popsano, Josephem
Leidym na uzemi Spojenych stati Americkych v regionu Philadelphia v roce 1851
(Leidy, 1851). V této dob¢ byla povazovana za ¢isté americky druh, ktery v zadné jiné
¢asti sveta 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 tzemi Severni
Ameriky a védci predpokladali Sifeni pouze prostfednictvim mistnich Zivocichi jako

napt. vodnich ptaku (Kellicott, 1882).
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V této dob€ se vSak tento druh zacal objevovat i v jinych Céastech svéta,
ato predev§im v Evropé. Poprvé na Evropském kontinentu byla Pectinatella
magnifica popsana na Labi v Hamburku (Kraepelin, 1887). Jiz od za¢atku panovalo
presvédceni, Ze se jednad o neoarkticky americky druh zavleceny do Evropskych fek
pravdépodobné prostiednictvim lodni dopravy na trupech nakladnich lodi (Kafka,
1887). Nekteti autofi jako napiiklad Jullien (1885) povazovali ale vyskyt v Némecku
za nahodny a dale druh povazovali za druh vyskytujici se pouze na Americkém
kontinenté, jini se teritoriem vyskytu viilbec nezabyvaji jako napi. Loppens (1908).
Teorie 0 nahodném zavleceni byla podpofena dalsim pozorovanim v Severni Americe
Vv jezerech pobliz Coldspring Harbour ve stdt¢ New York a v Michiganském jezete
(Davenport, 1900).

Od pocatku, kdy byl zaznamenan vyskyt tohoto druhu na vice mistech, bylo
feseno predevsim lokalni Sifeni jedinct. Jednim ze zpusobu, jak se Pectinatella
rozsituje je periodické zaplavovani inundacnich izemi fek, potokt ale i vodnich nadrzi
(Schachanowskaja, 1929). Za nejcastéjsi zpusob disperze je vSak povazovano Sifeni
prostfednictvim zivo€ichl, a to pfedev§im ptaki a ryb. Tento zplisob je mozny
Vv zdsad¢ dvéma variantami, a to pfichycenim statoblasti na pefi zejména vodnich
ptakt prostfednictvim hackt, nebo ve vykalech po zkonzumovani ¢asti mechovky
(Massard a Geimer, 2008b).

Osburn (1921) popsal ptitomnost statoblastti v obsahu Zaludku riznych druhti ryb
demonstrovanych napt. Micropterus salmoides, Pomoxis annularis nebo Dorosoma
capedianum. Tim, jak dochazi k zvySovani rybi obsadky vodnich nadrzi, dochazi
i k Sifeni statoblastti druhu Pectinatella magnifica (Notteghem, 1999).

S dal$imi vyzkumy a zamétenim pozornosti védecké komunity na tento konkrétni
druh dochazi k postupnému objevovani a popisu nalezl nejen opét v severni Americe,
ale také v Evropé a Asii. Zajimavosti je, Ze doposud nebyl zaznamenan zadny vyskyt
druhu Pectinatella magnifica v tropickych oblastech Afriky, jizni Asie, Australie
a Oceanie.

V misté ptivodniho vyskytu v severni Americe je zaznamenan v poslednim stoleti
masivni vyskyt zejména ve vodnich nadrzich a tfekach vIowée (Geiser, 1937)
v Alabam¢ (Dendy, 1963), Ohiu (Wood, 1989), Louisian¢ (Everitt, 1975), Texasu
(Neck a Fullington, 1983), Indiané (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
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a dal§im Sifenim druhu v nové vzniklych umélych vodotecich (Neck a Fullington,
1983). V soucasnosti se tento druh podle Opravilova (2005) vyskytuje po celém uzemi
Spojenych statt americkych a Kanady, s vyjimkou velmi chladnych arktickych oblasti
zaznamenan na Uzemi Floridy (Davenport, 1904; Taticchi, 2011) a Guatemaly
(Lacourt, 1968).

V oblasti Asie byl vyskyt potvrzen v Japonsku (Oka, 1891; Mawatari, 1973;
Oda, 1974) a také na uzemi Jizni Korey (Rodriguez a Vergon, 2002). Jo, et al. (2014)
uvadi rozsifeni kolonii bochnatky americké po celé oblasti fek Geum a Nakdong.
Ko, et al. (2019) tuto informaci rozsifil o feky Han a Yeongsan, spolec¢né s n¢kolika
nadrzemi uréenymi pro rybi obsadku, kterou souc¢asn€ zminuje jako zplisob zavleceni
mechovky do SirSich oblasti Jizni Korey. V roce 2005 byl zaznamenan mimo jiné
vyskyt v oblasti provincie Zhejiang v Cing (Wang et al., 2017).

V Evropé byl 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 mista piiléhajici k pivodni
lokalité¢ vyskytu, a to v povodi feky Labe. Konkrétné¢ se jednalo o lokalitu Havel
u Spandau a na vodni plose Tegeler See V blizkosti Berlina. Zaroven s rozsifenim
do téchto mist v povodi feky Labe byl zaznamenan i vyskyt v povodi dalsi velké
Evropské feky, a to Odry. Jednalo se o kolonie ve vodnich nadrzich pobliz mésta
Wroclaw v Polsku (Hrabé, 1935). V roce 1961 byl zaznamenan vyskyt kolonii
nauzemi Velké Britanie a Severniho Irska (Grant a Jones, 2017) a Irska (Wood
a Okamura, 2004).

Jeden z hlavnich sméri Sifeni od piivodniho mista vyskytu byla severo-jizni osa,
tedy dale po velkych fekach a jejich propojeni. Jednd se zejména o dalSi expanzi
do Némecka a Francie prostfednictvim umélého vodniho kanalu spojujiciho tfeky
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 vtémze roce také v Haute — Saone Canal (Territoire de Belfort)
anauzemi regionu Franche-Comté a okolnich okrski (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 Casti samotné feky v blizkosti Nomexy

a Chatel — sur — Moselle (Massard a Geimer, 2008a). Odtud pak doslo k dalsimu
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roz$ifeni do Lucemburska a dalsich ¢asti Beneluxu (Massard, et al., 2013). V letech
1997 az 1999 byly opakovan¢ zaznamenany dal$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
¢ty velkych francouzskych tek, ato Rhony, Saony, Loiry a Seiny (Carroget,
et al.,, 2005; Chabrol, 2016)). Zajimavosti je, ze ipies pomérné¢ rychlé Sifeni
po velkych fekdch smérem k zemim Beneluxu, prvni vyskyt na tizemi Nizozemi
byl zaznamenan az v roce 2003 (Massard a Geimer, 20015).

po povodi feky Dunaje. Vzhledem k faktu, Ze Dunaj protina vice nez polovinu Evropy
a protéka celkovym pocétem deseti stati, je jeji Sifeni zna¢né usnadnéno. Z tohoto
divodu byl vyskyt kolonii zaznamenan v Rakousku (Woss, 2014), Slovensku
(Schwaha a Bauder, 2021), Rumunsku (Lacourt, 1968; Serban, 2014), Chorvatsku
(Koleti¢, etal., 2015), Srbsku (Martinovic-Vitanovic, 2010; Zoric, etal., 2015),
Mad’arsku (Szekeres, etal., 2013), Bulharsku (Todorov, etal., 2020; Trichkova,
et al., 2022) a Ukrajiné¢ (Aleksandrov, et al., 2014). Kromé& samotné feky Dunaje
byl v poslednich letech zaznamenan vyskyt i v povodi feky Dnépru, kam byla podle
vSeho zavle€ena na rybaiském nacini (Afanasyev a Lietytska, 2021). Mimo samotnou
fi¢ni soustavu byly kolonie bochnatky americké zaznamenany na lokalitach jako jsou
Vogézy v severo-vychodni Francii (Rodriguez a Vergon, 2002), v piskovnach
na tzemi Badenska Wiirtenberska (Némecko) (Balounova, et al., 2013) a v jezeru
Eifel (Horter, et al., 2015), v Rakousku (Woss, 2005; Bauer, et al., 2010), Polsku
(Kraepelin, 1887; Kaminski, 1984), Ceské republice (Balounova, etal., 2011;
Balounova, et al., 2007), Svycarsku v jezeru Gruere (Centre Nature Lez Cerlatez,
2010), v jezeru Vissiviere (D'Hondt a Mignot, 2010) a v 2011 v jezeru Rotsee
(OID Kanton Luzern, 2012), aleive vzdalengjsich castech jizni Evropy jako
je Korsika (Notteghem, 1999) a také v jihovychodni a vychodni Evropé¢, konkrétné
v Turecku (Balounova, et al., 2013; Lacourt, 1968). Zajimavosti je, Ze v poslednich
letech se $ifi zpravy o zaznamenanych koloniich i v ramci severni Evropy. Mezi nimi
jsou zpravy 0 vyskytu V jizni oblasti Finska (Vuorio, et al., 2018; Leinonen, et al. 2019;
Seldnpad, 2022), v Litveé (13. Satkauskiene, et al., 2018) a v Rusku, konkrétné
na hranici s Finskem (Vinogradov, 2011) a oblasti Petrohradu (Starunova, et al.,
2021). Mimo zaznamy v odborné literatufe je provozovana mobilni aplikace

a internetova stranka iNaturalist, do které mohou amatérsti pozorovatelé po celém
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svété piidavat zaznamy o nalezech jednotlivych druht, véetné jejich fotodokumentace
a presnych soufadnic nalezu. Diky této aplikaci byl zjistén vyskyt druhu Pectinatella
magnifica i na uzemi Portugalska (povodi feky Douro), Spanélska (feka Augeda),
Ukrajiny (Vyzhorod) a Spojenych Arabskych Emiratd (Jazeerat al Marjan)
(gbif.org,2022). Obrazek 1.6 vyobrazuje svétové rozSifeni kolonii Pectinatella

magnifica.
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Obrazek 1.6: Rozsifeni Pectinatella magnifica

1.7 RozsiFeni Pectinatella magnifica v ramci Ceské republiky

V Ceské republice byl vyskyt Pectinatella magnifica poprvé dolozen v prvni poloving
20. stoleti na nekolika lokalitich povodi Vltavy aLabe, pfesnéji v roce
1922 u Litométic (Schachanowskaja, 1929). Vyskyt byl opakované potvrzovan
Vv pribéhu prvni poloviny minulého stoleti na riznych mistech zminénych povodi
(Hejskova, 1953). Na zacatku 50. let 20. stoleti byla poprvé zaznamenana na Morave
u Brna, ato na Kninecské piehrad€, 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,
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et al., 2005). Dalsi vyskyt byl zaznamenan az v letech 2003 a 2004, kdy byla objevena
Vv piskovnach biosférické rezervace a chranéné krajinné oblasti Ttebonsko a v nadrzi
Zelivka (Opravilova, 2005).

Vyznamnéj$i zpravy o novych vyskytech Pectinatella magnifica se objevily
az po roce 2003, kdy byly kolonie dolozeny na piskovné Cep v blizkosti Luznice
ahned v nésledujicim roce na sousedni piskovné Cep II (Setlikova, et al., 2005).
Od té doby dochazi k pravidelnému rozsifovani v priabéhu jednotlivych let na dalsi
nadrze jako je v roce 2005 rybnik Podiezansky, 2006 rybnik Hejtman a ptehradni
nadrze Hnévkovice a Orlik. Vroce 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 pomé&rné
jednoduSe vysvétlitelné diky propojeni rybni¢nich soustav vodnimi cestami
a také rozsahlou tézbou pisku (Balounova, et al., 2007), byl nezavisle vyskyt
zaznamenan u Mélnika nafece Labi ataké na vodni nadrzi Zelivka (Setlikova,

etal., 2013).

1.8 Moznosti studia genetické diverzity

Studium genetické diverzity je jednim z aspektt ditleZitych pro ochranu a zachovavani
biologické rozmanitosti, ktera je nezbytnou pro zachovani Zivota na Zemi, a z tohoto
diivodu je zahrnuta v Umluvé o biologické rozmanitosti (Slatkin, 1977). Piestoze
je geneticka diverzita nedilnou soucasti biologické rozmanitosti, stale patii mezi jeji
mén¢ znamé prvky a je tak i nejméné chranénd. Geneticka diverzita je uvadéna jako
pfirozend  zésobdrna  variabilnich  genotypi  vyuZitelnych ve  Slechténi
a biotechnologiich (Laikre, et al., 2010).

Pro ochranu genetické diverzity méa hlavni vyznam vyzkum vztahi mezi
konkrétnimi jedinci zalozeny na spolehlivém rozliSeni jejich podobnosti. Mizeme
tak stanovit lokalni tok genti, migraci nebo populaéni strukturu. Tyto jevy jsou
Vv tésném vztahu k pocetnosti populaci a jejim zménam v ¢ase (Kate a Laird, 1999).
Obecné rozliSujeme tii zakladni vrstvy biologické rozmanitosti. Jedna se o diverzitu
na urovni genu (genetickd diverzita), druhi (druhovad diverzita) a ekosystémi
(ekologicka diverzita) (Mendel, et al., 2008).

Zdrojem genetické rozmanitosti jsou dédicné vlohy obsazené v genotypu (Roudna
a Dotlacil, 2007). Pro pteziti jednotlivych populaci a druhti je velmi nutna schopnost

adaptovat se novym podminkdm prostfedi. Nezbytnym piedpokladem adaptivni
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odpovédi je geneticka variabilita (Nei, et al., 1975). Jakékoliv naruseni této variability
jednoznacné snizuje schopnost populace prizpiisobit se novym podminkam. Geneticka
diverzita tak vytvari zakladnu pro vyssi arovné biodiverzity (Laikre, etal., 2010).
Cast&ji napt. k piibuzenskému ktizeni (Kate a Laird, 1999).

Geneticka diverzita je v piirod€ uspotfaddana hierarchicky. Na nejvys$si urovni lezi
diverzita jednotlivych populaci, druhii ¢i vyssich taxont. Na nizsi trovni stoji potom
mezipopulacni vnitrodruhové rozdily oznaCované také jako populacni struktura
v ramci druhu (Rasmusson a Phillips, 1997). Na jesté niz8i Grovni potom nalézame
genetickou diverzitu v rdmci populace. Pro jeji ochranu ma hlavni vyznam vyzkum
vztahti mezi konkrétnimi jedinci (Slatkin, 1987). Muzeme tak stanovit lokalni tok
gent, migraci nebo populac¢ni strukturu (Hudson, et al., 1992). V praxi slouzi
individudlni uroven genetické diverzity na ptiklad pro zjisténi piibuzenskych vztaha
Vv jednotlivych skupinach a populacich nebo pro zjisténi podstaty rozmnozovaci
strategie (Kate a Laird, 1999). V ptipad¢, Ze se jedna o druhy s vysokou piibuznosti
jednotlivych jedincii, mize byt genetickd diverzita zaloZena na rozdilech nékolika
unikatnich alel (Slatkin, 1985).

Nastrojem pro studium genetické diverzity je analyza genomu. Genom nemiizeme
chépat pouze jako kontinudlni sekvenci sériového kdédu pro produkcei proteinu.
V genomu je velké mnoZstvi sekvenci, které nejsou geny, a proto nekoduji proteiny
(Srsen a Srsnova, 2000). U prokaryot slouzi vétSina DNA ke genové expresi,
u eukaryot ma vétsina DNA negenovou funkci, ktera se podili predev§im na regulaci
(Church a Gilbert, 1984). Obsahuje nahodné opakujici se sekvence, které mohou
poslouzit k identifikaci nositele (Campbell a Markl, 1997). K identifikaci genetické
diverzity mtize byt vyuzita i kodujici ¢ast genomu, tzv. genofor. U prokaryot se jedna
0 jeden chromozom a plazmidy, u eukaryot jde o jaderné a mimo jaderné chromozomy
(mitochondrie, chloroplasty) a ztidka také plazmidy (Kapitonov a Jurka, 2006).

Koédujici 1 nekodujici ¢asti genomu slouZi jako ndstroj pro identifikaci druht
I jednotlivych organismi. K tomuto ucelu byly vyvinuty techniky identifikace

oznacované jako molekularni markery (O’Malley a Whetten, R., 1997).

28



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

markert je mozné roztiidit do nékolika kategorii (Avise, 2012).

1.9.1 Techniky zaloZené na hybridizaci bez PCR reakce
Jedna se o techniky pfedstavujici nejstar$i skupinu molekuldrnich markert.
Tato technika byla pouzivana jiz v poc¢atcich 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 $tépeni DNA pomoci endonuklearnich restriktaz, separaci restrikénich
fragmenti pomoci elektroforézy a hybridizaci se specifickou sondou. Tato sonda
ma podobu palindromt (Peng, et al., 1994). Hybridizovany produkt je nasledné

analyzovan pomoci Southernova pirenosu (Avise, 2012).

1.9.2 Techniky zaloZené na PCR reakci za pouZziti univerzalnich primeri
Tyto amplifika¢ni metody zahrnuji vSechny PCR techniky, které k amplifikaci
DNA produkti pouzivaji primery o nahodné sekvenci (Karp a Edwards, 1997).
Pro vSechny tyto metody neni nutné znat cilové sekvence DNA fragmentti. OdliSnost
jednotlivych metod je v délce a sekvenci pouzitych primert, piisnosti PCR podminek
a detekci fragmentd (Higuchi, et al., 1993).

Mezi tyto metody zatazujeme piedevs§im RAPD analyzu (Powell, et al., 1996).
Random Amplified Polymorphic DNA piedstavuje techniku, pfi které jsou jako primery
pouzivame kratké nahodné hexamery az dekamery (Hadrys, et al., 1992). V tomto
ptipade je pouzivan pouze jeden primer, ktery naseda na protibéznych fetézcich DNA.
Amplifikované produkty jsou separovany na agarézovém gelu za pfitomnosti ethidium
bromidu 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). Pfi téchto
postupech jsou k separaci amplifikovanych produkti pouzivany polyakrylamidové
gely (Powell, et al., 1996).

Vedle RAPD analyzy existuje i druha skupina metod, a to tzv. semiarbitrary
primery (Caetano-Anollés, et al., 1991), které jsou komplementarni k adaptorim

(Rademaker, et al., 1997). Primery vyuzivajici sekvence rozpoznavané restrikénimi
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endonukleazami tvoti zaklad techniky Amplified Fragment Length Polymorphism
(AFLP), jejiz podstatou je rozstépeni studované DNA dvéma restrikénimi enzymy
(Vos, et al., 1995), naligovani adaptoru 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).
1.9.3 Amplifikace cilovych sekvenci

Nevyhodu metod zalozenych na pouziti primerd o ndhodném potadi nukleotidii
je nedostatek znalosti o charakteru markert ve smyslu dominance a ve smyslu pievodu
alel do lokusu (Powel, et al. 1996). Tyto problémy jsou piekonany pomoci
PCR zaméiené na specifické single-lokusy, pro které je nezbytna znalost cilovych
sekvenci nebo sekvenci ohranicujicich cilovou oblast (Karp a Edwards, 1997).

Jestlize jsou SSR lokusy klonovany a sekvenovany, potom také mohou byt
navrzeny primery pro amplifikaci mikrosatelitovych lokusi STMS. Ty jsou obvykle
oznacovany jako SSR markery (Powell, et al., 1996). Kazdy par primert identifikuje
single-lokus, ktery diky vysoké proménlivosti SSR lokusi miZze mit mnoho alel
(Waeschenbach, et al., 2009).

Dalsi metodou, ktera je hojné vyuzivana je technika Inter Simple Sequence Repeat
(Hartl a Clarck, 1997). Tato technika je zalozena na odhalovani polymorfismu
Vv oblastech ohrani¢enych mikrosatelity (SSR) (Pradeep Reddy, et al., 2002), kde jako
primer slouzi mikrosatelitova sekvence 1-4 repetitivné se opakujicich nukleotidt
(Bornet a Branchard, 2001).

Pfi metod€ PCR-RFLP jsou pomoci PCR amplifikované fragmenty DNA §tépeny
restrikénimi enzymy. To vede k odhaleni polymorfismu restrikénich mist (Rademaker,
etal., 1997).

1.10 Techniky identifikace produktii molekularnich markeru

Pro kazdy molekularni marker existuje vhodna metoda, kterd je pouzivana
pro vyhodnoceni ziskanych vysledkt (Ouellette a Baxevanis, 2001). V ptipadé technik
zalozenych na hybridizaci, jsou ziskané fragmenty DNA separovany pomoci gelové
elektroforézy (Gilbert a Feigon, 1999). Denaturovana DNA je nasledné ptfenesena
na nitrocelulozovou ¢i nylonovou membranu, ktera je piilozena ke gelu
se separovanymi molekulami, které jsou béhem nebo po pienosu denaturovany.
Ziskany produkt je oznafen sondou, odhalujici poZzadované fragmenty. Fragmenty,

které se sesondou nespoji, zlstanou pifi ndsledném vyhodnoceni neviditelné
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(Marcadet, etal., 1989). Takto ziskané¢ fragmenty jsou pozd&ji exponovany
na fotograficky papir, ze kterého jsou odecteny vysledky hybridizace (Tanksley,
etal., 1989).

Pro vétSinu molekularnich markert je jako technika analyzy produktu pouzivana
elektoforéza za pouziti agarozového nebo polyakryamidového gelu (Brown, 2007).
Vyuziti agarozového gelu umoziuje rychlou a snadnou separaci produkti PCR,
kdy separa¢ni schopnost gelu je ur¢ena jeho hustotou, a tim i velikosti port, kterymi
jsou fragmenty pienaseny (Lee, et al., 2012).

Vsechny techniky gelové elektroforézy jsou nasledné¢ exponovany
pod UV svétlem a produkt separace je vizualizovan (Bier, 2013).

Jako stale vice se rozsifujici technikou analyzy produktti molekulédrnich markeri
se pouzivaji technologie zalozené na kapilarni elektroforéze pomoci sekvena¢nich
piistroji (Grossman a Colburn, 2012). Tyto technologie umoziuji rychlé a piesné
vyhodnoceni ziskanych produktd, diky pouziti specidlné¢ oznaceného strojove
¢itelného primeru, ktery rovnou vyhodnocuje ziskany produkt a prevadi vysledky

elektroforézy do digitalni podoby (Harstad, et al., 2016).
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2 Cile prace

Hlavnim cilem prace bylo stanovit genetickou diverzitu kolonii Pectinatella magnifica
nauzemi Ceské republiky. Kromé hlavniho cile, byly stanoveny cile vedlejsi,
a to monitoring pribézného stavu kolonii mechovky na vodnich nadrzich, stanoveni
vlivu délky skladovani odebranych vzorkii na mnoZzstvi a kvalitu DNA a stanoveni
vlivu mrazu na mnozstvi a kvalitu DNA u studovanych vzorkd.

Hlavni hypotézou bylo, Ze celkova genetickd diverzita kolonii Pectinatella
magnifica bude celkov¢ velmi nizka, vzhledem k pfevazujicimu klonalnimu zptsobu
rozmnozovani.

Dalsi hypotézy byly metodického charakteru a tykaly se vlivu staii a zpisobu
uchovani vzorku na kvalitu/kvantitu DNA, se kterou bylo pracovano. Vzhledem
K uchovavani vzorku v fizenych podminkach pii-20°C bez opakovaného
zamrazovani a rozmrazovani, které by mohlo vzorek poskodit, byla stanovena
hypotéza, ze by délka zamrazeni vzorku neméla vyznamné ovliviiovat vytéznost DNA.

Jako tieti hypotéza byl zvolen vliv kratkodobého zamrazeni vzorku na vytéznost
DNA. Vzhledem k piedpokladu, ze uchovavani vzorku v tizenych podminkach -20 °C
nebude vyrazn¢ ovliviiovat vytéznost DNA, byl stanoven piedpoklad,
ze pti kratkodobém zmrazeni kolonie Pectinatella magnifica nebude ovlivnéno

mnozstvi ani kvalita vytézené DNA.
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3 Metodika

Experimentalni ¢ast disertacni prace vychazela z metodiky vypracované béhem
pfedchozi diplomové prace na téma Studium genetické diverzity kolonii druhu
Pectinatella magnifica. Zivo¢isny material pouZity pro diplomovou praci byl opétovné
vyuzit 1 V pokusech urcenych pro disertacni praci, kde plnil ucel referencnich vzorki,
pro ovéteni spravnosti ziskanych vysledki. VéEtSina pouzitych vzorkt byla odebrana
nauzemi JihoCeského kraje, se zvladStnim zaméfenim na CHKO Tteboisko,
kde dochazi k dlouhodobému pravidelnému monitoringu druhu Pectinatella
magpnifica.

3.1 Material

Materidl pro potieby disertacni prace byl odebran na uzemi Jihoceského kraje.
Z tohoto ditvodu byly v nasledujici kapitole podrobné rozebrany ptirodni podminky

spolu s hlavnimi hospodaiskymi faktory, které mohou ptirodni podminky ovliviiovat.

3.1.1 Charakteristika Jiho¢eského kraje
Rozloha Jihoceského kraje je 1 005 800 ha, coz ¢ini zhruba 12,8 % rozlohy Ceské
republiky. V JihoCeském kraji zije okolo 637.047 obyvatel o hustoté
zalidnéni piiblizn€ 64 obyvatel na km? (czs0.cz). Administrativné je tizemi rozdéleno
do 7 okrest: Ceské Budgjovice, Cesky Krumlov, Jindfichiv Hradec, Pisek, Prachatice,
Strakonice a Téabor (Jetabek, 1999).

JihoCesky kraj spada z geomorfologického hlediska do Hercynského systému,
provincie Ceska vysodina. Tato provincie je rozdélena na uzemi Jihoteského kraje
na dvé hlavni soustavy — Sumavskou a Ceskomoravskou (Svoboda, 1964). Sumavska
soustava je tvofena pouze podsoustavou Sumavska hornatina, zatimco v ramci
Ceskomoravské soustavy se dale nachazi tii podsoustavy, a to Stiedodeskd
pahorkatina, Ceskomoravské vrchovina a Jihoéeské panve, kdy priméma nadmotska
vySka se pohybuje okolo 400 m n. m. (Bina a Demek, 2012). Tiebonska panev, ktera
je hlavnim zdrojem genetického materialu pro potieby disertacni prace, se rozprostira
Vv okoli mésta Tiebon¢. Jeji izemi zasahuje na jihovychodé¢ az k hranici s Rakouskem,
severné zasahuje k Sobéslavi a Bechyni (Demek, 1965).

Skalni podklad jihoceské oblasti tvofi pfedevS§im krystalinikum moldanubika.
Charakteristickd je predevSim jeho pomérné slozitad stavba a velkd rozmanitost.
Nejcast€jsi druhy hornin jsou pararuly a migmatity a dale granulity a ortoruly. V ramci

JihoCeskych panvi se potom nachazi kvartérni sedimenty pfedevSim Stérkopisky
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a cihlarské suroviny (Némec, 2009). V menSim rozsahu jsou zde zastoupeny
I netypické suroviny jako zaruvzdorné a ostatni jily, polodrahokamy (vltaviny,
granaty, opaly...), grafit a vzacné kovy jako stiibro ¢i zlato (Svoboda a Benes, 1964).
Z hlediska pad jsou Jizni Cechy velmi pestré. Nachéazi se zde zastupci témét viech
pudnich typt, s pfevahou riznych variant kambizemé¢ (Némec, 2001). V horskych
a podhorskych oblastech potom pievazuji gleje, pseudogleje a podzoly. Okolo fek,
V jejich udolnich nivach, se nachazi rizné druhy fluvizemi (Kozak a Némecek, 2009).

JihoCesky kraj ma podnebi prechodného stiedoevropského typu, se stiidavym
vlivem oceanu na zapad¢ a pevniny na vychod¢, se znaénym vlivem mistnich pomé&ra.
Vyznamnou ulohu mé zv1asté expozice terénu vici prevladajicimu proudéni vzduchu
(Pokorny a Kucerova, 2000). Podle klasifikace klimatickych oblasti spada vétSina
uzemi JihoCeského kraje do mirné teplé a mirn€ vlhké nebo vlhké oblasti, ktera
v nadmotskych vyskach kolem 750 m ptechazi v mirné€ chladnou oblast (Quitt, 1971).
zde prameni a protéka izemim kraje od jihu na sever. Krom malych potokt jsou
nejvyznamnéjSimi pritoky na uzemi kraje z pravé strany MalSe a LuZnice,
nejvyznamnéj$imi levostrannymi piitoky jsou pak Otava a Blanice. Tato pfirozena
kostra vodnich tokd je doplnéna 0 umélé stavby vodnich kanalt. Na Trebonisku
se jednd o dvé nejzndm¢éjsi vodni cesty, Zlatou stoku a Novou feku, a v horském terénu
Sumavy tzv. Schwarzenbersky a Vchynicko — Tetovsky plavebni kanal (Culek
a Grulich, 2010).

Na tzemi JihoCeského kraje se také nachézi velké mnozstvi vodnich nadrzi,
Z nichZz pouze jedind nadrz ma pfirozeny piivod, a to PleSné jezero ledovcového
puvodu s rozlohou 7,48 ha, zatimco ostatni vodni nadrze jsou produktem lidské
¢innosti (Hefmanova, 2012). Mezi umélé vodni nadrze patii pfedev§sim nékolik
velkoplo$nych piehradnich nadrzi na Vltavé ale 1 na menSich vodnich tocich.
K nejvétsim se tadi ¢ast Vltavské kaskady, sklddajici se z vodniho dila Lipno |
a Lipno 11, Hnévkovice, Kotensko a Orlik. Na uzemi Jihoc¢eského kraje se pak nachazi
jesté diilezita vodarenska nadrz Rimov na fece Malsi a vodni nadrz Husinec regulujici
tok Blanice. Charakteristickym rysem krajinného razu jiznich Cech jsou pak rozsahlé
plochy umélych vodnich nadrzi rybni¢niho typu (Hule, 2003). Rybniky jsou
uspotradany do nékolika nezavislych soustav, a to Tiebonské (393 rybnikd nad 1 ha),
Jindfichohradecké (437 rybniki nad 1 ha), Hlubocké (264 rybnikd nad 1 ha),
Novohradské (141 rybnikd nad 1 ha), Blatenské (375 rybniki nad 1 ha) a Taborské

34



(316 rybnikl nad 1 ha). Mezi nejvétsi rybniky dle vymeéry patii v Jiho¢eském kraji
Rozmberk (489 ha), Horusicky rybnik (416 ha), Bezdrev (394 ha), Dvofisté (337 ha),
Velky Tisy (317 ha), Zablatsky rybnik (305 ha), Dehtaf (246 ha), Stankovsky
rybnik (241 ha), Velka Holna (230 ha) a Svét (201,5 ha) (Némec, 2006).

Horské casti Jiho¢eského kraje s mélkymi a malo uzivnymi pidami a drsnéjSim
razem klimatu patii do oblasti pomémé chudé hercynské kvéteny. Pro nizsi polohy
Vv oblastech JihocCeskych panvi jsou charakteristickd raselinist¢ (blata), mokiady
a louky, lemujici biehy rybnikti. Na blata ¢asto navazuji sussi borové lesy s boruvkou
a viesem v podrostu (Neuhéuslova, 1998). Lesy v jihoceskych panvich byly ptirozené
dubové a jedlové, dnes jsou vSak ve velké mife rovnéz nahrazeny monokulturami
smrku a borovice. Lesni porosty obecné pokryvaji v soucasné dobé témét 40 %
celkové plochy Jihoceského kraje (Culek, 1996).

Na uzemi Jiho¢eského kraje jsou vymezeny vSechny typy zvlasté¢ chranénych
uzemi podle zakona 114/1991 Sbh. O ochrané ptirody a krajiny, ve znéni pozdéjsich
izemim je pak na tzemi Jihoteského kraje Narodni park Sumava, ktery
je zde vymezen od roku 1991. Jedni se o nejvétsi narodni park Ceské republiky,
s rozlohou na uzemi JihoCeského kraje 34. 294 ha (celkova rozloha 68. 064 ha), ktery
tvoii cca 3,41 % jeho tizemi. V zajmovém Uzemi jsou dale vyhlaSeny tfi chranéné
krajinné oblasti (16,36 % tUzemi kraje, 164.543 ha), a to CHKO Sumava,
CHKO Tieboiisko a CHKO Blansky les. Na uzemi JihoCeského kraje je rovnéz
vymezeno 12 narodnich pfirodnich rezervaci (0,36 % tGzemi kraje, 3. 625 ha),
11 narodnich pfirodnich pamatek (0,07 % tizemi kraje, 682 ha), 100 ptirodnich
rezervaci (0,48 % uzemi kraje, 4. 829 ha), 180 pfirodnich pamatek (0,51 % tzemi
kraje, 5. 139 ha), 69 evropsky vyznamnych lokalit (16,08 % uzemi kraje, 161. 677 ha)
a 7 ptacich oblasti (14,78 % tizemi kraje, 148. 665 ha). V souvislosti s ptistupem CR
do Evropské unie byla vymezena soustava chranénych uzemi NATURA 2000 (Vorel,
2009).

Vyznamnou roli hraje VJihoCeském kraji zemé&délska prvovyroba,
kde je zaméstnano témét 9 % ekonomicky aktivniho obyvatelstva kraje (druhé nejvétsi
procento v ramci Ceské republiky). Zemédélstvi se tradiéné orientuje na rostlinnou
vyrobu v podobé péstovani obilovin (pSenice, je¢men), olejnin (fepka olejka), a ovoce
(tfesné, jablka, rybiz). Z Zivocisné produkce je pak vyznamny chov skotu (v soucasné

dobé pfevdzné masnych plemen), dribeze (chov Ceské husy na Novych Hradech)
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a prasat. Dlouholetou tradici ma v JihoCeském kraji rybnikatstvi. Produkce ryb
pokryva vice jak polovinu vSech ryb vyprodukovanych ro¢n¢ v radmci celé republiky
(Tlapak, et al., 1992). Z pohledu za¢lenéni do vyrobnich oblasti se izemi Jiho¢eského
kraje podle Némec (2001) zatazovalo az do roku 2003 do vyrobni oblasti picninaiské,
bramborarské a obilnarské. V soucasné dobé (po roce 2003) spadé jizni ¢ast uzemi
do vyrobni oblasti horské a severni ¢ast kraje do vyrobni oblasti bramboraiské (Perlin,

etal., 2010).

3.1.2 Seznam studovanych lokalit
Vzorky potiebné pro genetické analyzy byly odebrany na 23 lokalitach, z nichz 6 bylo
sledovano dlouhodobé s pravidelnymi odbéry vzorki jiz od roku 2014 a zbytek byl
odebiran nahodné, dle vyskytu narostlych kolonii. Mezi pokusnym materialem
se nachazeji 3 vzorky ziskané ze zahranici, konkrétné z USA, Chorvatska a Finska.
Pro tvorbu map, vyobrazujicich jednotlivé lokality byly pouzit program Gis Pro.

Na obrazku 3.1 je vyobrazena mapa celkové studované oblasti jiznich Cech.
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Flil Pravidelné sledovani
i Zpracoval Ing. Vendula Moravcova
e\ - = metry Podklad: ZM 1:10 000 CUZK
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Soufadny systém: S-JTSK Krovak EastNorth

Obrazek 3.1: Mapa lokalit jizni Cechy
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Tabulka 3.1: Seznam lokalit s odbérem vzorki druhu Pectinatella magnifica

Seznam lokalit s odbérem vzorki Pectinatella magnifica

L okalita Pocet Pravidelny Néhodny | Zahrani¢ni
vzorkd odbér odbér vzorek
Bechyné 7 d
Cepl 15 ¢
Ceské Budgjovice 5 d
Dobronice 5 ¢
Finsko 1 ¢
Hejtman 22 d
Hluboka nad Vltavou 5 ¢
Chorvatsko 1 ¢
Kaclezsky 5 ¢
Komarov 5 i
Kofensko 20 i
Lipno | 12 ¢
Neznasov 5 i
Novy Hospodar 14 i
Novy Kanclif 23 d
Nuzice 5 ¢
Podtezansky 24 ¢
Stankovsky 22 d
USA 1 d
Vapensky 9 ¢
Veseli | 24 i
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Vikov 21 b

Vydymag¢ 19 d

3.2 Metody

3.2.1 Zpisob sbéru vzorku Pectinatella magnifica
Na stanovenych lokalitdich byly vytipovany plochy, na kterych rostlo dostate¢né
mnozstvi pobieznich rostlin, zejména vrb, které maji sklon tvofit previsy vétvi, které
jsou nasledné ponotfeny pod vodni hladinu, a tvofi tak idealni substrat pro uchyceni
jedinct mechovci, kteti davaji zaklad budoucim koloniim. V pfipadé lokalit, které
byly sledovany jiz diive jako soucast projektu GACR P503/12/0337 Invazni
mechovka Pectinatella magnifica v Ceské republice: jeji biologie a sekundérni
metabolity, byla zvolena odbérova mista v navaznosti na tento projekt. Na téchto
lokalitach bylo provadéno prubézné pozorovani stavu populace Pectinatella magnifica
po celou vegetacni sezonu. Béhem samotného odbéru biologického materidlu byl
zhodnocen celkovy vyskyt kolonii, jejich mnozstvi, hmotnost, velikost a celkovy stav.
Tyto parametry byly nasledné pouzity pro vyhodnoceni vyvoje vyskytu invazniho
druhu Pectinatella magnifica v zavislosti na vyvoji pocasi, zejména na vlivu teplot
a mnozstvi srazek béhem letni sezony.

Z odebranych kolonii byly zvoleny takové, které jiz byly ve fazi uvoliovani
statoblastil, a byly tak vhodné pro genetické analyzy druhu Pectinatella magnifica.
V piipadé, Ze se v dané obdobi na dané lokalité takové kolonie nenachazely, byly
odebrany vzorky nezralych kolonii. Odbér vzorkil urenych pro genetické analyzy byl
proveden sbérem kolonii rostlych na jednotlivych lokalitach a seskrabnutim povrchové
vrstvy, obsahujici smés zooidu a statoblastd (Pfiloha 1). Seskrabnuté vzorky byly
nasledné rozdéleny do mikrozkumavek o objemu 1,5 ml nebo 2 ml, a doplnény vodou.

Takto odebrané vzorky byly uchovavany pii -20 °C az do dal§iho zpracovani.
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3.2.2 Vyhodnoceni vyvoje vyskytu Pectinatella magnifica

Na zakladé dat, ziskanych terénnim pozorovanim na lokalitach s pravidelnym
sledovanim byl sledovan vyvoj kolonii druhu Pectinatella magnifica. Zejména
se jednalo o zmény v nastupu vegetacniho obdobi, zmény ve velikosti kolonii, v dobé
dozravani kolonii a v dob¢ utlumu jejich rtstu. Kromé pravidelného pozorovani
kolonii byl zjistén pribéh pocasi na studované lokalit¢ Trebonsko. Na zakladé
pravidelného pozorovani bylo stanoveno zastoupeni kolonii Pectinatella magnifica
Vv oblasti Tteboniska. Hodnoceni bylo provedeno v obdobi mezi ¢ervnem a zaii v letech
2014-2021, kdy celd sezona byla hodnocena 100 % a pro jednotlivé mésice bylo
pfifazeno procento, které reprezentovalo pomérnou ¢ast vyskytu kolonii Pectinatella
magnifica vici celé sezoné.

Udaje pro stanoveni priib&hu podasi byly ziskany 2z portalu CHMU
(www.chmi.cz), kde jsou k dispozici data od roku 1961 az po rok 2021. Pro potieby
disertacni prace byly zvoleny udaje z meteorologické stanice Tiebonn Luznice,
konkrétné pribéh teplot a srazek béhem vegetaéni sezony 2014-2021, kdy dochazelo
k odbérim vzorki Pectinatella magnifica pro studium stavu a priabéhu vyvoje kolonii
Vv oblasti CHKO a BR Ttebonsko. Vzhledem ke studiu stavu kolonii béhem hlavni
vegetani sezony byly meteorologické udaje sebrany za obdobi Cervna az zafi.
Pro stanoveni pribéhu pocasi béhem vegetacnich sezon byla pouZita primérna
mésicni teplota, maximalni mési¢ni teploty, mésicni thrny srazek a celkovy pocet dnd,
ve kterych prselo.

Potfebné hodnoty jsou méfeny na meteorologické stanici, a to denné.
Pro stanoveni primérné denni teploty jsou provadény ctyii méfeni, a to v 7, 14, 21
s opakovanym méfenim v 21 hodin. Tyto naméfené hodnoty se nasledné zpriméruji.
Diky znalosti primérnych dennich teplot pak bylo mozné stanovit primérné mésicni
teploty za jednotliva studovana obdobi. Pro stanoveni pribéhu srazek a poctu dni
bez srazek jsou k dispozici rovnéz denni hodnoty, které jsou stanovovany
meteorologickou stanici jednou za 24 hodin, a které byly pouZity jako data
pro stanoveni prib&hu primérnych mési¢nich srazek na lokalit¢ béhem sledovanych
obdobi. Zjisténé meteorologické udaje byly korelovany s urovni vyskytu kolonii
Pectinatella magnifica.

K tomuto ucelu byl pouzit statisticky program STATISTICA 12.0. Vysledky
ziskané v programu STATISTICA byly dale prevedeny do programu Microsoft Excel,
kde byly vytvoreny vysledné grafy.
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Obrazek 3.2 znézornuje lokalizaci meteorologické stanice Tiebon-LuZnice a jeji

pozice vuci studovanym vodnim nadrzim.
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] 0 1500 3000 6000 9000 12000 Soufadny systém: S-JTSK Krovak EastNorth

Obrazek 3.2: Pozice meteorologické stanice Tiebon-LuZnice

3.2.3 Priprava vzorku Pectinatella magnifica pro genetické analyzy
Vzorky odebrané pro genetické analyzy byly v laboratornich podminkach vyjmuty
z odbérnych mikrozkumavek a pod binokularni lupou umistény na Petriho misku
(Ptiloha 2), kde byly za pomoci laboratorni $pachtle, jehly a jemného §tétecku o€istény
od kontaminant v podobé gelové matrix druhu Pectinatella magnifica, fas, sinic
¢i zastupcu zooplanktonu (Ptiloha 3). Takto ptipravené vzorky Pectinatella magnifica
byly umistény do Cistych mikrozkumavek, doplnény destilovanou vodou a uskladnény
v —20 °C.

Pfed samotnou izolaci DNA byly vzorky vyjmuty z mrazaku a ponechany

pii pokojové teploté, dokud plné€ neroztily a nebyly pfipraveny pro dal§i pouziti.
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Po roztati veskerého ledu byly po dobu 30 sekund centrifugovany pii 1 000 rpm,
aby se vzorky zachytily na dné zkumavky a bylo snazsi odebrat potiebné mnozstvi
materialu. Proizolaci DNA byla pouzita navazka 1 mg vzorku, coz je mnozstvi

odpovidajici cca 20 statoblasttim.

3.24 lzolace DNA
DNA vzorki o piipravené navazce cca 1mg byla izolovany pomoci metody izola¢ni
techniky vyuzivajici CTAB-PVP. Podrobny protokol této izolacni techniky
je dostupny v publikaci Metodika detekce a molekularni selekce auto
inkompatibilnich linii fepky (Brassica napus L.) (Curn, et al., 2012). Tato metoda byla
zvolena na zakladé série pokust zpracovanych v piedeslé diplomové praci, kdy byly
srovnavany techniky izolace pomoci techniky CTAB-PVP a izolace izola¢nimi kyty
DNeasy Plant Mini (QIAGEN) a Nucleo Spin (Marcherey-Nagel). Metoda izolace
pomoci CTAB-PVP se béhem téchto pokust ukédzala jako nejefektivnéjsi. Podrobny
vysledek srovnani téchto izolacnich metod je knalezeni v kapitole Ptilohy
(Ptiloha 4-6).

Protokol izolace CTAB-PVP dava dvé moznosti media pro rozpusténi ziskané
DNA. Prvni moznosti je sterilni H»O, druhou moznosti je roztok pufru 1xTE. Jako
medium pro vzorky ziskané béhem izolace DNA byl zvolen pufr 1xTE.

3.2.5 Analyza izolované DNA
DNA potiebna pro popula¢ni analyzy musi spliovat kritéria jak z hlediska
dostatecného mnozstvi, ale musi mit i odpovidajici kvalitu. Z tohoto divodu byly
izolované vzorky podrobeny analyze, ktera méla za tikol stanovit mnozstvi a Cistotu
vytéZzené DNA.

Prvni technikou, kterd byla vyuZzivana okamzité po provedené izolaci, byla
analyza pomoci spektrofotometru BioSpec Nano (SHIMADZU, Obrazek 3.3). Tento
analyzator stanovuje mnozstvi a Cistotu DNA v roztoku 1 ulvzorku za pomaoci
spektrofotometrie, ¢imz dava rychly a dostateéné kvalitni vysledek a soucasné Setii
vzorek z hlediska spotfebovaného objemu.

Jako slepy vzorek pro spektrofotometrickou analyzu musi byt vzdy pouzito stejné
medium jako pro rozpusténi ziskané DNA, v tomto pfipad¢ byl pouzit pufr 1xTE.
Béhem samotného nanaseni vzorku je nutné klast zvlastni diraz na pouziti dobie
promichaného vzorku bez mikro bublin a soucasné¢ se vyhnout jakémukoliv kontaktu

mezi $pickou pipety a nanaSecim mistem spektrofotometru.
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Obrazek 3.3: Spektrofotometr BioSpec Nano (THERMO SCIENTIFIC, 2015)

Spektrofotometr BioSpec Nano udava vysledky méteni v ng/ul pro mnozstvi
ziskané DNA a v hodnotach OD 260/280 a OD 260/230 pro cistotu DNA.
Tyto hodnoty byly stanoveny pfistrojem, kdy se jednd o poméry absorbanci OD 260,
OD 280, OD 230 a OD 320 namé&tenych pfi optické vzdalenosti 0,209 mm.

Pro vzorky, u nichz nebyly nalezeny dospélé kolonie, které by byly schopny
vypoustét zralé statoblasty bylo ndsledné ovéteno, zda se jednd o DNA druhu
Pectinatella magnifica za pomoci druhové specifického primeru pro oblast kodujici
cast useku genu 28S rRNA. Tyto primery byly navrZzeny na zakladé informaci
dostupnych v GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/).

Pro analyzu 28S rRNA byla pfipravena reakce PCR dle nasledujicich parametri.

PCR mix:

1x master Mix 10 pl
PCR H.0 7 ul
0,5 uM 28S-F 1ul
(CTTTTCAGCCAAGCACATGA)

0,5 uM 28S-R 1ul
(AAACCTCGCGTAGAGCAAAA)

DNA 1ul
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Nastaveni reakce PCR:

1. 95 °C 5 min

2. 95 °C 30 sek

3. 60 °C 1 min

4. 72 °C 1,5 min

Krok 2-4 opakovat 35x

5. 72°C 10 min

6. 4°C 00

Vysledky PCR reakce byly vyhodnoceny na 3 % agarézovém gelu po dobu
1,5 hodiny pfi napéti 150 V.
3.2.6 Analyza vlivu stari pouZzitého vzorku na DNA

Béhem zpracovani ptredeslé diplomové prace se u izolovanych vzorkid projevoval
vyrazny vliv stafi studovaného vzorku na mnozstvi vytézené DNA a soucasné i na jeji
kvalitu. Z tohoto diivodu bylo béhem izolaci DNA sledovano, jak se tato vlastnost
projevi na studovanych vzorcich. Pro analyzy genetické struktury populace
Pectinatella magnifica byly pouzity vzorky o staii <I rok, které byly izolovany
neprodlené po odbéru, az po vzorky starsi 5 let (stafi 5, 6, 7, 9, 10). Mé&fené vzorky
byly rozdéleny do kategorii, vzorky mladsi 1 roku (<1), jednoleté, dvouleté, tfileté,
Ctytleté a starSi péti let (>5). U jednotlivych kategorii bylo stanoveno primérné
mnozstvi ziskané DNA a jeji primé&rna Cistota, na zédkladé hodnot ziskanych pomoci
spektrofotometru BioSpec Nano. Na zakladé téchto dat byl vyhodnocen vliv stafi

vzorku na mnozZstvi a kvalitu vytéZené DNA.

3.2.7 VIliv zmrazZeni vzorku na kvalitu a mnoZstvi DNA
Vzhledem Kk vysledkiim analyzy vlivu stafi vzorku na kvalitu a mnozstvi vytézené
DNA byl dodateéné navrZzen experiment, ktery mél za kol stanovit vliv mrazu
na mnozstvi a kvalitu DNA. K tomuto experimentu byly pouzity vyhradné zralé
statoblasty druhu Pectinatella magnifica, odebrané na lokalité piskovna Veseli I.
Tato lokalita byla zvolena pro dostate¢né mnozstvi kolonii, které¢ mohly uvolnit zna¢né
mnozstvi statoblastli, které mohly nasledn¢ ptfezimovat, a soucasné¢ je zde dobry
pfistup k vode¢.

Béhem letni sezony, konkrétné v ¢ervenci 2021, byly odebrany zralé statoblasty
kolonii Pectinatella magnifica. Cast tdchto statoblastil byla izolovana ihned po odbéru

a zbyla cast byla uskladnéna v —20 °C do nasledujiciho roku. Na zacatku nasledujici
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sezony, Vv dobé¢, kdy ze statoblastii z predeslého roku vznikaji novi jedinci, obdobi
kvéten-Cerven, byly na zvolené lokalit¢ odebrany statoblasty, které se nachdzeji
ve velkych shlucich (Obrazek 3.4) plovoucich u bfehti vodnich nadrzi, a ty byly
nasledn¢ spolu se vzorky uskladnénymi v —20 °C vyizolovany. Na zdklad¢ dat
ziskanych pomoci spektrofotometru BioSpec Nano byly porovnany vzorky izolované
ihned po odbéru se vzorky uskladnénymi v umélych podminkach pti -20 °C a vzorky
ponechanymi k pfirozenému pfezimovani ve vodni nadrzi a odebranymi

az V nasledujicim roce.

Obrazek 3.4: Shluk statoblasti (Foto: vlastni)

3.2.8 Analyza AFLP
Pro vyhodnoceni genetické diverzity kolonii Pectinatella magnifica byly pouzity
dvé analytické metody. Prvni metodou byla analyza AFLP (Amplified Fragment
Lenght Polymorphism), ktera byla pouzita jiz v diplomové prace, kde byla ovéfena jeji
funkénost vzhledem k faktu, ze se jedna o druh na pokraji zajmu a dosud nebyl jeji
genom plné osekvenovan. Jako druha technika byla zvolena metoda ISSR (Inter
Simple Sequence Repeat), ktera ma pii spravné volbé primeru dobrou vypovidajici
hodnotu.

Analyza AFLP je molekularni marker, ktery je zaloZen na PCR reakci za pouZiti
primerd, rozpoznavajicich sekvence DNA, které byly ptipraveny za pomoci cileného
Stépeni DNA. Ziskané vlakno DNA je naStépeno dvéma restrikénimi endonukleazami
s danou cilovou sekvenci (Vos, et al., 1995). Na takto vytvofené takzvané ,lepivé

konce* jsou naligovany adaptory a nasledn¢ je provedena PCR reakce s primery, které
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nejen ze maji sekvenci rozpoznavajici ptisluSny adaptor, ale soucasn¢ obsahuji
selektivni bazi, ktera umoziuje provedeni samotné analyzy (Mueller a Wolfenbarger,
1999; Powell, etal., 1996). Za zna¢nou vyhodu metody AFLP lze povaZovat
skutecnost, ze iU organismu, jejichz celkova sekvence DNA neni stanovena,
Ize provadét populacni analyzy s pomérné vysokou piesnosti. Diky této metodé
je mozné rozlisit i dva jedince jednoho druhu, avSak bez moznosti rozliSeni
heterozygotnich alel, jelikoz se jedna pouze o dominantni marker.

Pro analyzy AFLP byla zvolena primerova kombinace ECORI+ACG/Msel+AGT,
ktera byla zvolena na zaklad¢ ptredchézejici diplomové prace, béhem které byly
testovany Ctyfi primerové kombinace (EcoRI+ACG/Msel+ACC,
EcoRI+ACG/Msel+AGT, EcoRI+ACG/Msel+ATT, EcoRI+ACG/Msel+AAC),
ZnichZz tato kombinace poskytla nejlepsi vysledky, co do poctu amplifikovanych
variabilnich fragmenti (Pfiloha 7). Primer ACG, pouzity vreakéni smési,
byl fluorescenéné oznaceny, za ucCelem zpracovani vysledkli pomoci kapilarni
elektroforézy na sekvenacnim pfistroji.

Samotna technika probiha ve dvou dnech a je rozdélena na n€kolik fazi, restrikci
DNA, ligaci adaptort, pre-amplifikaci, kdy dochazi k ptedselekci ziskanych
fragmentti a samotné selekci, kdy jsou z celkového mnozstvi za pomoci primert
vybrany a amplifikovany cilové fragmenty, které budou nésledné¢ vyhodnoceny
pomoci fragmentacni analyzy. Diagram znazoriiujici techniku AFLP je k nahlédnuti

Vv kapitole Ptilohy jako Ptiloha 23.

Den 1. Restrikce DNA
Pro potieby restrikce DNA byla namichana smés DNA o objemu 40 pl
obsahujici 35 pl 1xTE pufru a 5 ul DNA o koncentraci 25 ng/ul. Dale byl namichan
restrikéni mix 0 objemu 10 pl/vzorek, skladajici se z 4,25 ul PCR H20, 5 ul R/L pufru
(10x), 0,25 ul restriktazy EcoRI (10 U/ul) a 0,5 ul restriktazy Msel (10 U/ul). Takto
pfipraveny restrikéni mix byl pfidan ke smési DNA a celkova restrikéni smés byla

umisténa do hybridizaéni picky, kde byla inkubovana po dobu 16 hodin pti 37 °C.
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Den 2. Ligace adaptoru
Pro potfeby ligace adaptord byl pfipraven ligacni mix 0 objemu 10 pl
na vzorek, ktery se skladal z 6,2 ul PCR H20, 1 pl R/L pufru (10x), 0,1 pl EcoRI
3" (50 pmol/ul), 0,1 ul EcoRI 5" (50 pmol/ul), 0,2 ul Msel 3°(250 pmol/ul), 0,2 ul
Msel 5" (250 pmol/ul), 1,2 ul ATP (10 mM) a 1 pl T4 ligazy (1 U/ul). Ptipraveny
liga¢ni mix byl pfidan k hotové restrikéni smési a cely objem nové vzniklé ligacni
smési byl kratce centrifugovan pifi maximalnim rychlosti 800rpm. Hotova liga¢ni
reakce byla nasledné inkubovana po dobu 3 hodin pfi teploté 37°C.
Béhem probihajici ligace adaptorti byl pfipraven TOIE pufr, ve kterém byly
nasledné hotové vzorky natfedény v poméru 1:10 (60 ul vzorku + 540 ul TO1E pufru).

Pre-amplifikace
Pro potfeby pre-amplifikace byl pfipraven pre-amplifikacni mix (45 pl/vzorek),
ke kterému bylo nasledné ptidano 5 pl DNA tfedéné 1:10 v TO1E pufru.

Pre-amplifikacni mix/1 vzorek:

PCR H20 5ul
PCR Buffer (10x) S5ul
MgCl2 (50 mM) 2 ul

dNTP’s (10 mM) 1ul
EcoRI-A (500 ng/ul) 0,15 pl
Msel-A (500 ng/ul) 0,15 pl
Taq (5 U/ul) 0,2 ul

Pfipravené vzorky byly umistény do thermocycleru, kde byl spustén
prednastaveny pre-amplifikaéni program (PREAMP). Po ukoncené pre-amplifikaci
byly vzorky nafedény 20x v TE pufru (40 ul vzorku + 760 pl TE pufru). Cast vzorku
byla pouzita pro prubéznou kontrolu uspéSné pre-amplifikace pomoci gelové

elektroforézy na 3 % agardzovém gelu.
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Nastaveni reakce PCR:

Vicko predehiat na 99 °C

2 min
30 sek
30 sek

1 min

9 min

1. 94 °C

2. 94 °C

3. 60 °C

4, 72 °C

Krok 2-4 opakovat 29x
5. 72°C

6. 4°C

Selektivni amplifikace

o0

Pro potieby selektivni amplifikace bylo pouzito 2,5ul DNA pfipravené ve fazi

selektivni amplifikace a fedéné 20x v TE pufru. K nachystanym vzorkim byl ptidan

amplifikacni mix o objemu 7,5 pul na jeden vzorek.

Amplifikacni mix/1 vzorek:

PCR H20

PCR Buffer (10x)
dNTP’s (10 mM)
EcoRI-ACG (10000 pmol)

Msel-AGT (316 ng/ul)

Taq (5 U/ul)

6,018 pl
1l

0,2 ul
0,087 ul
0,095 ul
0,1 ul

Ptipravend amplifikacni smés, skladajici se z amplifikacniho mixu a studované

DNA, byla umisténa do thermocycleru, kde byl nastaven amplifikacni program

(SELAMP).
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Nastaveni reakce PCR:
Vicko predehtat na 99 °C
1. 94 °C 2 min
2 94 °C 30 sek
3. 65 °C 30 sek
4. 72 °C 1 min
Krok 2-4 opakovat 10X, pii kazdém opakovani snizit teplotu annealingu o 1 °C
5. 94 °C 30 sek
6. 56 °C 30 sek
7. 72 °C 1 min
Krok 5-7 opakovat 24x
8. 72°C  15min
9. 4°C 00
Po ukonceni reakce byly vzorky pfipraveny pro provedeni samotné fragmentacni
analyzy. Pro ovéfeni GspéSné probehlé amplifikace bylo nékolik zvolenych vzork
otestovano pomoci gelové elektroforézy na pritomnost amplifikovanych fragmentt.

Pro toto ovéteni byl pouzit 3 % agarézovy gel.

3.29 Metoda ISSR
Jako druhd technika byla zvolena analyza ISSR, ktera je zaloZena na pouZiti
mikrosatelitovych sekvenci v pozici primeru. Mikrosatelity jsou kratké sekvence,
nejcastéji 0 délce 16-25 bp, ve kterych dochazi k opakovani nékolika nejcastéji
1-4 nukleotidli. Vyhodou této metody je, Ze se jedna o sekvence DNA,
které se nahodné vyskytuji v genomu vSech eukaryontnich organismt. Diky tomu
je mozné odhalit rizn¢ dlouhé fetézce DNA, ohrani¢ené témito useky, které nasledné
slouzi ke stanoveni genetické diverzity mezi jednotlivymi jedinci studovaného druhu.
Dalsi vyhodou této metody je pomérné€ nizkd finan¢ni narocnost, jelikoz produkty
amplifikace lze pomérné snadno vizualizovat pomoci gelové elektroforézy
na 2 % agarézovém gelu. Nevyhodou metody je, pokud neni cilovy organismus
osekvenovan a neni tudiZ znam jeho podrobny genom, je volba primer pouZzitych
pro genetickou analyzu spiSe ndhodna na zaklad¢ zkuSenosti s podobnymi druhy.

Podrobné schéma techniky ISSR je k nahlédnuti v kapitole Ptilohy jako Ptiloha 24.
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Pro potieby disertacni prace byly zvoleny 4 primery na zéklad¢ zkuSenosti prace
s nimi, jako dobife funguji kombinace pro Sirokou Skalu eukaryotnich organismi.
Tyto primery byly primer UBC 810, UBC 881, UBC 890 a UBC 825. Pro samotnou
reakci byl pouzit 1 ul DNA o minimalni koncentraci 25 ng/ul, ke kterému bylo
ptidano 19 ul PCR mixu.

PCR mix/1 vzorek:

PCR H.O 8,1 ul
Master Mix 10 ul
BSA 0,4 ul
Primer 0,5 ul

U vsech primerovych kombinaci byla otestovana klasicka amplifika¢ni reakce,

ptislusna danému primeru.

Nastaveni reakce PCR pro UBC §10:
Vicko ptedehiat na 99 °C
1. 94 °C 5 min
2. 94 °C 30 sek
3. 54 °C 45 sek
4. 72 °C 45 min
Krok 2-4 opakovat 35x
5. 72 °C 10 min
6. 4°C 0

Nastaveni reakce PCR pro UBC §10:
Vicko ptredehiat na 99 °C
1. 94 °C 5 min
2. 94 °C 30 sek
3. 54 °C 45 sek
4. 72°C 45 min
Krok 2-4 opakovat 35x
5. 72 °C 10 min
6. 4°C 0
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Nastaveni reakce PCR pro UBC 881 a UBC 890:
Vicko predehiat na 99 °C
1. 94 °C 5 min
2. 94 °C 30 sek
3. 56 °C 45 sek
4. 72°C 45 min
Krok 2-4 opakovat 35x
5. 72 °C 10 min
6. 4°C o0

Nastaveni reakce PCR pro UBC 825:
Vicko predehiat na 99 °C
1. 94 °C 2 min
2. 93 °C 20 sek
3. 52 °C 60 sek
4. 72°C 20 sek
Krok 2-4 opakovat 35x
5. 72°C  6min
6. 4°C 0

3.2.10 Fragmentacni analyza vzorku
Fragmentacni analyza byla provedena na vzorcich, které byly pfipraveny pomoci
metody AFLP.

Pted provedenim fragmenta¢ni analyzy bylo nezbytné provést krok denaturace
vzorkl. K denaturaci, tedy rozpleteni vlakna dvousroubovice DNA a vytvoifeni dvou
samostatnych vlaken, ¢itelnych kapilarni elektroforézou, poslouzila denaturac¢ni smés
slozena z 11 pl formamidu, 0,4 ul GeneScan 500 LIZ Dye Size Standard (Life
Technologies) a1 pl vzorku vzniklého pfti selektivni amplifikaci. Béhem piipravy
vzorku pro denaturaci byly pfipravované vzorky dikladné promichény a pecliveé
zbaveny vSech bublinek, které by mohly vysledek kapilarni elektroforézy zkreslit
¢ipfimo znehodnotit. Samotna denaturace vzorkd probéhla v thermocycleru
pfi teplot¢ 95 °C po dobu 4 minut. Po uplynuti denatura¢ni doby byly vzorky

neprodlen¢ vlozeny do chladiciho bloku pfedem vychlazeného na -20° C.
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Samotna separace amplifika¢nich produktii probihala na sekvencnim pfistroji
ABI 3500 (Applied Biosystems) za pomoci kapilarni elektroforézy S pouzitim
velikostniho standardu GS500 (Life Technologies). Nezbytnym prvkem kapilarni
elektroforézy bylo pouziti fluorescenéné znaceného strojové Citelného primeru
EcoRI+ACG, ktery byl pouzit pro amplifikaci studovanych vzork.

3.2.11 Vyhodnoceni dat po fragmenta¢ni analyze
Signaly produktt, které byly separovany béhem fragmentacni analyzy, byly
vyhodnoceny pomoci programu Gene Mapper 5.0 (Life Technologies) a pievedeny
do systému binarni matice (1;0), vniz 1 zastupuje pfitomnost amplifikovaného
fragmentu o dané velikosti a 0 naopak znaci jeho nepiitomnost. Takto vznikla matice
dale slouzila pro dalsi statistické zpracovani. Pro snazsi praci se statistickymi daty
a presn¢jSimu  vyhodnoceni vzajemnych vztahih mezi jednotlivymi vzorky,
zastupujicimi jednotlivé kolonie druhu Pectinatella magnifica, byly pro dalsi
vyhodnoceni pouzity pouze ty alely, které vykazovaly polymorfni charakter alespon
v jednom piipadé¢. Pokud byly nalezeny alely, u kterych vSechny vzorky vykazovaly
pouze piitomnost ¢i nepfitomnost polymorfismu, byly z néslednych statistik
vylouceny.

K vyhodnoceni struktury zkoumané populace byla pouzita UPMGA analyza
dle Everitt (1974). Tato statistickd metoda, odhalujici zpusoby shlukovani
a tim igenetickou podobnost mezi jednotlivymi vzorky, je vyuzivana k odhaleni
genetické variability v populaci (Anderberg, 2014). Nejdiive byla aplikovana
na celkovém mnozstvi analyzovanych vzorkt. Vzhledem k mnozstvi rozdilnych
lokalit byly vysledky fragmentacni analyzy nésledné roztfizeny dle jednotlivych
lokalit a metoda UPGMA byla pouzita i na jednotlivé dil¢i lokality, na kterych byla
otestovana geneticka podobnost v ramci jednotlivych vodnich nadrzi. Pro statistickou
metodu UPGMA byl pouzit statisticky program R. Véhou pro vyhodnoceni analyzy
byla procenta odliSnosti mezi jednotlivymi vzorky, kde 0 reprezentovala 0% odliSnost
(100% podobnost) vzorkd, zatimco 1 reprezentovala 100% odlisnost (0% podobnost)

mezi studovanymi vzorky.
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3.2.12 Gelova elektroforéza po ISSR
Vysledky reakce ISSR byly vizualizovany na 2 % agarézovém gelu za pouziti
100 bp Ladderu. Pro piipravu 2 % agarozového gelu bylo pouzito na 100 ml
agarozového gelu cca 3,5 pl Ethidium Bromide pro naslednou viditelnost studovanych
vzorkli. Samotna elektroforeticka analyza probihala v prostfedi 1xTBE pufru
pfinapéti 80 V po dobu 3 hodin, aby doslo klepsi separaci amplifikovanych
fragmentd.

Po ubéhlé dobé byly vzorky vyfoceny pomoci specializovaného fotoaparatu
pod UV zafenim, zaucelem vizualizace separovanych fragmentii. Takto ziskana
obrazova dokumentace vysledkll analyz ISSR byla nasledné pouzita jako material
pro vyhodnoceni genetické struktury populace Pectinatella magnifica. Gel
se separovanymi vzorky byl nasledn¢ zlikvidovan jako nebezpecny odpad, vzhledem

k obsahu nebezpeéného karcinogenu Ethidium Bromide.

3.2.13 Vyhodnoceni gelové elektroforézy ISSR
Po vytvofeni obrazového materidlu separovanych fragmenti ISSR byly obrazy
za pomoci grafického programu vyrovnany do vodorovné pozice a byl u nich upraven
kontrast a jas. Na takto ziskanych obrazech byla nasledné¢ stanovena pfitomnost
¢1 neptitomnost amplifikovaného fragmentu.

Ze ziskanych dat byla nasledné vytvofena binarni matice (1;0), kde 1 znadila
piitomnost a 0 nepfitomnost studovaného fragmentu. Vysledna data byla vyhodnocena
statistickymi metodami, stejné jako data ziskana kapilarni elektroforézou po analyzach

AFLP.
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4 Vysledky

4.1 Vysledky pravidelného pozorovani kolonii Pectinatella magnifica
Na 6 zvolenych lokalitach, které byly dlouhodobé pozorovany, byl v priabéhu studia
druhu Pectinatella magnifica sledovan vyskyt a stav kolonii. Ackoliv se jedna
0 pomérné jednoduchy organismus, je zavisly na Siroké Skale podminek, které musi
byt splnény, aby mohl na dané lokalit¢ prosperovat. PfedevS§im samotny vyskyt
Vv aktudlnim roce je zavisly na podminkach roku piede$lého, kdy mozna absence
vhodnych podminek zapti¢ifiuje snizenou produkci statoblastl koloniemi a tim i nizsi
potencialni mnozstvi zooidd, které mohou vytvofit kolonie na zac¢atku sezony piisti.
U vSech pravidelné pozorovanych lokalit doslo mezi roky 2014-2021
Kk pribéznému snizovani vyskytu kolonii Pectinatella magnifica z hlediska ¢etnosti,
ale i velikosti. Pro pométeni velikosti je nejvice vypovidajici méfitko hmotnost
kolonie. Na zac¢atku monitoringu se na lokalitach hojné nachéazely kolonie o hmotnosti
okolo 5-10 kg, doplnéné o ¢etné mensi kolonie o velikosti okolo 1 kg, zatimco
Vv poslednich dvou letech se jejich primérna velikost snizila na cca 0,5-3 kg a vétsi

kolonie jsou spiSe vyjimecné.

45%
40%
2014
35% 2015
—2016
30% —_—2017
2018
25% —2019
—2020
20% —_2021
15%
10%
Cerven Cervenec Srpen Zaii

Obrizek 4.1: Priitbéh vyvoje mnozZstvi kolonii
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Dals§im pozorovanym jevem je posun ve vegetacnim obdobi mezi roky 2014-2021
(Obrazek 4.1). Na tomto obrazku je vyjadieno procentualni zastoupeni kolonii
Pectinatella magnifica v prabéhu jednotlivych sezon. V obdobi mezi roky 2014-2018
se cetnost kolonii postupné zvySovala az do obdobi srpna a nasledné jejich pocet
na lokalitach prudce poklesl. Naopak mezi lety 2018-2021 kolonie zaznamenaly
masivni rozvoj v obdobi Cervna a Cervence a se srpnem nastal prudky pokles
v mnozstvi kolonii na jednotlivych lokalitach.

Béhem pozorovani bylo zjisténo, Ze v letech 2014-2018 postupné narustaly mladé
kolonie az do obdobi srpna, kdy vegetacni sezona druhu Pectinatella magnifica
zaznamenala své maximum a poté pocet kolonii rychle ubyval, zatimco mezi lety
2019-2021 narustaly kolonie pfedevSim ze zacatku léta, kdy voda velmi rychle
dosahne pozadované teploty, zvlasté diky dennim teplotnim maximtm, ale s nastupem
letnich mésicti doslo ke stagnaci v ristu a postupnému odumirani kolonii. Mladé
kolonie, které se vytvorily béhem cervna dosahly svého maxima v obdobi Cervence
a poté zacaly ubyvat. Pti¢inou tohoto jevu muize byt Casté sttidani teplot, kdy rychly
pokles zapfi¢ini ochlazeni vody a zpomaleni Zivotnich funkci kolonii, zatimco kratka
obdobi s vysokymi teplotami netrvaji tak dlouho, aby se mohly kolonie pIn¢ vyvijet.
Ty z vySe popsanych divodu vyprodukuji méné zralych statoblastti, které by mohly
V nésledujici sezoné vyklicit.

Nizké srdazkové uhrny soucasné suSS$i periody zplisobuji pokles hladiny
az 0 15-20 cm oproti normalu, coz zpusobuje vynofeni vétvi pobieznich porostl
nad hladinu a snizeni mnozstvi potencialniho ponofeného substratu pro uchyceni
novych kolonii. Tento jev mize byt diivodem pro¢ na malych vodnich nadrZich
v oblasti Tiebonska populace Pectinatella magnifica stagnuje ¢i mirné ustupuje
ale na vodni nadrzi Lipno, kterd ma uméle udrZzovanou hladinu na relativné stalém
stavu, se Vv poslednich letech masivné rozviji.

Vzhledem k tomu, ze je druh Pectinatella magnifica organismem pievazné
oligotrofnich vod, je v naSich podminkach vyrazné ovlivnéna porosty sinic. Zejména
na vodnich nadrzich Stankovsky a Novy Kanclif dochazi v hlavnim vegetacnim
obdobi k rozvoji vyrazného vodniho kvétu a tim potlaceni zivych kolonii, které jsou
velice naro¢né na mnozstvi kysliku obsazené¢ho ve vode¢, ktery je odCerpavan prave
populaci sinic. Z tohoto diivodu je hlavni vegetacni obdobi kolonii posunuté do ¢ervna
a ¢ervence, S ohledem na skutecnost, ze srpen byva vrcholem obdobi tvorby vodniho

kvétu.
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Pric¢inou ubytku kolonii Pectinatella magnifica na piskovnach a malych vodnich
nadrzich mize byt i masivni turismus, kdy vyvoj poslednich let piinesl do oblasti
Trebonska vice turistt. Nadmérné vystaveni latkam obsaZzenym v kosmetice, zejména
Vv oblastech kempti, mtize byt pro mechovky skodlivé.

4.1.1 Vyvoj teplot Tiebonisko
Na studovanych lokalitach, kde byly pozorovany kolonie Pectinatella magnifica byly,
pomoci Gdaji naméfenych Ceskym hydrometeorologickym tstavem, stanoveny
pramérné teploty za jednotlivé mésice sledovanych let a nasledné korelovany

se zjisténym stavem mechovek v oblasti Trebonska.
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Obrazek 4.2: Prubéh primérnych teplot Tieboiisko

Graf na obrazku 4.2 piedstavuje prubéh primérnych teplot vzduchu mezi cervnem
a zatim v letech 2014-2021, kdy jednotlivé roky jsou od sebe odliseny jednotlivymi
barvami. Z vysledka grafu je patrné, Ze roky 2014 a 2016 mély velmi podobny prubéh,
kdy na pocatku vegetacni sezony dosahovaly prumérné teploty k 17,0 °C, béhem
¢ervence dosahly vice nez 19,0 °C a po zbytek sezony zaznamenavaly trvaly pokles.
Podobny pribéh maji jesté teploty roku 2021, ve kterém Cervové teploty vystoupaly
na 19,0 °C a po zbytek roku postupné klesaly. Podobnost v teplotach vykazuji vzorky
zaroky 2017, 2018 a 2020. Teploty vzduchu v téchto letech dosahovaly béhem ¢ervna
hodnot 16,5 °C (2020), 17,7 °C (2018) a 19,0 °C (2017). I ptes rozmezi namétenych
hodnot je u vSech tii rok patrny podobny pribéh, kdy teploty pozvolna stoupaly
0 1-2 °C az do obdobi srpna, kdy doslo k prudkému ochlazeni. Ze ziskanych hodnot
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se vyclenuji roky 2015 a 2019. V roce 2015 byly teploty v ¢ervnu na urovni 16,9 °C
nasledné prudce vzrostly na 21,2 °C, kde vydrzely az do srpna a poté velmi prudce
poklesly na 12,9 °C. V roce 2018 naopak v ¢ervnu dosahovaly teploty nejvyssi trovné
28,0 °C apak béhem sezony pozvolna klesaly nejdiive na 26,5 °C, kde se udrZely

24

az do srpna a v zati poklasly az na 13,6 °C.
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Obrazek 4.3: Vyvoj kolonii v zavislosti na primérné teploté

Obrazek 4.3 vyjadfuje vyvoj kolonii Pectinatella magnifica na studovanych
lokalitach v zavislosti na vyvoji primérnych mésicnich teplot vzduchu mezi lety
2014-2021. Dle naméfenych hodnot v porovnani s idaji ziskanymi z archivu Ceského
hydrometeorologického ustavu je patrna korelace ve vyvoji kolonii na primérnych
mési¢nich teplotich. Koefecient determinace byl stanoven na R?=0,6766, avsak
je tieba pocitat s asovym posunem, béhem kterého dojde k prohfati vodniho sloupce

a reakci statoblastil a zooidli na zménu teplotnich podminek.
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Obrazek 4.4: Pribéh maximalnich teplot Tteboiisko

Z grafu maximalnich teplot v oblasti Tieboniska (Obrazek 4.4) je patrny vyvoj
odlisny pro kazdy rok. V roce 2014 maximalni teploty dosahovaly pramérné¢ 23,4 °C,
Vv ¢ervenci vzrostly na 26 a pak postupné zacaly klesat az na 19,5 °C. V roce 2015
dosahovaly maximalni teploty rovnéz 23,2 °C, avSak béhem cervence a srpna prudce
stouply, az na 29 °C, kde vydrzely po celé 1éto a aZz v obdobi zafi poklesly na 18,9 °C.
Béhem sezony 2016 dosahovaly cervnové hodnoty 23,4 °C, v Cervenci vzrostly
na 254 °C a poté zafaly postupné klesat az na uroven 23,2 °C. Vroce 2017
dosahovaly teploty na zaéatku sezony 26, 3 °C, béhem Cervence vzrostly na 26,5 °C,
ke se udrzely i v pribéhu srpna a poté poklesly na 17,3 °C. V sezon¢ roku 2018
zacCinaly teploty na 23,5 °C, poté postupn¢ vzrostly az na 28,8 °C v obdobi srpna a poté
zacaly klesat aZ na zafijovych 21,7 °C. Roku 2019 dosahovaly teploty na pocatku letni
sezony nejvyssich hodnot 28,0 °C a poté zacaly zvolna klesat az na 20,0 °C. V 1été
2020 byly maximalni teploty na zacatku sezony nejnizsi po celou dobu sledovani
a dosahovaly urovn¢ 22,0 °C. Béhem Cervence a srpna vzrostly az na 25,9 °C a béhem
zafi klesly na 20,8 °C. V sezoné 2021 dosahovaly maximalni teploty béhem cervna
nejvyssi hodnoty zcelého roku a to 26,1 °C a bchem sezony postupné klesaly

azna 21,1 °C.
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Obrazek 4.5: Vyvoj kolonii v zavislosti na maximalni teploté

Obrazek 4.5 vyjadiuje vyvoj kolonii Pectinatella magnifica na studovanych
lokalitach v zavislosti na vyvoji maximalnich mési¢nich teplot vzduchu mezi lety
2014-2021. Dle namétenych hodnot v porovnani s idaji ziskanymi z archivu Ceského
hydrometeorologického tstavu je patrna korelace ve vyvoji kolonii a maximalnich
mési¢nich teplotach vzduchu. Koeficient determinace byl stanoven na R?= 0,6442,
avsak i zde je, stejné jako u priimérné teploty, tfeba pocitat s casovym posunem, béhem
kterého dojde k prohtati vodniho sloupce a reakci statoblastii a zooidli na zménu
teplotnich podminek. Zavislost v piipadé maximalnich teplot je mirné€ niz$i z divodu
narazového narlistu mésicnich teplot a kratkodobého maxima, kterého dosahuji.

Ze zjisténych hodnot primérnych a maximalnich teplot v korelaci s vyskytem
kolonii Pectinatella magnifica by se, s ohledem nanaro¢nost tohoto organismu
na podminky prostiedi, dalo usuzovat, Ze zavislost na naméfenych teplotach vysla
prikazng€. Tuto skutecnost potvrzuje, Ze teplota je hlavni, ale ne jediny limitujici

faktor, na némz vyskyt kolonii mechovek zavisi.
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4.1.2 Vyvoj srazek Treboisko
Kromé teplotnich charakteristik byly v oblasti Tiebofiska zjistény i srazkové
charakteristiky, konkrétné mnozstvi srazek spadlych v jednotlivych mésicich

a celkovy pocet dni bez srazek.
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Obrazek 4.6: Pribéh prumérnych srazek Tieboiisko

Graf na obrazku 4.6 vyjadfuje prib¢h primérnych sraZzek na lokalit€ Trebonsko

V obdobi rokt 2014-2021.
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Obrazek 4 7: Priubéh dni bez srazek Tieborisko

Obrazek 4.7 vyjadfuje primérny pocet dni bez srazek za jednotlivé mésice

V sezonach 2014-2021.
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Nejsussim meésicem roku 2014 byl Cerven, kdy mési¢ni srazky dosahovaly
35,5 mm a pocet dnti srazek dosahl 10, béhem zbyvajicich mésicti byly srdzkové uhrny
90,8 mm 0 16 dnech srazek, 72,1 mm o 19 dnech srazek a 83,5 mm spadlych béhem
16 dnt. V roce 2015 byl naopak Cerven nejdestivéj$im mésicem sezony, kdy spadlo
63,5 mm srazek béhem 13 dnt. Dalsi pribéh sezony odpovidal 29,5 mm spadlym
béhem 12 dnti mésice Cervence, 40,4 mm béhem 9 dnii v srpnu a 55,5 mm za 11 dnti
mésice zafi. Srazkové uhrny prvni poloviny sezony 2016 byly o vyssi, kdy v ¢ervnu
naprselo celkem 92,3 mm béhem 16 dnti, Vv ¢ervenci az 162,5 mm za 16 dnt, v srpnu
23,3 mm béhem 9 dnil a zafijovy srazkovy uhrn ¢inil 22,3 mm béhem 6 dnti. Srazky
v éervnu 2017 Cinily 40,4 mm béhem 12 dnili, V Cervenci zaznamenaly nartst
na 100,7 mm béhem 21 dnti a poté pozvolna klesaly na 72,2 mm ve 14 dnech v srpnu
a 24,7 mm ve 14 dnech v zafi. Sezona 2018 byla ze srazkovych poméri vyrovnana,
kdy v ¢ervnu naprselo 86,5 mm béhem 14 dnt, v ¢ervenci 57,5 mm v 9 dnech, v srpnu
35 mm v 9 dnech a v zati 56,7 mm v 13 dnech. Béhem sezony 2019 naprselo v mésici
¢ervnu 63,5 mm srazek béhem 7 dnt, Vv ¢ervenci 72,1mm béhem 13 dnt, v srpnu
70 mm za 14 dnu a v zafi 39,6 mm béhem 14 dnd. Rok 2020 byl z hlediska srazek
bohatsi, kdy cerven byl nejdestivéjsim mésicem sezony s celkovym uhrnem srazek
152,5 mm spadlych béhem 19 dnut. V dal$ich mésicich tohoto roku spadlo 86,8 mm
srazek béhem 13 dnli mésice Cervence, 94,1 mm v 14 dnech mésice srpna a 62,3 mm
za 12 zéfijovych dnl. V roce 2021 byl nejdestivéjSim mésicem sezony Cervenec.
V Cervnu tohoto roku spadlo 88,4 mm ve 13 dnech, v ¢ervenci 102,5 mm za 15 dnd,
v srpnovych dnech spadlo 98,6 mm béhem 20 dnti a v zafi €inil celkovy thrn 10,7 mm

spadlych béhem 9 dnd.
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Obrazek 4.8: Vyvoj kolonii v zavislosti na mnoZzstvi srazek
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Obrazek 4.9: Vyvoj kolonii v zavislosti na po¢tu dni bez srazek

Stejné jako pro teplotni charakteristiky i pro srazky byla vytvotrena korelace mezi
mnozstvi srazek spadlych béhem jednotlivych mésicti (Obrazek 4.8) a pro pocet dni
bez srazek (Obrazek 4.9). Obé tyto hodnoty se vSak ukdzaly jako statisticky
neprikazné.

Z vysledkt korelace pro srazkové charakteristiky vyplyva, Ze mnozstvi srazek
a pocet dni bez srazek neni pro vyskyt druhu Pectinatella magnifica ptimo limitujici,
avSak i tak je velmi dulezity. V horkych suchych létech, kdy je mnozstvi srazek
minimalni, dochazi k vyraznému odparu z vodni hladiny nadrzi, které mechovky

osidluji, a poklesu vodni hladiny. Z tohoto divodu klesa mnozstvi potencialniho
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substratu v podob¢ ponotfenych vétvi a tim i Sance na uchyceni se mladych zooidu,

které by vybudovaly zéklad pro nové kolonie.

4.2 Vysledky izolaci DNA Pectinatella magnifica

Pro potieby genetickych analyz bylo vybrano 270 vzorkl kolonii Pectinatella
magpnifica, které zahrnovaly jak lokality pravidelné pozorované a odebirané jiz od roku
2014, ale i lokality, na nichz dochazelo k nahodnym odbérim. U nahodnych lokalit
doslo k odbéru pii ndhodném objevu vzorku béhem jinych pozorovani, byl ndhodné
zaznamenan bcéhem pohybu v dané lokalité¢, ¢i byl nahlaSen od néhodnych
pozorovateli ztad vefejnosti, ktefi byli o dané problematice informovani

prostiednictvim ¢lankt v tisku ¢i prostiednictvim internetovych zdroju.

4.2.1 Vysledky izolace DNA pomoci spektrofotometrie
Vysledky izolace DNA a nasledné spektrofotometrické analyzy byly shrnuty

v tabulce 4.1.
Tabulka 4.1: Vysledky izolace DNA

O o

2 5

S 5

> 32
2 2 El 2 & % =
o Qo o) N N = o =
N < N b S S z =
> E > [«D) ~ o o ‘g »n =]
o E = 3 < N N g Tz

kﬁ \c‘s p—

5 S » 8| & © |0 | 5 |2 8
1| Veseli | 5 4907 | 155| 4,17| 0,209 1
2 | Veseli | 6 4428 | 1,73 | 7,59 | 0,209 1
3 | Veseli | 4 7748 | 159| 2,39 | 0,209 1
4 | Veseli | 5 4265| 2,12| 4,00| 0,209 1
5 | Veseli | 7 35,17 | 1,67| 2,20| 0,209 1
6 | Hejtman 6 3536 | 1,62| 583 | 0,209 1
7 | Hejtman 6 50,17 | 151 | 3,81 | 0,209 1
8 | Hejtman 4 87,36 | 166| 2,26 | 0,209 1
9 | Hejtman 6 4859 | 1,74| 3,81 | 0,209 1
10 | Hejtman 7 28,83 | 1,70 | 3,27 | 0,209 1
11 | Cep | 8 3478 | 153| 4,93 | 0,209 1
12 | Cep | 7 68,81 | 165| 157 | 0,209 1
13 | Cep | 9 2918 | 1,36 | 4,28 | 0,209 1
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14 | Cep | 10 122,19 | 166 | 2,75| 0,209 1
15 | Cep | 7 61,09 | 1,74| 3,81 | 0,209 1
16 | Stankovsky 6 26,02| 1,68| 3,11 | 0,209 1
17 | Stankovsky 5 77,06 | 2,21 | 2,86 | 0,209 1
18 | Stankovsky 7 113,46 | 1,69| 2,90 | 0,209 1
19 | Stankovsky 6 2798 | 211| 2,57 | 0,209 1
20 | Stankovsky 4 462,22 | 2,20 | 2,44 | 0,209 1
21 | Novy Kanclit 6 47,72 | 2,16 | 1,46 | 0,209 1
22 | Novy Kanclit 5 52,65| 2,20| 2,28 | 0,209 1
23 | Novy Kanclit 6 37,92 | 155| 493 | 0,209 1
24 | Novy Kanclit 4 26598 | 1,72 | 2,19 | 0,209 1
25 | Novy Kanclit 6 27,63 | 1,90| 1,42 | 0,209 1
26 | Podfezansky 5 63,80 | 1,84 | 1,74| 0,209 1
27 | Podiezansky 7 45,68 1,74 3,81 | 0,209 1
28 | Podiezansky 6 67,80 | 1,70 | 3,27 | 0,209 1
29 | Podfezansky 5 44,16 166 | 2,75| 0,209 1
30 | Podfezansky 4 13796 | 1,68| 3,11 | 0,209 1
31| USA 9 47,72 | 1,33 | 4,17 | 0,209 1
32 | Vlkov 6 52,65| 2,01| 7,59 | 0,209 1
33 | Vlkov 5 37,92 | 156 | 493 | 0,209 1
34 | Vikov 3 26598 | 2,19 | 2,19 | 0,209 1
35 | Vlkov 4 27,63 | 259 | 2221| 0,209 1
36 | Vikov 3 363,8| 1,84| 1,74| 0,209 1
37 | Vydymac 3 24568 | 1,97 | 153 | 0,209 1
38 | Vydymac 4 167,80 | 1,91| 2,36 | 0,209 1
39 | Vydymac¢ 1 640,16 | 1,66 | 2,75| 0,209 1
40 | Vydymac 4 137,96 | 1,68 | 2,15| 0,209 1
41 | Vydymac 5 47,72 | 2,16 | 1,46 | 0,209 1
42 | Vapensky 1 512,65| 2,17 | 2,11 | 0,209 1
43 | Vapensky 5 37,92 | 163 | 493| 0,209 1
44 | Vapensky 3 26598 | 1,69 | 290 | 0,209 1
45 | Véapensky 5 27,63 | 142 | 4,28| 0,209 1
46 | Vapensky 3 363,80 | 1,88 | 2,70 | 0,209 1
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Novy

47 Hospods 2 44568 | 2,22 | 2,44 | 0,209 1
48 novy 2 567,80 | 2,21| 2,86 | 0,209 1
Hospodar
49 Novy 3 240,16 | 1,66 | 2,75| 0,209 1
Hospodat
50 Novy 3 13796 | 1,94| 2,46 | 0,209 1
Hospodar
51 Novy 6 47,72 | 1,45]13,553| 0,209 1
Hospodat
52 | Kofensko 1 512,65| 220| 2,28 | 0,209 1
53 | Kofensko 5 37,92 1,67 | 493 | 0,209 1
54 | Kotensko 3 26598 | 1,61 2,86 | 0,209 1
55 | Kofensko 6 27,63 1,66 | 4,28 | 0,209 1
56 | Kofensko 2 463,80 | 1,69| 290| 0,209 1
57 | Kotfensko 2 54568 | 2,11 | 2,57 | 0,209 1
58 | Kofensko <1 6780 191| 1,28| 0,209 1
59 | Kofensko 1 440,16 | 1,66 | 2,75| 0,209 1
60 | Kofensko 3 137,96 | 1,73 | 1,70 | 0,209 1
61 | Hluboka n. VIt. 4 67,72 | 1,36 | 2,23 | 0,209 1
62 | Hluboka n. VIt. 4 92,65| 1,52| 2,09| 0,209 1
63 | Bechyn¢ 5 37,92 | 1,71 | 493| 0,209 1
64 | Bechyné 3 26598 | 2,11 | 2,57 | 0,209 1
65 | Neznasov 5 27,63 | 1,49| 4,28 | 0,209 1
66 | Veseli | 7 63,80 | 141 | 4,28| 0,209 1
67 | Veseli | 5 4568 | 1,70 | 3,27 | 0,209 1
68 | Veseli | 6 2780 | 191 | 1,28| 0,209 1
69 | Veseli | 5 4416 | 1,66 | 2,75| 0,209 1
70 | Veseli | 4 137,96 | 1,74 | 3,81 | 0,209 1
71 | Veseli | 3 247,72 | 1,93 | 242 | 0,209 1
72 | Lipno | 4 82,65| 1,61 | 583| 0,209 1
73 | Lipno | 5 57,92 | 1,79 | 4,93| 0,209 1
74 | Lipno | 5 6598 | 1,81| 219 | 0,209 1
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75 | Lipno | 5 27,63 | 1,71| 4,28 | 0,209 1
76 | Stankovsky 6 33,80 | 1,84 | 1,74| 0,209 1
77 | Stankovsky 5 4568 | 1,97 | 1,53 | 0,209 1
78 | Staiikovsky 3 267,80 | 1,49 | 220| 0,209 1
79 | Stankovsky 5 44,16 | 1,66 | 2,75| 0,209 1
80 | Stankovsky 2 537,96 | 2,11| 257 | 0,209 1
81 | Stankovsky 3 247,72 | 2,05| 4,17 | 0,209 1
82 | Cep 3 312,65| 1,66| 2,75| 0,209 1
83| Cep 6 37,92 154| 493| 0,209 1
84 | Cep | 5 6598 | 1,99 | 2,19| 0,209 1
85| Cep | 7 27,63 | 151| 4,28 | 0,209 1
86 | Cep | 6 63,80 | 1,36 | 1,74| 0,209 1
87 | Cep | 6 4568 | 154 | 2,19 | 0,209 1
88 | Cep | 7 37,80 | 1,91 1,28| 0,209 1
89 | Kanal CB 1 840,16 | 1,91| 1,97 | 0,209 1
90 | Kanal CB <1 137,96 | 1,03 | 1,42| 0,209 1
91 | Kanal CB <1 47,72 | 1,16 | 1,46 | 0,209 1
92 | Kanal CB 1 512,65| 2,20| 2,28 | 0,209 1
93 | Kanal CB <1 3792 | 191| 1,97 | 0,209 1
94 | Bechyné <1 6598 | 2,19 | 2,19| 0,209 1
95 | Bechyné <1 27,63 1,22| 220 | 0,209 1
96 | Bechyné 1 763,80 | 1,84| 1,74| 0,209 1
97 | Bechyné 1 645,68 | 1,97 | 153 | 0,209 1
98 | Bechyné 1 967,80 | 1,91| 1,28| 0,209 1
99 | Nuzice 1 |1440,16| 1,66| 2,75| 0,209 1
100 | Nuzice 1 537,96 | 1,67 | 2,20 | 0,209 1
101 | Nuzice 1 467,72 | 2,16 | 1,46 | 0,209 1
102 | Nuzice <1 52,65| 1,31 | 2,28 | 0,209 1
103 | Nuzice <1 37,92 1,23| 1,28| 0,209 1
104 | Dobronice <1 6598 | 1,02| 219 | 0,209 1
105 | Dobronice 1 927,63 | 1,82 | 1,92 | 0,209 1
106 | Dobronice 1 1363,80 | 1,84 | 1,74 | 0,209 1
107 | Dobronice 1 74568 | 1,97 | 153 | 0,209 1
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108 | Dobronice 1 1167,80 | 1,91| 1,28 | 0,209 1
109 | Kotfensko 1 640,16 | 1,66 | 2,75| 0,209 1
110 | Kotfensko 1 43796 | 2,21| 2,02| 0,209 1
111 | Kofensko 2 471,72 1,82 1,92 | 0,209 1
112 | Kotfensko 1 512,65| 220| 2,28 | 0,209 1
113 | Kotfensko 1 53792 | 221| 2,86 | 0,209 1
114 | Kofensko 2 26598 | 2,11 | 2,57| 0,209 1
115 | Finsko 2 297,63 | 1,67 | 2,20 | 0,209 1
116 | Lipno 1 563,80 | 1,84 | 1,74| 0,209 1
117 | Lipno | 2 34568 | 191 1,97 | 0,209 1
118 | Lipno | 2 567,80 1,91 128 | 0,209 1
119 | Lipno | 2 440,16 | 166 | 2,75| 0,209 1
120 | Lipno | 1 637,96 | 1,69 2,90 | 0,209 1
121 | Hejtman 2 417,72 | 2,22 | 2,44 | 0,209 1
122 | Hejtman 1 512,65| 220| 2,28 | 0,209 1
123 | Hejtman 1 379,92 | 212 | 2,19 | 0,209 1
124 | Hejtman <1 16598 | 1,21| 2,19| 0,209 1
125 | Hejtman 2 270,63 | 221 | 2,86 | 0,209 1
126 | Hejtman 2 363,80 | 2,11 | 2,57 | 0,209 1
127 | Novy Kanclift 2 345,68 1,67 | 2,20 0,209 1
128 | Novy Kanclif 1 1167,80 | 1,91 | 1,28 | 0,209 1
129 | Novy Kanclif 1 440,16 | 1,66 | 2,75| 0,209 1
130 | Novy Kanclift <1 13796 | 1,68| 3,11 | 0,209 1
131 | Cep | 6 47,72 | 2,16 | 1,46 | 0,209 1
132 | Cep | 7 52,65| 2,20| 2,28 | 0,209 1
133 | Cep | 6 37,92 | 2,27 | 493| 0,209 1
134 | Komarov 2 26598 | 219 | 2,19| 0,209 1
135 | Komarov 3 21763 | 196 | 2,36 | 0,209 1
136 | Komarov 2 363,80 | 1,67 | 2,20 | 0,209 1
137 | Komarov 1 54568 | 1,97 | 153 | 0,209 1
138 | Komarov 2 167,80 | 191 | 1,28 | 0,209 1
139 | Neznasov <1 4416 166 | 2,75| 0,209 1
140 | Neznasov <1 37,96 | 1,38 | 3,11 | 0,209 1
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141 | NeznasSov <1 97,72 | 1,13 | 1,46| 0,209 1
142 | Neznasov 1 512,65| 220| 2,28 | 0,209 1
143 | Kaclezsky 1 397,92 | 222 | 244 | 0,209 1
144 | Kaclezsky 2 26598 | 1,84| 1,74 | 0,209 1
145 | Kaclezsky 1 298,63 | 259 | 4,28 | 0,209 1
146 | Kaclezsky 1 363,80 | 1,84 | 1,74| 0,209 1
147 | Kaclezsky <1l 24568 | 1,97 | 153 | 0,209 1
148 | Vlkov 1 1167,80 | 1,91 | 1,28 | 0,209 1
149 | Vikov 1 440,16 | 166 | 2,75| 0,209 1
150 | Vlkov 1 83796 | 168 3,11 | 0,209 1
151 | Vikov <1 47,72 | 1,95| 1,44 | 0,209 1
152 | Vikov <1 52,65| 142 | 2,28| 0,209 1
153 | Vlkov 1 370,92 | 220| 1,92| 0,209 1
154 | Vlkov 2 26598 | 2,19 | 2,19 | 0,209 1
155 | Vikov 2 27463 | 190 142 0,209 1
156 | Vlkov 1 363,80 | 1,84| 1,74 | 0,209 1
157 | Vlkov 1 64568 | 1,97 | 153 | 0,209 1
158 | Podiezansky 1 967,80 191 128 | 0,209 1
159 | Podtezansky 2 440,16 | 1,67 | 2,20 | 0,209 1
160 | Podfezansky 2 2379 | 1,82| 1,92| 0,209 1
161 | Kofensko 2 470,72 | 2,16 | 1,46 | 0,209 1
162 | Kofensko 2 512,65| 1,94 | 2,28 | 0,209 1
163 | Kofensko 1 537,92 | 220| 2,28 | 0,209 1
164 | Kotfensko 1 26598 | 2,19| 2,19 | 0,209 1
165 | Kotfensko 1 627,63 | 219| 2,19 | 0,209 1
166 Novy 2 363,80 | 1,84 2,21 | 0,209 1
Hospodat
167 Novy 2 34568 | 1,97 | 153 | 0,209 1
Hospodat
168 Novy 3 167,80 | 1,70 | 3,27 | 0,209 1
Hospodar
169 Novy 1 440,16 | 1,66 | 2,75| 0,209 1
Hospodat
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Novy

170 2 33796 | 1,69| 290 | 0,209 1
Hospodar
171 Novy 2 427,72 | 2,16 | 1,46 | 0,209 1
Hospodar
172 Hiuboicé 2 512,65| 2,20 | 2,28 | 0,209 1
n. Vit.
173 Hiuboicé 1 537,92 | 1,84| 1,74 | 0,209 1
n. VIt.
174 Hiuboicé 1 76598 | 2,19 | 2,19 | 0,209 1
n. Vit.
175 | Vapensky 1 627,63 | 191| 1,28 | 0,209 1
176 | Vapensky 1 363,80 | 1,84 | 1,74| 0,209 1
177 | Vapensky 2 34568 | 1,97 | 153| 0,209 1
178 | Vapensky 2 467,80 | 191 1,28 | 0,209 1
179 | Hejtman 1 440,16 | 1,66 | 2,75| 0,209 1
180 | Novy Hospodar 1 83796 | 1,68| 3,11 | 0,209 1
181 | Hejtman <1l 47,72 | 165| 146| 0,209 1
182 | Hejtman 1 512,65 | 2,20| 2,28 | 0,209 1
183 | Vydymac 1 397,92 | 217 | 2,11 | 0,209 1
184 | Vydymac 1 26598 | 2,19 | 2,19 | 0,209 1
185 | Vydymac 1 72763 | 191| 1,97 | 0,209 1
186 | Vydymac 1 363,80 | 1,84| 1,74 | 0,209 1
187 | Novy Kanclift 2 345,68 1,97 153 | 0,209 1
188 | Novy Kanclif 2 467,80 | 191 1,28 | 0,209 1
189 | Novy Kanclif 1 640,16 | 1,66 | 2,75 | 0,209 1
190 | Novy Kanclif 1 537,96 | 1,82| 1,92| 0,209 1
191 | Hejtman 1 470,72 | 2,16 | 1,46 | 0,209 1
192 | Novy Kanclit 1 512,65| 2,20| 2,28 | 0,209 1
193 | Podiezansky 2 370,92 | 221| 2,86 | 0,209 1
194 | Podtezansky 2 26598 | 1,53| 2,19 | 0,209 1
195 | Podtezansky 1 627,63 | 1,82| 1,92 | 0,209 1
196 | Podiezansky 1 363,80 | 1,84| 1,74 | 0,209 1
197 | Podfezansky 1 345,68 1,97 153 | 0,209 1
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198 | Novy Kanclif 1 567,80 | 191 | 1,28 | 0,209 1
199 | Stankovsky 1 440,16 | 1,66 | 2,75| 0,209 1
200 | Stankovsky 1 637,96 | 2,12 | 2,19 | 0,209 1
201 | Stankovsky 1 547,72 | 2,16 | 1,46 | 0,209 1
202 | Novy Kanclif 5 52,65| 1,84| 1,74| 0,209 1
203 | Veseli | <1 37,92 | 112 1,42 | 0,209 1
204 | Veseli | <1 16598 | 1,52| 1,42 | 0,209 1
205 | Veseli | 1 527,63 | 2,20 | 2,28 | 0,209 1
206 | Veseli | 1 363,80 | 1,84 1,74| 0,209 1
207 | Podrezansky 2 345,68 1,97 2,66 | 0,209 1
208 | Veseli | 2 167,80 | 1,91| 1,28 | 0,209 1
209 | Veseli | 5 144,16 | 1,66 | 2,75 | 0,209 1
210 | Stankovsky 5 13796 | 1,68| 3,11 | 0,209 1
211 | Vikov 1 547,72 | 2,16 | 1,46 | 0,209 1
212 | Vikov 3 212,65 | 1,74 | 3,81 | 0,209 1
213 | Veseli | 3 327,92 | 156 | 4,93 | 0,209 1
214 | Vlkov 3 26598 | 1,81 | 4,00| 0,209 1
215 | Vikov 6 27,63 | 1,57| 2,53 | 0,209 1
216 | Vlkov 6 36,80 | 1,70 | 3,27 | 0,209 1
217 | Vlkov 5 14568 | 1,46| 1,53 | 0,209 1
218 | Veseli | <1 167,80 | 1,05| 1,28 | 0,209 1
219 | Novy Kanclit <1 4416 | 1,66 | 2,75| 0,209 1
220 | Novy Kanclit 4 137,96 1,68 3,11 | 0,209 1
221 | Novy Kanclit 4 97,72 | 1,70 | 3,27 | 0,209 1
222 | Novy Kanclit 4 72,65 153| 2,89 | 0,209 1
223 | Stankovsky <1 37,92 | 1,13 | 1,42| 0,209 1
224 | Stankovsky <1 165,98 | 1,36 | 1,44 | 0,209 1
225 | Stankovsky <1 27,63 | 1,89| 1,57 | 0,209 1
226 | Vlkov 5 63,80 | 1,84 | 1,74| 0,209 1
227 | Stankovsky 3 24568 | 154 | 180 | 0,209 1
228 | Chorvatsko 1 567,80 | 191 1,28| 0,209 1
229 | Hejtman 2 440,16 | 1,66 | 2,75| 0,209 1
230 | Hejtman 5 13796 | 1,68| 3,11 | 0,209 1
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231 | Hejtman 5 47,72 | 159 | 1,46| 0,209 1
232 | Hejtman 5 52,65| 1,72| 2,28 | 0,209 1
233 | Hejtman 6 37,92 | 163 | 4,93| 0,209 1
234 | Vydymac¢ <1 6598 | 1,53 | 0,83| 0,209 1
235 | Stankovsky <1 27,63 | 159 | 1,19| 0,209 1
236 | Vydymac 5 63,80 166 | 1,74| 0,209 1
237 | Vydymac¢ 5 45,68 | 1,33 | 153 | 0,209 1
238 | Vydymac 6 37,80 | 1,69 | 4,93| 0,209 1
239 | Vydymac 6 4416 | 1,68 | 3,11 | 0,209 1
240 | Podiezansky 1 637,96 | 2,21 | 2,86 | 0,209 1
241 | Podiezansky 1 547,72 | 2,16 | 1,46 | 0,209 1
242 | Podiezansky 5 52,65| 150 | 2,28 | 0,209 1
243 | Podiezansky 6 3792 | 1,36 | 493 | 0,209 1
244 | Podrezansky 5 65,98 151 2,19 0,209 1
245 | Podiezansky 6 27,63 | 159 | 1,19| 0,209 1
246 Novy 1 363,80 | 1,84 1,74| 0,209 1
Hospodar
247 Novy 3 24568 | 2,21 | 2,86 | 0,209 1
Hospodat
248 Novy 2 467,80 | 191 | 1,28 | 0,209 1
Hospodat
249 | Vydymac 1 440,16 | 166 | 2,75| 0,209 1
250 | Stankovsky 1 537,96 | 1,68 | 3,11 | 0,209 1
251 | Lipno | 1 547,72 | 2,16 | 1,46 | 0,209 1
252 | Lipno | 1 512,65| 220| 2,28 | 0,209 1
253 | Lipno | 2 33792 | 1,72 4,93 | 0,209 1
254 | Veseli <1 6598 | 1,82 | 1,11 | 0,209 1
255 | Podiezansky <1 27,63 | 191 | 1,28 | 0,209 1
256 | Veseli | 5 63,80 | 1,84 | 1,74| 0,209 1
257 | Veseli | 6 3468 | 1,70 | 3,27 | 0,209 1
258 | Hejtman 6 67,80 145| 7,59 | 0,209 1
259 | Hejtman 6 4416 | 1,66 | 2,75| 0,209 1
260 | Podfezansky <1 37,96 1,12 | 1,44 | 0,209 1
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261 | Podiezansky <1 47,721 159 | 1,19 | 0,209 1
262 | Podiezansky 6 52,65| 167| 220| 0,209 1
263 | Podiezansky 5 13792 | 1,54 | 493 | 0,209 1
264 | Novy Kanclit 3 26598 | 1,69 | 2,90 | 0,209 1
265 | Novy Kanclif 4 9763| 168 | 3,11| 0,209 1
266 | Novy Kanclif 4 89,34 | 1,70 3,02| 0,209 1
267 | Vydymac 2 34568 | 1,84 153 | 0,209 1
268 | Vydymac 2 467,80 | 191 1,28 | 0,209 1
269 | Vydymac 3 240,16 | 2,08 | 1,99 | 0,209 1
270 | Vydymac 4 97,96 | 168 | 3,11 | 0,209 1

V tabulce 3.1 je shrnuty vycet jednotlivych vzorki izolovanych pomoci izola¢ni
metody CTAB-PVP, u jednotlivych vzorki je mozné zjistit lokalitu, na které byl dany
vzorek odebran, pocet let, které ub&hly od odbéru vzorku po ¢as jeho izolace, mnozstvi
vytézené DNA v ng/ul, Cistotu DNA stanovenou dvéma parametry stanovenymi
spektrofotometrem, optickou délku méfeni a mnozstvi vzorku, ze kterého byly
ptedeslé parametry, tedy mnozstvi a Cistota DNA stanoveny. V ptipadé parametrd
vyjadiujicich Cistotu DNA je nezbytna znalost Skaly, ktera urCuje rozmezi hodnot,
kterych ,,Cista* DNA dosahuje. Dle THERMO SCIENTIFIC (2015) se rozmezi Cisté
DNA pohybuje pro parametr OD 260/280 mezi 1,8 — 2,0, kdy niz§i namétené hodnoty
mohou indikovat ptitomnost proteintl, fenold ¢i jinych kontaminant. Hodnoty vyssi
nez stanovené optimum, dle navodu k obsluze, neznaci Zzadny problém v Cistoté
vzorku. V pfipadé hodnoty OD 260/230 se rozmezi Ccist¢ DNA pohybuje
mezi 2,0 - 2,2. Niz$i hodnoty v tomto ptipadé mohou znadit znecisténi DNA, vyssi
hodnoty naopak mohou znamenat znecisténi nanaseci plotny ¢i slepého vzorku.
Oba parametry pak mohou byt rovnéz zkresleny pfitomnosti vzduchovych bublin
v méfeném vzorku (THERMO SCIENTIFIC, 2015). Obrazek 4.10 vyobrazuje

protokol vytvoieny spektrofotometrem BioSpec Nano.
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I BicSpec-nano = B %

Ready Wiping:  On(Total 40) thlength:  0.2mm
Sample

R Date:Time 18,04.18 12:00:57 Check: Judge: Previous | Next Recent [
Nucleic Acid Conc(ng/pL) 749,07
0D260/280 2, 1 5
0D260/230 2,03

13,4

10

220 240 260 280 300 320
Wavelength(nm)

Obrazek 4.10: Vysledek analyzy pomoci spektrofotometru BioSpec Nano (vlastni)

Béhem izolace DNA a nasledného méteni vzorkd pomoci spektrofotometru bylo
nutné cca 10 % izolaci opakovat z diivodu pfili§ vysokych odchylek od ,,Cisté” DNA
nebo nedostatecného mnozstvi vytéZzené DNA. Jako minimalni mnoZstvi pfipustného
vytézku DNA bylo stanoveno 25,0 ng/ul, vzhledem k dalsimu pouziti vzorkd
pro genetické analyzy.

Z hodnot ziskanych na zékladé¢ méteni pomoci spektrofotometru BioSpec Nano
Ize stanovit pramérnou hodnotu vytézené DNA 279,30 ng/ul vzorku, kdy nejnizsi
hodnota dosahuje 26,02 ng/ul (€. 16) a nejvyssi vytéZzené mnozstvi DNA ma hodnotu
1440,16 ng/ul (€. 99). Z hlediska cistoty DNA, izolované vzorky dosahuji primérné
hodnoty 1,8 pro OD 260/280 a 2,6 pro OD 260/230. Vyssi hodnota, zvlasté u druhého
parametru muze byt zplisobena kontaminaci vzork zdsobnimi latkami obsaZenymi
ve statoblastech druhu Pectinatella magnifica. Béhem homogenizace vzorku, ktera
je pocatecni fazi izolaéni metody CTAB-PVP, se do izola¢cniho media uvoliiovalo
znacné mnozstvi latek, které pravdépodobné maji za ucel slouzit jako pocatecni
potrava pro lihnouci se zooid. Tyto latky jsou zvelké cCasti tukového charakteru

a vytvareji na hladin¢ izola¢niho media mastnou vrstvu, ktera velmi snadno ulpiva
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na povrchu mikrozkumavek a pipetovacich Spi¢ek. Ukézalo se, Ze k snizeni jejich
mnozstvi velmi dobfe pomaha centrifugace za nizkych teplot (4 °C), kdy dochazi

K jejich ztuhnuti a 1ze je poté snaze stahnout z hladiny izola¢niho roztoku.

4.2.2 Vysledky gelové elektroforézy pro 28 S
V ptipad¢ vzorkd, které nevyprodukovaly dostatecné mnozstvi zralych statoblastd,
které by byly vhodné pro izolace DNA, bylo piikroceno k izolaci DNA ze samotnych
zooidd. Vzhledem k nemoznosti dokonalého oc€isténi zooidl z dtivodu zna¢ného rizika
jejich poskozeni a tim i ztraty biologického materialu vhodného pro izolaci DNA, bylo
potencidlni riziko, ze izolovand DNA by mohla misto genetické informace druhu
Pectinatella magnifica obsahovat DNA jinych vodnich organismi, napft. fas, sinic,
zastupcli zooplanktonu, ¢i1 kontaminaci DNA vlivem zbytkd potravy obsazené
V travicim traktu zooidu. Z tohoto diivodu bylo pfikro¢eno k ovéteni, zda je vytéZena
DNA druhové prislusna organismu Pectinatella magnifica. K tomuto ucelu byla
provedena zkouska pomoci druhové specifického primeru pro oblast kodujici

28S rRNA.

Obriazek 4.11:Vysledek analyzy 28 S rRNA

Z vysledku gelové elektroforézy (Obrazek 4.11) je patrné, Ze testované vzorky

odpovidaji druhu Pectinatella magnifica. U vsech vzorkt se jednalo o mladé kolonie
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odebirané na pravidelné¢ sledovanych lokalitdich v prvni poloviné vegetacni sezony,
kdy kolonie druhu Pectinatella magnifica nebyly jesté dost staré na to, aby mohly
produkovat zralé statoblasty, které by bylo mozné odebrat pro genetické analyzy.
V tomto piipad¢ se jedna o vzorky (zleva doprava) Ladder 100 bp, Veselil (71),
Veseli | (206), Cep (82), VIkov (148), Novy Kanclit (127), Novy Kanclii (191),
Stankovsky (201), Podfezansky (197), Hejtman (121), Hejtman (179).

4.3 Vliv stari vzorku na mnozZstvi a kvalitu DNA

Béhem izolace a analyzy DNA z kolonii Pectinatella magnifica bylo zjisténo, ze stari
pouzitého vzorku ovlivituje mnozstvi (Obrazek 4.12) a kvalitu DNA (Obrazek 4.13),

ze vzorku ziskané.
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Obrazek 4.12: Vliv stari vzorku na koncentraci DNA

Mnoizstvi DNA [ng/u]

Z analyzy naméfenych hodnot je patrné, ze nejvyssi vytéznosti DNA bylo
dosazeno v jednom roce stafi izolovaného vzorku, poté co byl né¢jakou dobu uskladnén
pifi-20 °C, a sSrostoucim stafim vzorku vytéznost DNA postupné klesa.
Jako zajimavost se ukazala skutecnost, Ze i u vzorkli mladsich jednoho roku, které byly
izolovany ihned po odbéru z lokality, je vytéznost DNA velmi mala. Tato skute¢nost
by mohla byt zapfi¢inéna nedostatecné vyvinutym zooidem, ¢i pritomnosti latek
inhibujicich DNA, obsazenych v odebranych statoblastech. U vzorkti mladsich
jednoho roku dosahovala primérna vytéznost DNA 74,75 ng/ul (min. 27,63 ng/ul,
max. 245,68 ng/ul), v jednom roce dosahovala primérna vytéznost DNA hodnoty

589,74 ng/ul (min. 26,98 ng/ul, max. 1440,16 ng/ul), ve dvou letech je primérna
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vytéznost 382,28 ng/ul (min. 168,80 ng/ul, max. 567,80 ng/ul), ve tfech letech
dosahuje  vytéznost DNA  vpraméru 252,98 ng/ul  (min. 137,96 ng/pl,
max. 363,80 ng/ul), ve Ctyfech letech 129,92 ng/ul (min. 27,63 ng/ul,
max. 462,22 ng/ul) a u vzorkl starSich péti let dosahovala celkova vytéznost DNA
pramérnych hodnot 53,10 ng/ul (min. 26,02 ng/ul, max. 145,68 ng/ul). Snizujici
rozpadem DNA, zptuisobenym dlouhodobym skladovanim v podminkach nepfiznivych

pro pieziti zdrodku zooidu uvnitt statoblastu.

4,00

3,50

3,00

2,50

2,00 m 0D260/280
1 0D260/230

1,50

1,00

0,50

0,00

<1 1 2 3 4 5<

Obrazek 4.13:Vliv staii vzorku na kvalitu DNA

Z vysledki izolaci bylo patrné, Ze s rostoucim statim vzorku se vytéznost i kvalita
vyizolované DNA snizuje. Soucasné s tim bylo zjisténo, ze u vzorkd, které byly
izolovany ihned po odbéru z pfirozené rostoucich kolonii nebo byly kratkodobé
skladovany pfii 4 °C, byla vytéZnost a kvalita ziskané DNA rovnéZ niz$i. V ptipadé
obsahem zasobnich latek, urcenych pro vyvijejici se zarodek zooidu, které budou
odcerpany v obdobi lihnuti. Naopak zhorseni kvality DNA u starSich vzorkd miize byt
poSkozenim struktur statoblastu a zédrodku zooidu, zapii¢inéného dlouhodobym
pusobenim nizkych teplot béhem skladovani vzorku pii-20 °C. Z grafu je patrné,

ze prumérné hodnoty uréujici Cistotu DNA jsou uvzorki mladSich 1 roku
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1,51 0D 260/280 a1,74 OD 260/230, uro¢nich vzorki 1,96 OD 260/280
a2,09 0D260/230, u2letych 2,93 0D 260/280 a 2,13 OD 260/230, u 3letych
1,83 OD 260/280 a 2,73 OD 260/230, u 4letych 1,74 OD 260/280 a 2,8 OD 260/230
a u vzorka starSich 5 let dosahuji primérné hodnoty ¢istoty DNA 1,71 OD 260/280
a 3,42 OD 260/230.

Z vysledki analyzy cistoty DNA je patrné, ze vzhledem k doporu¢enym
parametriim, ktery by ,,Cista* DNA méla spliiovat, nejlepSich hodnot dosahuji vzorky
0 stafi 1 az 2 let

Hypotéza, Ze staii vzorku nemé vyrazny vliv na mnozstvi a kvalitu vyizolované
DNA, byla, s ohledem na vysledky izolaci DNA vzorkl uzitych v disertacni praci,
uspéSné vyvracena.

4.4 Vysledek vlivu mrazu na kvalitu a mnoZstvi DNA
Na zaklad¢ vysledkt izolace DNA byl sestaven a proveden pokus, ktery mél stanovit
vliv mrazu na mnozstvi (Obrazek 4.14) a kvalitu (Obrazek 4.15) vytézené DNA.
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Obrazek 4.14:Vliv mrazu na koncentraci DNA

Z vysledkl izolaci je patrné, Ze vzorky izolované ihned po odebrani z vodni
nadrze maji velmi malou vytéznost, kterda dosahuje pramérmne 69,53 ng/pl
(min. 17,48 ng/ul, max. 148,59 ng/ul), zatimco vzorky uchovavané v umélych
podminkach pii-20 °C dosahuji hodnot srolivnatelnych se vzorky, které byly
ponechany k pfirozenému ptezimovani. V piipadé vzorkd uchovavanych v mrazaku

byla primérna vytéznost DNA 460,33 ng/pul (min. 24,78 ng/ul, max. 1625,36 ng/ul).
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U vzorkd, které byly ponechdny ptirozenému vyvoji, a byly odebrany az na pocatku
nadchazejici sezony, dosahovala primérna vytéznost DNA 453,00 ng/ul
(min. 27,63 ng/ul, max. 2462,22 ng/ul). Tento jev by mohl potvrzovat piedchozi
domnénku, ze u vzorkt izolovanych ihned po odbéru u kolonie Pectinatella magnifica
statoblasty obsahuji jesté nedovyvinuté zooidy, které nejsou pfipraveny pro vylihnuti,
pfipadné¢ ze obsahuji latky inhibujici jejich lihnuti. Proces zmrazeni vzorki
Vv laboratornich podminkach tak mohl simulovat pfirozeny vyvoj statoblastu,
kdy Kk jeho lihnuti dochézi az snastupem nasledujici sezony, tedy po piemrznuti
V prib¢hu zimy a tim ipo uplynuti obdobi dormance, kdy zarodek zooidu neni
schopen vylihnuti ze statoblastu. Tento vysledek by mohl znadit, ze pro vyvoj zooidu
je nutny vliv mrazu, ¢imz by mohl byt vysvétlen piesun druhu Pectinatella magnifica

do horskych poloh a chladngjsich oblasti severni a vychodni Evropy.
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Obrazek 4.15: Vliv mrazu na Cistotu DNA
U vysledki méfeni ,,Cistoty” DNA k tak vyraznym rozdiliim jako u vytéznosti
DNA nedoslo, avSak i zde jsou patrné rozdily mezi jednotlivymi skupinami vzorkd.
V ptipadé¢ vzorkl izolovanych ihned po odbéru z kolonie Pectinatella magnifica
je patrné mirné znecisténi DNA vzhledem k dosazenym hodnotam 1,64 OD 260/280
zasobnich latek, pravdépodobné tukového charakteru, koncentrovanych uvniti

statoblastu a slouzicich jako vyziva pro zarodek zooidu. Ze vzorkl podrobenych vlivu
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mrazu, lepSich hodnot dosahuji vzorky, které ptezimovaly v pfirozeném prostiedi.
Tyto vzorky dosahly hodnot 1,95 0D 260/280 a2,12 OD 260/230, které
dle THERMO SCIENTIFIC (2015) dokonale spliuji podminky ,,¢isté” DNA.
U vzorkli uchovavanych v fizenych podminkach pii-20°C bylo dosazeno
naméfenych hodnot 1,87 OD 260/280 a 2,24 OD 260/230. Tyto hodnoty jsou
na hranici Cistoty DNA, zejména u parametru OD 260/230, avsak stale mohou byt
povazovany za ,,Cistou* DNA. Drobné znecisténi vzorkli mohlo byt zplisobeno prave
umélymi podminkami, kdy statoblasty byly drzeny po celou dobu zimy pii -20 °C
amohly tak byt c¢éastecné¢ poskozeny vlivem mrazu, na rozdil od pfirozené
ptrezimujicich vzorkt, kdy denni teploty dosahly -20 °C v horizontu pouze nékolika
dni, po kterych nasledovalo otepleni a mrazy neklesly pod -10 °C.

Hypotéza, ze zamrazeni statoblastii v teplotach -20 °C nemd vliv na mnozstvi
a kvalitu vyizolované DNA, byla pomoci pokusu zaméfeného pouze na tuto otazku,

vyvracena.

4.5 Vysledky analyzy AFLP

Na vzorcich ziskanych izolaci DNA byla provedena analyza AFLP a nésledné
i fragmentaéni analyza. B&hem samotného zpracovani analyzy AFLP nedoslo
kK Zadnym obtizim ani komplikacim. Vzdy pfed inkubaci byly vSechny
mikrozkumavky dikladné dovieny anasledné obaleny hlinikovou folii, aby bylo

ptedejito ptipadnému odparu vzorku vlivem teploty, K inkubaci vzorki potiebné.

45.1 Vysledky gelové elektroforézy
Po jednotlivych fazich procesu AFLP byla ¢ast vzorku piekontrolovana pomoci gelové
elektroforézy (Obrazek 4.16), ktera méla za ucel ovéfit, zda doslo ke spravnému
priabéhu daného procesu.

K tomuto kroku jak v piipad¢ pre-selektivni amplifikace tak i nasledné selektivni
amplifikace bylo pfikro¢eno nejen z duvodd pribézné kontroly, kterd znamenala
usporu ¢asu v piipadé¢, ze by dil¢i kroky nebyly Gspésné, ale piedevsim z divodi
uspory materialu a finan¢nich nékladl, potfebnych pro nédkladny a ¢asové narocny
proces fragmenta¢ni analyzy. Oproti fragmentani analyze provedené pomoci
kapilarni elektroforézy predstavuje gelova elektroforéza pomérné levnou a rychlou

metodu, jak zkontrolovat uspésnost zpracovani techniky AFLP.
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Obrazek 4.17: Kontrolni méfeni vysledki preamplifikace fragmenti

Z vysledku gelové elektroforézy pro fazi pre-amplifikace je viditelné nastépeni
DNA na jednotlivé fragmenty, které jsou rovnomérné rozprostieny po celé délce
elektroforetického produktu, ktery ztohoto diivodu plisobi dojmem nepieruSované
linie. SouCasn¢ zde Ize rozlisit nékolik vyraznéjsich fragmentt, které
se jiz amplifikovaly s preselektivnim nukleotidem A (Obrazek 4.17). Tyto fragmenty
jsou viditelné v n€kolika vyraznéjSich fadcich, které mezi celym amplifikovanym

spektrem vynikaji.

Obrazek 4.16: Kontrolni méreni vysledkii preamplifikace fragmenti — zvyraznéni produktu

79



K otestovani uspésnosti pre-selektivni amplifikace bylo zvoleno 8 zastupcii, které
byly zvoleny napfi€ lokality i vékovou struktury studovanych vzorkl. Konkrétné byly
zvoleny (zleva doprava): Veselil (5), VIkov (34), Stankovsky (80), Novy
Kanclit (128), Podiezansky (159), Novy Hospodai (168), Hejtman (181) a Lipno |
(253). Poslednim sloupeckem, viditelnym na vysledku gelové elektroforézy,
je 100 bp Ladder, ptidany pro kontrolu a moznost stanoveni velikosti separovanych
fragmentt.

Na zdkladé pozitivnich vysledkli gelové elektroforézy pro pre-selektivni
amplifikaci bylo néasledné pfistoupeno k samotné selektivni amplifikaci s pouzitim
primerové kombinace ECORI-ACG, Msel-AGT. Itento krok byl po dokonceni
amplifikace kontrolovan pomoci gelové elektroforézy. Za timto ucelem bylo opét
zvoleno 8 zastupct vzorkd Pectinatella magnifica, které odpovidaly vzorkim

pouzitym pro testovani tspéSnosti faze pre-amplifikace.

Obriazek 4.18: Kontrolni méreni vysledku selektivni amplifikace fragmentu

Z vysledku gelové elektroforézy pro selektivni amplifikaci (Obrazek 4.18)
je ziejmé, ze proces amplifikace selektovanych fragmentt prob&hl Gspésné a vzorky

tak splnily podminku pro podstoupeni fragmentaéni analyzy pomoci sekvenacniho
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pristroje. Systém umisténi vzorkd na agarézovém gelu je nasledujici (zleva doprava):
100 bp Ladder, Veselil (5), VIlkov (34), Stankovsky (80), Novy Kanclit (128),
100 bp Ladder, Podiezansky (159), Novy Hospodai (168), Hejtman (181) a Lipno |
(253), 100 bp Ladder. Ladder byl v tomto ptipadé mezi vzorky vlozen opakovang,

aby bylo mozné I1épe porovnat pfitomnost ¢inepiitomnost amplifikovanych

fragmentt.

Obrazek 4.19: Kontrolni méreni vysledki selektivni amplifikace fragmentu —
zvyraznéni produktu

Na vysledcich gelové elektroforézy (Obrazek 4.19) jsou patrné amplifikované
fragmenty, ziskané selektivni amplifikaci (vyznafeny zeleng). Jiz na téchto
fragmentech jsou viditelné drobné rozdily mezi jednotlivymi jedinci druhu
Pectinatella magnifica. U ¢tvrtého vzorku zleva (Novy Kanclif - 128) neni patrny
zadny prouzek, coz by napovidalo chybé béhem selektivni amplifikace, pfipadné
signalu tak slabému, Ze neni vzhledem ke kvalité fotografie patrny. V ptipadé Spatného
rozliSeni elektroforetickych produktli se proto doporucuje vysledné fotografie

pteexponovat, aby byla zvySena pravdépodobnost vizualizace i méné zietelnych
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produktti. V pifipadé nedostupnosti sekvenacniho pfistroje disponujiciho kapilarni
elektroforézou bylo mozné vyuzit technik gelové elektroforézy pro ruc¢ni odecteni
amplifikovanych fragmentii a néasledné vytvofeni binarni matice, kdy je vyskyt
amplifikovaného fragmentu vyznacen zelené, pokud se nadané pozici fragment
nenachazi, je oznacen Cervené (Pfiloha 9). K t€émto Gcelim vsak nebyva pouzivana
horizontalni gelova elektroforéza za pouziti agarozového gelu, ale elektroforéza
vertikalni s vyuzitim polyakryamidového gelu, ktery disponuje lepSimi separa¢nimi
vlastnostmi.

45.2 Vysledky fragmentacni analyzy — celkovy stav
Pro potieby studie genetické diverzity kolonii Pectinatella magnifica bylo zpracovano
anasledn¢ vyhodnoceno 270 vzorkl. Zhruba u?2 % vzorkii bylo nutné provést
opakované méteni, kdy doslo ke Spatnému nasednuti primerd béhem faze selektivni
amplifikace atim iztrat¢ produktu, piipadné seipfes veSkera opatieni
Vv analyzovaném produktu objevila vzduchova bublina, ktera celkové méfeni vzorku
pomoci kapilarni elektroforézy znehodnotila.

Diky technice kapilarni elektroforézy, ktera pracuje na zakladé pritomnosti
¢i neptfitomnosti  signalu, vyzafovaném fluorescenénim primerem pfitomném
v amplifikovaném produktu, je uSetfen znacny dil prace na vytvofeni binarni matice
(1;0), kdy neni tfeba matici vytvaret manualn¢, ale byla sestavena na zakladé
elektroforetického produktu kapilarni elektroforézy za pouziti programu Gene

Mapper.
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Obriazek 4.20: Vizualizace kompletniho DNA fingeprintingu — celkovy popis,
pozice vzorki

Obrazek 4.20 zobrazuje vysledky kapilarni elektroforézy po vytvoieni binarni
matice (1;0). Pro lepsi vyhodnoceni vysledki byla vytvofena matice obarvena, zelena
barva ptedstavuje pfitomnost amplifikovaného fragmentu (1), zatimco barva ¢ervena
zastupuje jeho nepfitomnost (0).

Jiz barevné vyobrazeni amplifikovanych fragmentd napovida, ze celkova
struktura amplifikovanych fragmenti se mezi jednotlivymi vzorky zna¢né podoba.
Vzhledem Kk vysledkim ptedchozich studii byla pro genetické analyzy zvolena
primerova  kombinace E-ACG/M-AGT, nazakladé nejvyssiho mnozstvi
amplifikovanych fragmentd ze vSech testovanych primerovych kombinaci. Ackoliv
v predeslé studii, najejimz zékladu byla tato kombinace zvolena, byl pocet
amplifikovanych variabilnich fragment 132 ze 157 v rozmezi 36414 bp, v piipadé
analyz pro disertacni praci bylo ziskdno 139 variabilnich fragmentd ze 159 v témze
rozmezi velikosti, tedy 36-414 bp. Ze srovnani vysledki obou analyz za pomoci téze
primerové kombinace je patrné, ze se pocet amplifikovanych variabilnich fragmenti
lisio 7. Tento rozdil je mozné ptisoudit rozdilu v poctu analyzovanych vzorki,
kdy vyssi pocet vzorkii umoziuje, Ze se variabilni fragment objevi alespoii u jednoho

vzorku, a z tohoto dtivodu s nim je pracovano.
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Obrazek 4.21: RozloZeni polymorfnich fragmentii — celkovy

Na obrazku 4.21 je vyobrazeno rozlozeni amplifikovanych polymorfnich
fragmentt v DNA profilu. Jedna se o soucet ziskanych variabilnich fragmentt
pro vSechny vzorky, kdy osa X vyobrazuje velikost pfislusného fragmentu, na jehoz
pozici se variabilni fragment vyskytoval a 0sa Y vyobrazuje sumu vSech variabilnich
fragment, které se na dané pozici amplifikovaly. Cim vy3§i ziskané &islo je, tim vice
vzorkd ma na dané pozici amplifikovany polymorfni fragment. Pokud néjaky vzorek
dosahuje hodnoty 1, pak se jedna o unikatni fragment v celém profilu fingerprintingu
amuze mit vliv na vypocet celkové diverzity studovanych vzorkd. Z vysledkt
celkového fingerprintingu je patrné, Ze nejvétsi koncentrace variabilnich fragmentt
se objevuje Vvprvni poloviné DNA fingerprintingu, kdy vétsi rozdily mezi
jednotlivymi vzorky se =zacinaji projevovat v druhé poloving grafu. Nejveétsi
zastoupeni variabilnich fragmentl se vyskytuje na pozicich 51-65, 75-80 a 145-148
a okolo 153. Nejnizsi zastoupeni polymorfnich fragmentl je mozné zaznamenat
na pozicich 40, 50, 67, 156, 177-196, 257 a 312.

Na zéklad€ dat ziskanych pomoci fragmentacni analyzy a binarni matice byly
sestaven graf pro srovnani procentického zastoupeni jednotlivych fragmenth
u jednotlivych vzorkl. Pro hlavni genetickou analyzu ziskanych vysledkt byla dale
vytvofena matice vzdalenosti a stromovy graf, vyjadiujici genetickou vzdalenost
analyzovanych vzorkd.

Pro lepsi prehlednost a vétsi porozuméni genetické struktufe populace
Pectinatella magnifica byl vytvoten nejdtive graf vyjadiujici celkovy stav populace,
zastoupené analyzovanymi vzorky. V dal§Sim kroku byly vzorky ajim pfisluSné
vysledky fragmentaéni analyzy rozttizeny dle jednotlivych lokalit a znovu pro né byla
vytvofena matice vzdalenosti a stromovy graf, vyjadfujici genetickou strukturu
jednotlivych odbérovych mist. Do téchto lokalit byly zahrnuty nejvyznamné;si

odbérova mista s dostatecnym mnozstvim vzorkl. Minimalni pocet vzorkll pouZitych
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do samostatné analyzy byl 9, a to u lokality Vapensky. Lokality Komarov (zastoupen
5 vzorky), USA (1 vzorek) a Finsko (1 vzorek) do dil¢ich analyz zahrnuty nebyly.

e e

Obrazek 4.22: Procentualni zastoupeni polymorfnich fragmentu — celkové

Z vysledkli porovnani procentického zastoupeni jednotlivych fragmenth
(Obrazek 4.22) je patrné, ze pocet pritomnych amplifikovanych variabilnich
fragmentl se u jednotlivych vzorkll vyskytuje v rozmezi od 24,64 % po 50,72 %
z celkového mnozstvi ziskanych fragmentl. NejCastéji se vyskytujici hodnoutou
v ramci celkového zastoupeni variabilnich fragmentl je 38,41 % amplifikovanych

variabilnich fragmentd u jednoho vzorku.
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Obrazek 4.23: Vysledky shlukovaci analyzy — celkové

85



Vysledky celkové shlukovaci analyzy (Obrazek 4.23) zahranovaly vSech
270 vzorkt, hodnocenych pomoci techniky AFPL. Na diagramu je patrné shlukovani
vzorkt do jednotlivych skupin, kdy kazdy z uzl pfedstavuje jednu fazi shlukovaciho
procesu. ZvétSenina diagramu, vcetné barevného roztiizeni dle jednotlivych lokalit
se nachazi v kapitole Ptilohy jako Ptiloha 25 a 26.

Z vysledkl shlukovaci analyzy plyne, Ze vétSina analyzovanych vzorkl se déli
do dvou hlavnich klastra (K=2), kdy se pievazna vétSina vzorki shlukuje do jedné
pocetné velmi rozvétvené skupiny. Oproti tomu mensi skupina, oddélujici se od celku
je tvofena 26 vzorky z celkového poctu 270. Do této skupiny patii vzorky pochazejici
z lokalit: Vlkov (34, 150, 153, 156, 157, 226), Veseli | (70, 202, 207, 210, 213, 218,
255), Stankovsky (76, 80, 235), Kofensko (53), Cep 1(84), Finsko (115),
Hejtman (124, 191), Novy Hospodar (180), Novy Kanclit (128, 130, 198),
Vydymac (249). Zjimavosti je, Ze vzorky odebrané v lokalitich USA (stat Oregon;
vzorek ¢. 31) a v Chorvatsku (228) se shlukuji ve vétsim z klastrd a vykazji celkové
nizkou genetickou diverzitu v porovnani s ostatnimi analyzovanymi vzorky,
odebranymi na izemi Ceské republiky.

V ptipadé druhého mensiho klastru se jednd o vzorky rtizného staii i pivodu.
Do této skupiny patii vzorky ve stafi od méné nez 1 roku az po vzorky 6leté.
DNA vzoku 70 (Veseli 1), 202 (Novy Kanclit) a 76 (Stanikovsky) pochazi se stejného
zasobniho vzorku kolonii Pectinatella magnifica jako vzorky v piivodni pilotni studii,
zpracovavané v piedchozi diplomové praci. | v piedeSlé analyze tyto vzorky
vykazovaly obdobnou miru genetické diverzity a stejny zpusob shlukovani vici
ostatnim vzorkim ziskanym Vv rdmci studovanych lokalit. Mezi vzorky spadajicimi
do skupiny druhého mensiho klastru se nachazeji zastupci kolinii, které jiz béhem
odbérli vykazovaly jistou miru odliSnosti oproti béZznym vzorkim odebiranym
na lokalitich. Castym jevem zaznamenanym u téchto kolonii byly odlignosti
ve struktufe gelovité matrix, kdy prevazna skupina vzorkll vytvarela mékky vice
vodnaty gel, zatimco u malého procenta vzorkli byla gelovitd hmota pevna a tuha,
strukturn¢ pfipominajici mozkovou tkan (Ptiloha 10). Soucasné u nékterych vzorki
kolonii Pectinatella magnifica byly pozorovany odlisnosti v teploté vody, potiebné
pro Zivot kolonii. Ackoliv je uvadéno, Ze minimalni teplota vodniho prosttedi
pro zivotni procesy druhu Pectinatella magnifica je 20 °C, béhem odbéra byly

zaznamenany kolonie, které uspéSné prosperovaly i ve vodé dosahujici 13 °C.
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Pro srovnani vysledkl s piivodni studii je v kapitole Pfilohy umistén stromovy
graf ziskany analyzou AFLP obsazenou v diplomové praci (Moravcova, 2015)
(Ptiloha 8).

4.5.3 Vysledky fragmentaéni analyzy — piskovna Cep |
Vodni nadrz Cep | (Obrazek 4.24) je plocha
piskovny nedaleko Suchdola nad Luznici
0 celkové plose 2,25 ha a nadmoiské vysce
461 m. n. m. Tato vodni nadrz v soucasné

dobe¢ slouzi predevsim K turistickym Gcelim

Piskovna Cep 1

diky cisté vodé¢, kterd se v letnich mésicich
velmi rychle oh#iva a je tak vyhledavana jako
lokalita ke koupani.

Lokalita Cep | byla zastoupena
15 vzorky, které se pohybovaly ve véku mezi
5-10 lety. Nov¢jsi vzorky nemohly byt

do analyzy zahrnuty, zddvodu upln¢ho

vymizeni kolonii Pectinatella magnifica + === e
ze studované lokality. Jednim zmoznych  Obrazek 4.24: Mapa — piskovna Cep |
vlivli na stav populace Pectinatella magnifica na lokalit¢ Cep I, je rozvoj povlaku
na povrchu vétvi, ktery vytvofil zna¢né konkurenéni prostiedi pro statoblasty a z nich
se vyvijejici zooidy, kteti nebyli schopni se pfichytit k podkladu a tim byl i znemoznén

plnohodnotny vyvoj zivotaschopnych kolonii.

Obrazek 4.25: Vizualizace kompletniho DNA fingeprintingu — piskovna Cep |

Vysledky fragmentacni analyzy a podrobny DNA fingerprinting pro vzorky
odebrané na lokalité¢ Cep | jsou vyobrazeny na Obrazku 4.25. Jedna se o vzorky 11,
12, 13, 14, 15, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 131, 132 a 133. Pfi vyhodnoceni vysledki
DNA fingerprinfingu pro lokalitu Cep bylo zjisténo, ze oproti 139 variabilnim
fragmentim, které byly amplifikovany v kompletnim DNA fingerprintigu vsSech

vzorkt bylo pro lokalitu Cep | ziskano variabilnich fragmenti pouze 114.
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Obrazek 4.26: RozloZeni polymorfnich fragmentii — piskovna Cep |

Na Obrazku 4.26 je znazornéno rozlozeni polymorfnich fragmentd vuci
jednotlivym pozicim amplifikovanych fragmenti. Oproti celkovému obrazu jsou
patrné vétsi proluky mezi fragmenty vyskytujicimi se u téméf vSech vzorkl a témi,
které jsou zastoupeny pouze fidce. Na lokalité Cep | jsou Casto se vyskytujici

fragmenty pomérné Cetné a rozlozené po celé Sifce fingerprintingu.
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Obrazek 4.27: Procentualni zastoupeni polymorfnich fragmentia — piskovna Cep |

Z vysledki procentického zastoupeni amplifikovanych variabilnich fragmentt
(Obrazek 4.27) je patrna velmi nizka diverzita mezi jednotlivymi vzorky. VSechny
vzorky ziskané na piskovné Cep I vykazuji hodnotu amplifikovanych fragmentt
natrovni 33,33 % -44,93%, avsak pouze 3vzorky piesahuji mnozstvi
40,00 % amplifikovanych variabilnich fragmentt, jedna se o vzorky 14, 82 a87.

Podrobné vysledky jsou k nahlédnuti v kapitole Ptilohy jako Ptiloha 11.
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Obrazek 4.28: Vysledky shlukovaci analyzy — piskovna Cep |

Ze shlukovaci analyzy pro lokalitu Cep | (Obrazek 4.28) je patrnd vysoka
podobnost mezi jednotlivymi vzorky, kdy se z celkového shluku vzorki vy¢lenily tii,
které vykazuji zvySenou genetickou diverzitu oproti ostatnim zbyvajicim 12. Jedna
vy$si genetickou diverzitu 1 vV rdmci analyz celkového mnoZstvi vzorkd, ostatni vzorky
vykazuji odliSnosti v ramci lokality, avSak v celkovém pohledu je jejich geneticka
diverzita nizka a shlukuji se v ramci vétSiho klastru. V pfipadé odlisnych vzorkt
se pravdépodobné jedna o drobné odchylky mezi jedinci v ramci lokality, avsak
v celkovém pohledu je jejich odliSnost zanedbatelnd a spiSe se fadi mezi bézné
zastupce kolonii Pectinatella magnifica, které osidluji oblast Ceské republiky.

vvvvvv

Cep I, nejmladSim a je tak jednim z poslednich vzorkd, které bylo mozné na této
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lokalit¢ odebrat pfed vymizenim kolinii Pectinatella magnifica v této oblasti.
Odebirané kolonie nevykazovaly zédnou vyznamnou odli$nost,
a pravdépodobné se jedna pouze o drobné odchylky v genomu jednotlivych jedinct,

které se neprojevily na venek.

45.4 Vysledky fragmenta¢ni analyzy — rybnik Hejtman
Rybnik Hejtman (Obrazek 4.29) je vodni
nadrz v Chlumu u Tteboné o celkové vyméie
80 ha v nadmoftské vysce 492 m. n. m. Tento
rybnik je lokalitou hojné¢ vyhledavanou
jak z davodu letni rekreace, kdy se na bichu
nachdzi  nékolik  rozsédhlych  kempt,
ale predevsim z diivodi rybafteni.

Lokalita Hejtman byla reprezentovana

SFNRybnik Hejtman

23 vzorky o staii méné nez jednoho roku
az po vzorky staré 6 let Na této lokalite
dochdzelo  k pravidelnému  pozorovani,

kdy z poc¢atku byly kolonie Pectinatella

magnifica objemng&jsi a Casté&ji pozorovatelné,
zejména na hrazi rybnika v oblasti Chlumu  gprszek 4.29: Mapa — rybnik Hejtman

u Treboné. V poslednich letech doslo ke zmenseni pocétu kolonii i jejich objemu,
pravdépodobné vlivem zvysSeného turistického ruchu anavySenim pH vody,
kdy béhem pozorovani pH vody v rybnice Hejtman nartuistalo béhem letni sezony

az na 8,6.

Obrazek 4.30: Vizualizace kompletniho DNA fingeprintingu — rybnik Hejtman

Obrazek 4.30 znazoriuje kopmpletni fingerprinting pro vzorky 6, 7, 8, 9, 10, 121,
122,123, 124, 125, 126, 189, 190, 191, 192, 238, 239, 240, 241, 242, 243, 268 a 2609.
Pti vyhodnoceni vysledkit DNA fingerprinfingu bylo zjiSténo, Ze oproti
139 variabilnim  fragmentum, které byly amplifikovany v kompletnim
DNA fingerprintigu vSech vzorkli, bylo pro lokalitu Hejtman ziskano variabilnich
fragmentt 122.
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Obrazek 4.31: RozloZeni polymorfnich fragmenti — rybnik Hejtman
Obrazek 4.31 vyobrazuje srukturu amplifikovanych polymorfnich fragmetni
na lokalit¢ Hejtman. Nagrafu je patrné stfidavé nardstani pocétu variabilnich
fragmentli a jejich opétovny pokles. V prvni polovingé grafu jsou amplifikované
fragmenty cetné€jsi, zatimco v druhé poloviné se zacinaji prosazovat spiSe méné

zastoupené fragmenty.
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Obrazek 4.32: Procentualni zastoupeni polymorfnich fragmentii — rybnik Hejtman

Z procentického  zastoupeni  amplifikovanych  polymorfnich  fragmentt
ujednotlivych vzorki druhu Pectinatella magnifica nalokalit¢ Hejtman
(Obrazek 4.32) je patrna drobna rozkolisanost v po¢tu amplifikovanych variabilnich
fragmentl, kdy nejvétsi odchylku vykazuji vzorky 6 (31,16 %), 124 (31,16 %)
a 121 (48,55 %). V ptipadé ostatnich vzorkd se pruimérné mnozstvi amplifikovanych
variabilnich fragmentti pohybuje mezi 35,00 — 42,00 %. Podrobné vysledky jsou
k nahlédnuti v kapitole Ptilohy jako Pfiloha 12.
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Obrazek 4.33: Vysledky shlukovaci analyzy — rybnik Hejtman

Ze shlukovaci analyzy pro lokalitu Hejtman (Obrazek 4.33) je patrna vysoka
podobnost mezi jednotlivymi vzorky, kdy se z celkového shluku vzorkt vyclenily
tii vzorky, které vykazuji vramci lokality zvySenou genetickou diverzitu oproti
zbytku. Jedna se o vzorky 124, 191 a 243. Vzorky 124 a 191, které jsou v této skupiné
vzorkid. Tyto vzorky patii mezi mladsi ze vzorkl. V dobé jejich izolace bylo stafi
téchto vzorkl okolo 1 roku a je tak vysoce pravdépodobné, Ze kvalita DNA z téchto
vzorkll byla na velmi dobré tirovni. Samotné vzorky byly odebirany v letnim obdobi,
po kratkém obdobi pfivalovych srazek, kdy teplota vod kratkodobé klesla
pod pozadovanou turovén a gelovitda matrix téchto vzorkt byla spiSe vodnata,
jiz zna¢né osidlend koloniemi cervenych a modrozelenych sinic. Ackoliv byl stav
kolonii, které zaCinaly mirné odumirat, pfisuzovan zhorSeni zivotnich podminek,

divod by mohl byt ve stati kolonie, ¢emuz by 1 napovidala obsazenost gelovité matrix.

92



Prestoze vzorek 243 vykazuje jistou miru odlisnosti v ramci studované lokality,
Vv celkovém pohledu je jeho geneticka diverzita nizsi a shlukuje se v ramci vétsiho
Klastru. Z toho by se dalo usuzovat na mirné odli$noti v genetické struktufe, avSak

ne tak zasadni, aby se projevily v celkovém obrazu ¢eské populace mechovky.

4.5.5 Vysledky fragmentacni analyzy — Vodni dilo Korensko
Vodni dilo Kofensko (Obrazek 4.34)
se nachazi nedaleko Tyna nad Vltavou
a dosahuje rozlohy 130 ha v nadmotské
vySce 330 m. n. m. Koifensko je lokalita
vyhledavana jako oblast vhodna ke koupani
arybolov, s omezenimi kvuli lodni dopravé
a pritomnosti  zdymadla amalé vodni
elektrarny. Samotna vodni nadrz
se vyznacuje pomérné Cistou vodou, avSak
sohledem na objem nadrze dochazi
k prohtati na pozadovanou teplotu jen velmi

vyjime¢né. PoZzadovanych 20°C byva

dosazeno pouze na oslunénych bfezich,

kde byvaji nalézany kolonie mechovek. Obrazek 4.34: Mapa — vodni dilo KoFensko
Vyjimecné mohou byt k nalezeni i v oblasti hraze.

Lokalita Kofensko byla reprezentovana 20 vzorky ostaifi méné nez jeden
rok az po 6 let, kdy nejéetn&jsi skupiny vzorkd byly reprezentovany vzorky
1 a2letymi. Lokalita Kofensko nebyla odebirana cilené, ale jednalo se o vzorky
odebrané piindhodném pohybu na lokalit¢ ¢i byly nahldSeny od ndhodnych

pozorovateld, ktefi lokalitu vyuZivaji k rybarskym a rekrea¢nim uceltm.

Obrazek 4.35: Vizualizace kompletniho DNA fingeprintingu — vodni dilo KoFensko

Obrazek 4.35 znazornuje kompletni fingerprinting pro vzorky 52, 53, 54, 55, 56,
57, 58, 59, 60, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 171, 172, 173, 174, al75.
Pfi vyhodnoceni vysledkii DNA fingerprinfingu bylo zjiSténo, Ze oproti

139 variabilnim  fragmentim, které byly amplifikovany v kompletnim
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DNA fingerprintigu vSech vzork bylo pro lokalitu Kofensko ziskano variabilnich
fragmentt 122.
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Obriazek 4.36: RozloZeni polymorfnich fragmenti — vodni dilo KoFensko

kdy nejvyssi

Obrazek 4.36 zobrazuje rozlozeni polymorfnich fragmentl na lokalité Kofensko
ho maximalniho zastoupeni

dosahuji v prvnich dvou tfetinach
fingerprintingu. Ve tieti tfetiné se v ramci této lokality za¢inaji objevovat jedine¢né

hodnoty, které by mohly ovliviiovat nasledné vyhodnoceni genetické diverzity
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Obriazek 4.37: Procentualni zastoupeni polymorfnich fragmenti — vodni dilo Kofensko

Z procentického  zastoupeni

amplifikovanych  polymorfnich

fragmentil
U jednotlivych  vzorkt

druhu Pectinatella magnifica nalokalit¢ Kofensko

(Obrazek 4.37) je patrna drobna rozkolisanost v po¢tu amplifikovanych variabilnich
fragmentd, kdy nejvétsi odchylku vykazuji vzorky 53 (27,54 %), a 58 (44,93 %)

V piipad¢ ostatnich vzorkti se primérné mnozstvi amplifikovanych variabilnich

fragmentti pohybuje od 31,88 % az po 43,48 %. Podrobné vysledky jsou k nahlédnuti
Vv kapitole Ptilohy jako Ptiloha 13.
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Obrazek 4.38: Vysledky shlukovaci analyzy — vodni dilo Kofensko

Shlukovaci analyzy pro lokalitu Kofensko (Obrazek 4.38) vykazuji postupné
shlukovani jednotlivych vzorku, kdy z celku jsou nejodlisngjsi Ctyfi, které vykazuji
v ramci lokality zvySenou genetickou diverzitu oproti ostatnim 16. Jedna se o vzorky
53, 112, 172 a 173. Vzorek 53, ktery na dané lokalité vykazuje nejvyssi genetickou
3 vzorky vykazuji zvySenou genetickou diverzitu pouze v ramci studované lokality,
avSak v SirSim celku vykazuji shlukovani s vétsi skupinou vzorkd.

Vzorek 53, ktery vykazuje nejvyssi genetickou diverzitu v ramci studované
lokality se fadi mezi starSi vzorky odebrané na dané lokalitg, ziskany nedaleko hraze
vodni nadrze Kotfensko. Béhem odbéru nevykazoval Zadnou vyznamnou odliSnost,
Z tohoto ditvodu lze usuzovat na zvysenou diverzitu v rdmci genetické struktury, ktera
se dosud neprojevila zadnym vnéjsim znakem. Zbytek kolonii, které se odliSuji v ramci

lokality se 1i8i od zbytku vzorkd pouze minimdlné a ani vradmci celkového
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shlukovaciho procesu nevykazuji zadné vyznamné odliSnosti od bézné populace

kolonii Pectinatella magnifica.

45.6 Vysledky fragmentacni analyzy — vodni nadrz Lipno |
Vodni nadrz Lipno | (Obrazek 4.39)
se nachazi nahornim toku fteky Vltavy
na hranici CHKO a NP Sumava. Jednd
se 0 nejvétsi umélé jezero Ceské republiky
s plochou 4870 ha a nachazi se v nadmotské
vysce 776 m. n. m. Oblast Lipenska s, ' * v
je vyhlasena masivnim turismem se znaénym P :
mnozstvim kempt, plaZzi malych pfistavl
a mnoha lokalit vhodnych pro rybolov.

Lokalita Lipno | byla reprezentovana

12 vzorky o stafi jednoho roku az po vzorky

staré¢ 5 let VétSina z pouzitych vzorkl byla

Zpracoval Ing
o ‘Podklad: Orto!
' 0 1125 2250 4500 6750 9000 Souradny systém: S-T:

dvouleta. Natéto lokalit¢ nedochézelo

k pravidelnému pozorovani, ale vzorky byly — Obrazek 4-393L'}/F')6r‘]%a|— vodni nadrz
odebirany nahodné pii pohybu po lokalité, nebo

byly nahlaSeny od mistnich pozorovateli. V posledni dob¢é se Siii hlaSeni zejména
z tad rekreantti a rybaiti, coZz by mohlo napovidat o rozsifujici se populaci Pectinatella
magnifica v této lokalité, pravdépodobné s ohledem na vyssi pocet mrazovych dnt

v lokalité Lipenska oproti oblasti Tfeboriiska.

Obrazek 4.40: Vizualizace kompletniho DNA fingeprintingu — vodni nadrz Lipno |
Obrazek 4.40 zobrazuje kompletni DNA fingerprinting pro vzorky 72, 73, 74, 74,
116, 117, 118, 119, 120, 261, 262 a 263, kdy z celkového mnozstvi 139 variabilnich
fragmentti amplifikovanych pro vSechny studované vzorky, v ramci lokality Lipno |

bylo variabilnich fragmenti pouze 109.
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Obrazek 4.41: RozloZeni polymorfnich fragmenti — vodni nadrZ Lipno |

Orazek 4.41 zobrazuje zastoupeni polymorfnich fragmentd, kdy polovina
az dv¢ tretiny amplifikovanych fragmentii je zastoupena téméf u vSech vzorku.
Ve tieti tfetiné se vice objevuji unikatni fragmenty, které mohou mit vliv

na genetickou diverzitu studovanych vzork.
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Obrazek 4.42: Procentualni zastoupeni polymorfnich fragmenti — vodni nadrz Lipno |

Z percentudlniho  zastoupeni amplifikovanych polymorfnich fragment
u jednotlivych vzorka druhu Pectinatella magnifica na lokalité Lipno | (Obrazek 4.42)
je patrna vyrovnanost v poétu amplifikovanych variabilnich fragmentd, kdy nejnizsi
percentualni zastoupeni poctu variabilnich fragmentt odpovida 34,06 % pro vzorky
118, 119, 261 a 263. Nejvyssi percentudlni zastoupeni variabilnich fragmentt

je 42,75 % pro vzorky 73 a 120. Podrobné vysledky jsou k nahlédnuti v kapitole
Ptilohy jako Ptiloha 14.
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Obrazek 4.43: Vysledky shlukovaci analyzy — vodni nadrz Lipno |

Z vysledku shlukovaci analyzy (Obréazek 4.43) je patrné, ze na lokalité¢ Lipno |
vykazuji kolonie Pectinatella velmi nizkou diverzitu, Vzorky zpracovavané pro tuto
lokalitu se shlukuji do dvou samostatnych skupin, avSak vzdjemné velmi malo
odlisnych. Na lokalit¢ Lipno | Zadny ze vzorkl nevykazuje zvySenou genetickou
diverzitu vramci samostatné skupiny ani v ramci celkového obrazu populace
mechovky na tizemi Cech. Z té&chto vysledkii je patrné, Ze v ramci celku je geneticka
diverzita vzorki odebranych na lokalit¢ Lipno velice nizka, kdy v ramci lokality

vykazuji nepatrné rozdily.
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45.7 Vysledky fragmentacéni analyzy — rybnik Novy Hospodar
Rybnik Novy Hospodair (Obrazek 4.44)
senachazi v CHKO a BR Tiebonsko
nedaleko obce Chlum u  Tieboné
vV nadmotské vysce 439 m. n. m. Tato vodni
nadrz dosahuje rozméru 20,97 ha, a ackoliv
byva vyuZzivana turisty ke koupdni, jedna
se primarné o rybochovny rybnik spadajici
pod spravu Rybarstvi Tiebon. )
Lokalita Novy Hospodai byla zastoupena
14 vzorky o stafi 1 az 6 let, kdy nejvétsi
zastoupeni mély vzorky o stafi dvou let

Lokalita Novy Hospodar nebyla pravidelné

pozorovéana a vzorky byly odebirany ndhodné " 77 ¢ W Sty SRR
dle vyskytu kolonii Pectinatella magnifica  opy4ek 4.44: Mapa — rybnik Novy
na dané lokalits. Kolonie nalokalité Novy Hospodar

Hospodar se nevyskytovaly pravidelné a jejich vyskyt nebyl staly jako na mistech
s pravidelnym odbérem.

Obrazek 4.45: Vizualizace kompletniho DNA fingeprintingu — rybnik Novy Hospodar

Obrazek 4.45 zobrazuje kompletni DNA fingerprinting pro vzorky 47, 48, 49, 50, 51,
176, 177, 178, 179, 180, 181, 256, 257 a 258, kdy z celkového mnozstvi
139 variabilnich fragmentii amplifikovanych pro vSechny studované vzorky, v ramci

lokality Novy Hospodat bylo variabilnich fragmentt 116.
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Obrizek 4. 46: RozloZeni polymorfnich fragmentu — rybnik Novy Hospodar
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Na obrazku 4.46 je vyobrazena struktura polymorfnich fragmentt
amlipfikovanych pro lokalitu Novy Hospodat. Na obrazku je patrné vyrazné mnozstvi
fragmett ze zacatku grafu, kdy dochazi k pozvolnému poklesu a poté opétovnému
narGstu amplifikovanych fragmenti. Ve dvou tfetinach grafu je vyraznd plocha

S jedine¢nymi polymorfnimi fragmenty.
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Obrazek 4.47: Procentualni zastoupeni polymorfnich fragmentii — rybnik Novy Hospodar

Z percentického  zastoupeni  amplifikovanych  polymorfnich  fragmentt
u jednotlivych vzorki druhu Pectinatella magnifica na lokalit¢ Novy Hospodaf
(Obrazek 4.47) je patrné, ze zastoupeni polymorfnich fragmentd je u jednotlivych
vzorkll rovhomérné. Nejnizsi percentudlni zastoupeni poctu variabilnich fragmentt
odpovida 28,26% pro vzorek 180 a nejvyssi percentudlni zastoupeni variabilnich
fragmenti je 42,75% pro vzorek 181. Vétsina vzorkd reprezentujicich lokalitu Novy
Hospodar ma percentického zastoupeni polymorfnich fragmentd na urovni mezi
34,78 - 39,13 %. Podrobné vysledky jsou k nahlédnuti v kapitole Prilohy
jako Ptiloha 15.
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Obrazek 4.48: Vysledky shlukovaci analyzy — rybnik Novy Hospodar

Z vysledkti shlukovaci analyzy (Obrazek 4.48) pro lokalitu Novy Hospodar
je patrné, Ze kolonie Pectinatella magnifica vykazuji velmi nizkou diverzitu,
kdy se vétSina vzorku shlukuje do jedné skupiny. Z celkového mnozstvi vzorka
odebranych na této lokalité se vyclenuji dva vzorky a to vzorek 178 a vzorek 180.

Nejodlisnéjsi je v tomto piipadé vzorek 180, ktery vykazuje vyraznou odliSnost
od ostatnich vzorkd, vzhledem ke vzdalenosti uzlu shlukovani. Tento vzorek
se v celkovém shlukovani pfifadil k druhému mensimu klastru, ktery vykazoval vyssi
genetickou diverzitu oproti celkovému mnozstvi vzorkl. ZvlaStnosti tohoto vzorku
byla teplota vody, ve které byl odebran. K odbéru doslo na zacatku sezony
pii kontrolnim pozorovani pro zjisténi prvnich ndznakl zacatku vegetacni sezony.
plnohodnotné kolonie produkujici prvni statoblasty. V tomto ptipadé by se tedy dalo

usuzovat na jistou adaptaci na chladnéjsi vodu.
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Vzorek 178 vykazuje vramci lokality mirnou odlisnost, avSak v celkové

shlukovacim procesu se fadi do prvniho vétsiho klastru.

45.8 Vysledky fragmentaéni analyzy — rybnik Novy Kanclif
Rybnik Novy Kanclit (Obrazek 4.49)
se nachazi cca?2kilometry od Chlumu
u Trebon¢ v nadmoiské vysce 442 m. n. m.
Jedna se o vodni plochu o velikosti 30,4 ha,
velmi oblibenou jako lokalita pro rybolov, Rybaik Novy Kaneli
vzhledem Kk pravidelné¢ dopliiované rybi
obsadce. Rybnik je v souc¢asné dob¢ ve spraveé
rybarstvi Tiebon.

Lokalita Novy Kanclit byla
reprezentovana 20 vzorky o staii méné nez
jednoho roku az postati 6let Jedna

se 0 lokalitu pravidelné sledovanou se stalym

vyskytem kolonii Pectinatella magnifica,

kdy kolonie nadan¢ lokalit¢ v poslednich — Obrazek 4.49: Mapa — rybnik Novy
letech zaznamenaly nepatrné zmenseni Hanell

z hlediska velikosti, ktera mtize byt zptisobena rychlym rozvojem kolonie a brzkym
uhynem vlivem nastupu sinic, které odCerpavaji kyslik z vody. Druh Pectinatella

magnifica nana mnozsvi kysliku ve vod¢ citliva a pomérné naro¢na, kvuli ¢emu

je pro ni rozvoj vodniho kvétu limitujici.

Obrazek 4.50: Vizualizace kompletniho DNA fingeprintingu — rybnik Novy Kanclif

Obrazek 4.50 zobrazuje kompledni DNA fingerprinting pro vzorky 21, 22, 23, 24,
25, 127, 128, 129, 130, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 228, 229, 230, 231 a 232,
kdy z celkového mnozstvi 139 variabilnich fragment amplifikovanych. Pro v§echny

studované vzorky, Vv ramci lokality Novy Hospodaf bylo variabilnich fragmenta 128.
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Obrazek 4.51: RozloZeni polymorfnich fragmenti — rybnik Novy Kanclif

Na obrazku 4.51 je vyobrazena sruktura amplifikovanych polymorfnich
fragmentl, kdy na lokalit¢ Novy Konclif dochéazi k pravidelnému stfidani oblasti
S vysokym zastoupenim polymorfnich fragmentti a oblasti s vyskytem fragmentt
unikatnich. Na lokalit¢ Novy Kanclif je pfevaha vzorkli s vysokym zastoupenim

polymorfnich fragmentt, jedine¢né fragmetny jsou spiSe v mensing.
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Obrazek 4.52: Procentualni zastoupeni polymorfnich fragmenti — rybnik Novy Kanclif

Z percentualniho  zastoupeni amplifikovanych  polymorfnich  fragmentt
ujednotlivych vzorkd druhu Pectinatella magnifica nalokalit¢ Novy Hospodat
(Obrazek 4.52) je patrné mirné kolisani. Nejniz$i percentualni zastoupeni poctu
variabilnich fragmentd odpovida 25,36 % pro vzorek 128 anejvyssi percentualni
zastoupeni variabilnich fragmntd je 42,75 % pro vzorky 199 a 230. Nejvice vzorka
odebranych nalokalit¢ Novy Kanclit vykazovalo percentudlni zastoupeni
polymorfnich fragmentd mezi 36,23 % a 40,58 % Podrobné vysledky jsou
k nahlédnuti v kapitole Ptilohy jako Piiloha 16.
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Obrazek 4.53: Vysledky shlukovaci analyzy — rybnik Novy Kanclif

Z vysledkti shlukovaci analyzy (Obrazek 4.53) pro lokalitu Novy Kanclif
je patrné, ze kolonie Pectinatella magnifica vykazuji v ramci lokality zvySenou
diverzitu, kdy se vzorky postupné shlukuji do dvou skupin. V ramci lokality se zna¢né
odlisuji ctyti vzorky a to: 128, 130, 198 a 202, které se shlukovaly do druhého mensiho
klastru i v ramci celkového obrazu populace mechovky na tizemi Ceské republiky.
Z téchto vzorkli vzorek ¢. 202 pochazi ze stejného zasobniho vzorku jako
DNA pouzivana v pfedeslé pilotni studii a zbylé tfi vzorky pochdzejici z téZe lokality,
které vykazuji zvySenou genetickou diverzitu pochazeji z riznych dat odbéru, nicméné
vSechny byly izolovany ve stafi 1 roku a méné. Vzhledem ke zptisobu shlukovani
a masivni produkci statoblastti jednotlivymi koloniemi se nabizi moznost, Ze kolonie
odebrana a analyzovana pod cislem 130 pochazi piimo ze statoblasti

vyprodukovanych pravé kolonii odebranou pro potieby diplomové prace.
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45.9 Vysledky fragmentacni analyzy — rybnik Podiezansky
Rybnik Podfezansky (Obrazek 4.54), n¢kdy
také nazyvany jako Novy Lipnicky je vodni
plocha v oblasti Ttebonska, nachazejici
se nedaleko mésta Trebon. Plocha rybnika

dosahuje 68 ha a nachazi se v nadmoiské

ky rybnik (Novy Lipnicky rybnik)

vySce 457 m. n. m. Podfezansky rybnik
je primarn¢ rybochovna nadrz ve spravé
rybarstvi Tteboni, avSak je vyuZivan i jako
rekreacni plocha s chatovymi oblastmi
na jeho biezich.

Lokalita Podfezansky byla pravidelné

studovanou lokalitou, ktera byla

Zpracoval
Podklad

reprezentovana 21 vzorky 26, 27, 28, 29, T e ot s "
30, 167, 168, 169, 170, 203, 204, 205, 206, Obrazek 4.54: Mapa — rybnik Podi‘ezansky

207, 250, 251, 252, 253, 254, 255 a 270. Kolonie na této lokalité¢ vykazovaly stfedni
az mensi vzrust, pravdépodobné vlivem kyselejsiho pH vody, vlivem zvySeného

obsahu huminovych kyselin pochéazejicich z nedalekého Cerveného blata.
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Obrazek 4.55: Vizualizace kompletniho DNA fingeprintingu — rybnik Podiezansky

Obrazek 4.55 zobrazuje kompletni DNA fingerprinting pro lokalitu Podiezansky,
kdy z celkového mnozstvi 139 variabilnich fragmentti amplifikovanych pro vSechny

studované vzorky, bylo variabilnich fragmentd 126.
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Obriazek 4.56: RozloZeni polymorfnich fragmenti — rybnik Podiezansky
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Na obrazku 4.56 je vyobrazena struktura amplifikovanych polymorfnich
fragmentti pro lokalitu Podiezansky. Dle grafu je patrné, Ze vétSina amplifikovanych
fragmentd je v prvnich dvou tietinach grafu, zatimco ve tieti tfetin€ se nachazi vzorky

unikatni.
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Obrazek 4.57: Procentualni zastoupeni polymorfnich fragmenti — rybnik Podfezansky

Z percentualniho  zastoupeni amplifikovanych  polymorfnich  fragmentt
ujednotlivych vzorkth druhu Pectinatella magnifica na lokalit¢ Potfezansky
(Obrazek 4.57) je patrné mirné kolisani. Nejniz§i percentualni zastoupeni poctu
variabilnich fragmentd odpovida 25,00 % pro vzorek 207 a nejvyssi percentualni
zastoupeni variabilnich fragmentd je 45,65 % pro vzorek 270. Nejvice vzorku
odebranych na lokalité Podifezansky vykazovalo percentualni
zastoupeni polymorfnich fragmentii v rozmezi 38,41 % - 42,03 %. Podrobné vysledky

jsou k nahlédnuti v kapitole Pfilohy jako Ptiloha 17.
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Obrazek 4.58: Vysledky shlukovaci analyzy — rybnik Podi'ezansky

Vysledky shlukovaci analyzy (Obrazek 4.58) pro lokalitu Podfezansky
napovidaji, ze vzorky se v ramci lokality shlukuji do dvou skupin, pfi ¢emz jejich
vzajemna geneticka diverzita je velmi mala. ZvySenou genetickou diverzitu vykazuji
vzorky 207 a 255, mirna odli$nost se objevuje jesté u vzorku 27. Z téchto vzorkl
se vramci SirSiho celku odliSuji vzorky 207 a 255, které se shlukuji v menSim
2. klastru, zatimco ostatni vzorky se shlukuji ve vétsim klastru kde se misi se vzorky
Z ostatnich stanovist’.

V piipadé vzorkli odebiranych na lokalit¢ Podfezansky se u kolonii objevovaly
odli$nosti ve struktute gelovité matrix. V tomto ptipad¢ byl gel kompaktni a tuhy,
vytvarejici specifickou strukturu, pfipominajici mozkovou tkan. Nejedena se o jev
vyskytujici se vyhradné na této lokalité, avSak je zde pomeiné hojny. Pravé takova

struktura byla nalezena i u obou vzorkll vykazujici zvySenou genetickou diverzitu.
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Ostatni vzorky odebrané na této lokalit¢ mély tuzsi gel, avSak nedosahovaly takové

struktury jako pravé tyto dva vzorky.

4.5.10 Vysledky fragmentaéni analyzy — rybnik Stafikovsky
Stanikovsky rybnik (Obrazek 4.59) je vodni
nadrz nedaleko obce Chlum u Tieboné
0 nadmoiské vySce 387 m. n. m. Plocha,
kterou zabirda dosahuje 272 ha aje tak
rybnikem s nejvétsim obvodem biehového

pasma (25km) v CR. Rybnik Stankovsky

slouzi jako rekrea¢ni plocha a plocha ‘ R B
pro rybolov, pod spravou rybatstvi Ttebon,
avsak ve vyznaCenych lokalitach je rybolov
zcela zakazan z divodu prichodu statni
hranice avyskytu cennych ryb aryb

S celoro¢nim hajenim.

Lokalita Stanikovsky byla U o o R e

reprezentovana 23 vzorky o primérném stafi Obrizek 4.59: Mapa — rybnik Stafikovsky
méné nez jednoho roku az po stati 7 let. Zastoupeni jednotlivych vékovych kategorii
bylo u téchto vzorkii rovnomérné rozprostiené s vyjimkou 2letych vzorkd, kdy bylo
na lokalité kolonii Pectinatella magnifica méné. Rybnik Stanikovsky byl pravidelné
pozorovanou lokalitou, kde dochazelo k pravidelnym odbérim druhu Pectinatella
magnifica, a ktera byla z hlediska mnozstvi kolonii i vzdy hojné obsazenou lokalitou.

K hlavnimu rozvoji kolonii dochazi natéto lokalit¢ v prvni poloviné Iéta,

kdy s nastupem vysokych teplot dochazi k velmi brzkému rozvoji sinic a vodniho

Obrazek 4.60: Vizualizace kompletniho DNA fingeprintingu — rybnik Staiikovsky

Obrazek 4.60 zobrazuje kompletni DNA fingerprinting pro lokalitu Stankovsky,
kdy z celkového mnozstvi 139 variabilnich fragmentti amplifikovanych pro vsechny
studované vzorky, bylo variabilnich fragmenti 131. Kompletni DNA fingerprinting
lokality Stankovsky byl sestaven pro vzorky 16, 17, 18, 19, 20, 76, 77, 78, 79, 80, 81,
208, 209, 210, 211, 233, 234, 235, 236, 237, 259 a 260.
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Obrazek 4.61: RozloZeni polymorfnich fragmenti — rybnik Stafnikovsky

Na obrazku 4.61 je  vyobrazena  struktura  polymorfnich  fragmenti
amlipfikovanych pro lokalitu Stankovsky. Na obrazku je parné vyrazné mnozstvi
fragmeti ze zacatku grafu, kdy dochézi k pozvolnému polesu a poté opétovnému
narGstu amplifikovanych fragmentt. Ve dvou tietinach grafu je vyrazna plocha

s jedine¢nymi polymorfnimi fragmenty.
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Obrazek 4.62: Procentualni zastoupeni polymorfnich fragmentt — rybnik Staifikovsky

Z procentudlniho  zastoupeni amplifikovanych polymorfnich  fragmentd
ujednotlivych vzorkti druhu Pectinatella magnifica nalokalité¢ Stankovsky
(Obrazek 4.62) je zjevna drobna rozkolisanost. Nejniz$i procentické zastoupeni poctu
variabilnich fragmentd odpovida dosahuje hodnoty 29,71 % pro vzorek 210, zatimco
nejvyssi procentické hodnoty poétu variabilnich fragmentt je 42,03 % pro vzorek 81.
Zbytek vzorku analyzovanych v ramci lokality Stankovsky se pohybuje v rozmezi

mezi 33,33 % a 40,58 %. Podrobné vysledky jsou k nahlédnuti v kapitole Pilohy jako
Ptiloha 18.
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Obrazek 4.63: Vysledky shlukovaci analyzy — rybnik Staiikovsky

Z vysledkti shlukovaci

je viditelné c¢lenéneni odebranych vzorkd do skupin, které se vramci lokality
vzajemné lisi. Z celkového mnozstvi vzorkd, shlukujicich se do jedné skupiny
se vyc€lenuji ¢tyti vzorky, ato 76, 80, 210 a 235. VSechny tyto vzorky se shlukovaly
vmensim 2. Klastru. Ostatni vzorky studované vramci lokality Stanikovsky
se shlukovaly ve vétsim celku spolu se vzorky s ostatnich lokalit.

Vzorky, vykazujici odliSnost v ramci lokality Stankovsky, byly rtuzného stafi
odebirané spiSe z pocatku vegetacni sezony. Nastup 1éta a tim i Casty rozvoj vodniho
kvétu, ktery je pro oblast Stanikova typicky, zptisobuje od¢erpani kysliku potiebného
pro zivot kolonii Pectinatella magnifica. Z tohoto divodu by se dalo usuzovat,

ze se vyvoj kolonii orientuje spiSe na obdobi brzkého 1éta, kdy je sice voda chladné;jsi

analyzy pro lokalitu Stanikovsky (Obrazek 4.63)

avsak Cist4, neZ muset svadet konkurenéni boj s rozvijejicimi se sinicemi.
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4.5.11 Vysledky fragmentacéni analyzy — rybnik Vapensky
Rybnik Vapensky (Obrazek 4.64) se nachazi
nedaleko obce Albrechtice nad Vltavou.
Jedna se o velice malou nadrz o plose mensi
nez 1 ha anadmotské vysce 428 m. n. m.
Jedna se o maly venkovsky rybnik urceny
pro rekreaci, Vv jehoz blizkosti se nachazi
vysoké mnozstvi rekreacnich objekti.

Lokalita Vapensky byla reprezentovana
9 vzorky odebranych pti ndhodném pohybu
Vv dané lokalit&. Tento rybnik nebyl odebiran
cilené a pravidelng, avSak béhem nadhodnych

odbérti se ukdzal jako vhodna lokalita

pro sbér vzorkl kolonii Pectinatella
magnifica. Pro potfeby analyz byly pouzity Obraizek 4.64: Mapa —rybnik Vapensky

vzorky o stati 1-5 let, kdy nejpocetnéjsi zastoupeni mély vzorky jednoleté.

Obrazek 4.65: Vizualizace kompletniho DNA fingeprintingu — rybnik Vapensky

Obrazek 4.65 zobrazuje kompledni DNA fingerprinting pro lokalitu Vapensky,
kdy z celkového mnozstvi 139 variabilnich fragmenti amplifikovanych pro vechny
studované vzorky, bylo na této lokalité variabilnich fragmentd pouhych 88. Kompletni
DNA fingerprinting lokality Vapensky byl sestaven pro vzorky 42, 43, 44, 45, 46, 185,
186, 187 a 188.
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Obrazek 4.66: RozloZeni polymorfnich fragmenti — rybnik Vapensky

Na obrazku4.66 je vyobrazena struktura polymorfnich fragmentt
amplifikovanych pro lokalitu Véapensky. Na obrdzku je patrné vyrazné mnozstvi
fragmetd ze zacatku grafu, kdy dochazi k pozvolnému poklesu a poté opétovnému

naristu amplifikovanych fragmenti. Ve dvou tietinach grafu je vyrazna plocha

S jedine¢nymi polymorfnimi fragmenty.
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Obrazek 4.67: Procentualni zastoupeni polymorfnich fragmentt — rybnik Vapensky

Graf procentického zastoupeni poctu variabilnich fragmentti na lokalit¢ Vapensky

(Obrazek 4.67) vykazuje pomérné vyrovnané zastoupeni poctu polymorfnich

polymorfnich fragmenti vykazuje vzorek 188, kdy u n&j bylo amplifikovano pouze
30,43 % wvariabilnich fragmentt. Oproti tomu nejvyssi podil amplifikovanych
variabilnich fragmentti byl dosazen u vzorku 45, kdy celkova hodnota procentického

zastoupeni variabilnich fragmenti dosdhla 42,75 %. Podrobné vysledky jsou

k nahlédnuti v kapitole Ptilohy jako Pfiloha 19.
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Obrazek 4.68: Vysledky shlukovaci analyzy — rybnik Vapensky

Vysledky shlukovaci analyzy pro lokalitu Véapensky, vyobrazené na obrazku 4.68,
vykazuji stupiiovité shlukovani vzorkli v ramci dané lokality. Nejvyssi odlisnost
ze studovanych vzorkd vykazuje vzorek 45, avSak jde jen o odliSnost v ramci
studované lokality. Ze vzorkl odebranych na lokalit¢ Vapensky nedoslo ke shlukovani
s druhym mensim klastrem ani v jednom ptipadé. Dalo by se tak usuzovat, ze jde
0 odlisnosti pouze mezi mistnimi vzorky, ptipadné, Ze se jednd o vzorek kolonie
zavleCené z jiné lokality, kterd se odliSuje od kolonii osidlujicich lokalitu Vapensky,

v celkovém obrazu populace mechovky v ramci Ceské republiky se viak neprojevuje.
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4.5.12 Vysledky fragmentacni analyzy — piskovna Veseli |
Lokalita Veseli | (Obrazek 4.69) je plocha
byvalé¢ piskovny nedaleko meésta Veseli
nad LuZnici. Tato vodni nadrz, ktera
je soucasti komplexu takzvanych Veselskych
piskoven, dosahuje plochy necelych 25 ha
a nachazi se v nadmotské vysce 408 m. n. m.
V soucasné dobé je vcelém arealu tézba
ukoncena a piskovny slouzi jako plochy

vhodné pro rekreaci a rybolov.

Lokalita Veseli | byla reprezentovana
24 vzorky o stafi od méné nez jednoho roku

az po stafi 7 let, kdy mezi témito vzorky byly

Zpracoval Ing. Vendula Moravcova
Podklad Ortofoto CUZK
Soufad:

zastoupeny v8echny vékové Kkategorie. T 77T T s ommmenees
Obrazek 4.69: Mapa — piskovna Veseli 1.

Lokalita piskovny Veselil byla pravidelné
sledovana a odebirdna v dlouhodobém ¢asovém horizontu, kdy se jeji podminky
ukazaly jako optimalni pro dlouhodoby rust a rozvoj kolonii Pectinatella magnifica.
Kolonie na této lokalité nedorustaji zna¢nych rozmért, avsak svou Cetnosti prevysuji
ostatni lokality. V poslednich letech jsou i zde pocty kolonii Pectinatella magnifica
vrcholného 1éta, kdy velka ¢ast pobifeznich porostti vib ma vétve nad vodni hladinou,
a tudiz je omezeny prostor pro uchyceni vyvijejicich se kolonii. Pfesto vSak je oblast
Veseli | lokalitou bohaté¢ obsazenou, a i z tohoto divodu vhodnou pro pozorovani

stavu druhu Pectinatella magnifica.

Obrazek 4.70: Vizualizace kompletniho DNA fingeprintingu — piskovna Veseli |

Obrazek 4.70 zobrazuje kompletni DNA fingerprinting pro lokalitu Veseli I,
kdy z celkového mnozstvi 139 variabilnich fragmentti amplifikovanych pro vsechny
studované vzorky, bylo natéto lokalit¢ variabilnich fragmentd pouhych 130.
Kompletni DNA fingerprinting lokality Veseli | byl sestaven pro vzorky 1, 2, 3, 4, 5,
66, 67, 68, 69, 70, 71, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 264, 265, 266
a 267.
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Obrazek 4.71: RozloZeni polymorfnich fragmenti — piskovna Veseli |

Na obrazku 4.71 je znazornéna struktura amplifikovanych fragmentd, kdy v prvni
tretin€ grafu jsou zastoupeny fragmenty, které jsou amplifikovany téméf u vSech

vzorkl. U dal$ich dvou tietin vzorki dochézi ke stiidani vzorkl s ¢etnym zastoupenim

a vzorky s unikatnimi fragmenty.
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Obriazek 4.72: Procentualni zastoupeni polymorfnich fragmentt — piskovna Veseli |

Graf procentického zastoupeni poctu variabilnich fragmentd na lokalit¢ Veseli |
(Obrazek 4.72) vykazuje kolisavé =zastoupeni poctu polymorfnich fragmentd
amplifikovanych u jednotlivych vzorki. Nejniz8i procentudlni zastoupeni
polymorfnich fragmenti vykazuje vzorek 188, kdy ung bylo amplifikovano
pouze 30,43 % variabilnich fragmentd. Oproti tomu nejvyssi podil amplifikovanych
variabilnich fragmenti byl dosazen u vzorku 45, kdy celkova hodnota procentického
zastoupeni variabilnich fragmenti dosahla 42,75 %. Podrobné vysledky jsou
k nahlédnuti v kapitole Ptilohy jako Pfiloha 20.
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Obrazek 4.73: Vysledky shlukovaci analyzy — piskovna Veseli |

Z vysledkt shlukovaci analyzy pro lokalitu Veseli | (Obrazek 4.73) je patrné,
Ze vétSina vzorkll se vramci lokality stupnovité¢ shlukuje do jednoho celku,
kdy z vétsiho celku 20 vzorki se vy¢lenily 3, které vykazuji mirnou odli$nost pro tuto
lokalitu. Tyto vzorky jsou 70, 213 a 218. Z téchto vzorkti se do mensiho druhého
klastru shlukuji vSechny tfi, pfiCemz vzorek 70 pochdzi ze stejné zasobni
mikrozkumavky jako vzorek pouzity pro analyzy v ramci diplomové prace. Zbylé
dva vzorky, pochazeji z odlisnych odbérd v odlisnych letech, vykazuji zvySenou
genetickou diverzitu v ramci lokality i celkového obrazu. Vzorek 231 byl izolovan
jako 3lety, vzorek 218 byl naopak izolovan kratce po odbéru na lokalité. Nicméné
oba vzorky pochazeji z prvniho odbéru v ramci vegetacni sezony, kdy dochazelo

Kk nartstu mladych kolonii a produkci prvnich statoblastti pouzitelnych pro izolace
DNA.
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4.5.13 Vysledky fragmentacni analyzy — piskovna VIkov
Piskovna Vlkov (Obrazek 4.74) je rovnéz
soucasti Veselskych piskoven, které lezi
nedaleko Veseli nad Luznici. VIkov dosahuje
velikosti 46,5 ha apatii k nejrozsahlejsim
piskovnam. V soucasné dob¢ je vyuzivana
jako rekreacni oblast vhodna ke koupani diky
Cisté vod¢ a pisCitym plazim umoziujicim
pohodlny  pfistup  kvodé.  Soucasné
je oblibenou destinaci Casto navstévovanou
rybafi.

Lokalita Vlkov byla reprezentovdna

29 vzorky o staii méné nez jednoho roku

azpovzorky 6let staré spravidelnym T ST s = B
zastoupenim jednotlivych vékovych kategorii.  Obrazek 4.74: Mapa - piskovna Vlkov
Na lokalit¢ Vlkov dochazelo k pravidelnym odb&rim v ramci dlouhodobého
pozorovani stavu a rozsifeni kolonii Pectinatella magnifica. Mistni kolonie dosahuji
pramérné velikosti, avSak v poslednich 3 letech se jejich mnozstvi znaéné snizilo,
pravdépodobné vinou poklesu vodni hladiny v letnich obdobich atim i snizeni

mnozstvi potencidlniho substratu pro uchyceni vyvijejicich se kolonii.

Obrazek 4.75: Vizualizace kompletniho DNA fingeprintingu — piskovna VIkov

Obrazek 4.75 zobrazuje kompletni DNA fingerprinting pro lokalitu Vlkov,
kdy z celkového mnozstvi 139 variabilnich fragmenti amplifikovanych pro vSechny
studované vzorky, bylo natéto lokalit¢ variabilnich fragmentd 131. Kompletni
DNA fingerprinting lokality VIkov byl sestaven pro vzorky 33, 34, 35, 36, 148, 149,
150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 221,
222,223, 224, 225, 226 a 227.
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Obrazek 4.76: RozloZeni polymorfnich fragmenti — piskovna VIkov

Obrazek 4.76 zndzorhuje rozloZeni polymorfnich fragmentli s vysokym

zastoupenim u vétSiny vzorkd. Tyto fragmenty se nachazeji spiSe v prvnich dvou
tretinach fingrprintingu. Ve tieti tfetiné jsou vice zastoupené oblasti s unikatnimi

fragmenty, které mohou ovliviovat celkovy stav genetické diverzity.
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Obrazek 4.77: Procentualni zastoupeni polymorfnich fragmentii — piskovna VIkov
Z vysledkt percentualniho zastoupeni amplifikovanych fragmentti u jednotlivych
vzorkli odebranych na lokalité¢ VIkov (Obrazek 4.77) je patrna rozkolisanost, ktera
se pohybuje mezi 26,09 % u vzorku 150 az po 46,38 % pro vzorek 149. Hodnoty
V tomto rozmezi jsou zastoupeny plynule mezi vS§emy vzorky. Nejcetnéjsi zastoupeni

vzorkll je v rozmezi mezi 36,23 % - 40,58 % amplifikovanych fragmentl. Podrobné

vysledky jsou k nahlédnuti v kapitole Ptilohy jako Ptiloha 21.
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Obrazek 4.78: Vysledky shlukovaci analyzy — piskovna Vikov

Z vysledkd shlukovaci analyzy pro lokalitu VIkov (Obrazek 4.78) je patrné
rozdéleni vzorkd, reprezentujicich tuto lokalitu, do dvou vyraznych skupin. VétSina
vzorki se shlukuje vramci lokality dojedné velké skupiny, zatimco
6 z analyzovanych vzorkG vytvrafi vlastni malou skupinu. Konkrétné¢ se jedna
o vzorky 34, 150, 153, 156, 157 a 226. VSechny tyto vzorky, vykazujici zvySenou
genetickou diverzitu v ramci lokality Vlkov, tuto odlisnost vykazuji i v ramci
celkového obrazu, kde se v§echny shlukuji do mensiho 2. klastru. Da se tedy usuzovat,
ze se jedna o vzorky se zvySenou genetickou diverzitou nejen v ramci lokality,
ale i celkového genetického obrazu druhu Pectinatella magnifica. Tyto vzorky
pochézeji z riznych odbérti v rdmci ¢asového horizontu i v ramci odbérovych mist.
Vzorky 150, 153, 156 a 157 byly odebirany v ramci jednoho Setfeni, avSak na rtiznych
mistech lokality Vlkov. Vzorky 34 a 226, byly odebrany v ramci jinych terénnich
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Setfeni. Spolecnym jmenovatelem odbéri byl sbér vzorkdl v prvni poloviné letni
sezony.

4.5.14 Vysledky fragmentacni analyzy — VItava - LuZnice
Reka Vltava (Obrazek 4.79) je nejdelsi fekou

-~

Ceské republiky a nejvyrazngjsi fekou » "" -
vramei  Jihodeského  kraje.  Vzorky g
reprezentujici  VItavu  byly  odebrany
na biezich feky v oblastech sportovni kanal
\Y; éeskych Budé¢jovicich, Hluboka
nad Vltavou, Bechyn¢, Nuzice, Dobronice
a NeznaSov.

Lokalita VItava — Luznice byla
reprezentovana 32 vzorky o staifi méné
nez jednoho roku az po vzorky 5 let staré

s pfevahou jednoletych vzorku. Lokalita

Vltava — Luznice nebyla odebirana
pravidelné, ale je slozena ze vzorkd nahodné  Obrizek 4.79: Mapa — Vltava — LuZnice
odebranych navice lokalitach. Vzorky

reprezentujici Vltavu byly odebrany na biezich teky v oblastech sportovni kanal
v Ceskych Budgjovicich, Hluboka nad Vltavou, Bechyng, Nuzice Cerveny mlyn,

Dobronice u Bechyné a Neznasov.

DN;& ﬁhgeprintingu — Vltava—LuZnice

Obrizek 4.80: Vizualizace komple

Obrazek 4.80 zobrazuje kompletni DNA fingerprinting pro lokalitu
Vltava - Luznice, kdy zcelkového mnozstvi 139 variabilnich  fragmentt
amplifikovanych pro vSechny studované vzorky, bylo natéto lokalité variabilnich
fragmentt 129. Kompletni DNA fingerprinting lokality VVIkov byl sestaven pro vzorky
61, 62, 63, 64, 65, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104,
105, 106, 107, 108, 109, 139, 140, 141, 142, 182, 183 a 184.
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Obrazek 4.81: RozloZeni polymorfnich fragmenti — VItava-LuZnice

Na obrazku 4.81 je patrné rozlozeni genetické struktury DNA fingerprintingu
pro oblast Vltava - Luznice, kdy Vv prvni tfetiné jsou hojné zastoupené polymorfni
fragmetny amplifikované u vétSiny vzorkd. Mezi prvni adruhou tietinou byly
amplifikovany fragmenty, které se vyskytovaly jen u ¢asti studovanych vzorku.
Nejvyraznéjsi pokles v poctu amplifikovanych fragmetnl je patrny na zacatku treti

tietiny grafu, kde se zacaly vyskytovat unikatni fragmenty.
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Obrazek 4.82: Procentualni zastoupeni polymorfnich fragmenti — VItava—LuZnice
Z vysledki percentualniho zastoupeni amplifikovanych fragmentt u jednotlivych
vzorkd odebranych na lokalit¢ VlItava-Luznice (Obrazek 4.82) je patrné mirné
kolisani, mezi hodnotou 32,61 % u vzorku 61 az po 48,55 % pro vzorek 105. Hodnoty

V tomto rozmezi jsou zastoupeny plynule mezi v§emy vzorky. Podrobné vysledky jsou

k nahlédnuti v kapitole Ptilohy jako Pfiloha 22.
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Obrazek 4.83: Vysledky shlukovaci analyzy — VItava—LuZnice

Z vysledkit shlukovaci analyzy pro lokalitu Vltava — Luznice (Obrazek 4.83)
je patrné stupniovité shlukovani jednotlivych vzorkd, coz vypovida o pomérné nizké
genetické diverzité v rameci lokality. Ze studovanych vzorkili se mirné€ vyc¢lenuji vzorky
62, 63, 104, 105, 107 a 142, avsak jejich vyclenéni v ramci lokality je velice nepatrné
avramci celkového fingerprintingu k jejich vyclenéni nedochazi vibec,
kdy se vSechny shlukuji v ramci jednoho velkého celku v 1. klastru. Pravdépodobnou
pfi¢inou zvySené diverzity v ramci lokality avSak velice nizké v ramci celkového
obrazu muze byt piitomnost kolonii riizného plivodu. Vodni toky Vltava a LuZnice
jsou hlavni spojnici mezi vodnimi nadrzemi, na kterych Pectinatella magnifica pieziva

a mohou tak obsahovat zastupce kolonii pochézejicich z riznych lokalit.
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4.5.15 Vysledky fragmentacni analyzy — rybnik Vydymacé
Rybnik Vydymac¢ (Obrazek 4.84) je mala
vodni nadrz pfiléhajici svou hrazi K rybniku
Hejtman v oblasti obce Chlum u Tieboné.
Plocha této vodni nadrze dosahuje necelé
3 ha, avsak vsoucasné dobé ztraci velké
mnozstvi plochy oproti svému plavodnim
objemu. Rybnik Vydyma¢ nema zadné “\,
vyrazné vyuZiti a pozvolna se zanasi bahnem ' |
a zarUsta pobfeznim porostem.

Lokalita Vydymac¢ byla reprezentovana
15 vzorky o stati od méné nez jeden rok

az po vzorky o staii 6 let. Na rozdil od nadrze

Hejtman, Vydyma¢ nebyl pravidelné
pozorovan a odebirdn z ditvodu jeho znaéného Obrizek 4.84: Mapa - rybnik Vydymad
zabahnéni, a tudiz témé&f nemozného piistupu.

Vzorky odebirané na této lokalité¢ byly sebrany ze strany hraze, ktera ac disponuje
ptrikrym sklonem, je nejdostupngjsi ¢asti rybnika. Vydymac na rozdil od Hejtmanu
je nadrzi velice bohaté obsazenou velkymi koloniemi Pectinatella magnifica. Rozdil
mezi témito vodnimi naddrZzemi mize byt zptisoben vy$$im mnoZstvim zelenych rostlin
Vv rybniku Vydymac a tim i leps$i kvalitou vody, ktera nasledné odtéka do Hejtmanu,

ktery je ovlivnén turistickym ruchem, zejména latkami obsazenymi v kosmetickych

ptipravcich.

Obrazek 4.85: Vizualizace kompletniho DNA fingeprintingu — Vydymac

Obrazek 4.85 zobrazuje kompletni DNA fingerprinting pro lokalitu Vydymac,
kdy z celkového mnozstvi 139 variabilnich fragmenti amplifikovanych pro vsechny
studované vzorky, bylo natéto lokalit¢ variabilnich fragmentd 122. Kompletni
DNA fingerprinting lokality Vydymac byl sestaven pro vzorky 37, 38, 39, 40, 41, 193,
194, 195, 196, 244, 245, 246, 247, 248 a 249.
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Obrazek 4.86: RozloZeni polymorfnich fragmenti — rybnik Vydymacd

Na obrazku 4.86 je =znazornéno rozlozeni amplifikovanych polymorfnich

fragmentli, kdy dochazi k pravidelnému stfidani oblasti s ¢etnym zastoupenim

polymorfnich fragmentd u vétSiny testovanych vzorkd s oblastmi s jedine¢nymi
polymorfnimi fragmenty.
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Obrazek 4.87: Procentudlni zastoupeni polymorfnich fragmenti — rybnik Vydyma¢

Vysledkt percentudlniho zastoupeni amplifikovanych fragmentd u jednotlivych
vzorkli odebranych na lokalit¢ Vydymac (Obrazek 4.87) jsou pomérné vyrovnané.
Nejnizsi percentudlni zastoupeni amplifikovanych polyformnich fragmentt dosahuje
28,99 % provozrek 249, zatimco nejvyssi dosazena hodnota amplifikovanych
variabilnich fragmentd doahla urovné 47,10 % uvzorku 38. VétSina studovanych
vzorki dosahuje hodnot mezi 33,033 % - 36,23 % polymorfnich fragmentti. Podrobné
vysledky jsou k nahlédnuti v kapitole Ptilohy jako Ptiloha 23.
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Obrazek 4.88: Vysledky shlukovaci analyzy — rybnik Vydymac

Z vysledkd shlukovaci analyzy (Obrazek 4.88) vyplyva, ze vzorky na lokalité
Vydymac si jsou velice podobné a jejich diverzita je tudiz nizka. Jako jediny ze shluku
vétsiny vzorkd vycniva jeden vzorek, ato vzorek 249, ktery se soucasné vyclenuje
I v ramci $irSiho celku vSech lokalit. V celkové analyze vSech vzorki se tento vzorek
shlukuje v mensim 2. klastru, zatimco zbytek vzorkut spada do prvniho velkého klastru.
OdliSnost tohoto vzorku spociva predevSim ve struktufe gelovité matrix, ktera byla

pevnéjsi na rozdil od ostatnich kolonii narostlych v dané lokalité.
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4.5.16 Vysledky fragmentacni analyzy pro ostatni vzorky
Kromé vzork, které byly zpracovany jako samostatné lokality, byly v celkové analyze
zahrnuty jeSté¢ vzorky, UnichZz nebylo dostatecné mnozstvi opakovani. Jedna
se 0 vzorky Komarov (134, 135, 136, 137 a 138), Kaclezsky (143, 144, 145, 146
a 147), USA (31) a Finsko (115).

Tyto vzorky se téméf vSechny shlukovaly v ramei 1. velkého klastru, kdy je tfeba
zminit pfedev§im vzorek 31 (USA). Pro tento vzorek byl pouzit a nové vyizolovan
material v podobé lyofilizovanych statoblasti ze zasobniho vzorku, Ktery byl
Jiz pouzit pro potieby diplomové prace. V této pilotni studii, jejimz pokracovanim
diserta¢ni prace je vCetné vyuziti materialu ze stejnych zasobnich vzorki, se vzorek
z USA rovnéz shlukoval do jednoho velkého celku. Z porovnani vysledkd obou praci
vyplyvd, Zze vysledky shlukovani vzorkd pouzitych pro obé studie vzajemné
koresponduji.

Jako jediny vzorek, ktery se ze skupiny nezarazenych vzorka shlukoval v ramci
druhého mensiho klastru, je vzorek 115, ktery byl odebrany v oblasti Saimaa
ve Finsku. Ackoliv béhem letni sezony oblast jizniho Finska dosahuje letnich teplot,
jezero Saimaa se pro svou hloubku jen velmi obtizné prohiiva. Pies tuto skute¢nost
kolonie Pectinatella magnifica plochu jezera Saimaa obsadily a velmi dobie

V ni prosperuji.
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4.6 Vysledky analyzy ISSR

Jako druha technika analyzy genetické diverzity druhu Pectinatella magnifica byla
zvolena technika ISSR, ktera méla rozsifit znalosti ziskané o tomto druhu, diky
citlivejsi rozliSovaci schopnosti nezavisle na zivo¢isném ¢i rostlinném ptvodu vzorku
bez ptredchozi znalosti jeho komplentniho genomu, na ¢emz se shoduje i Labastida
etal. (2015). Proexperiment byly zvoleny tfi primerové kombinace, ovétené
I na jinych roslinnych i zivo¢isnych druzich, na kterych davaly kvalitni a velmi dobie
vypovidajici vysledky. AvSak sdruhem Pectinatella magnifica ani pfes
nékolikanasobné opakovani pokusu nebyly schopné podat uspokojivé vysledky.
Ptedpokladem bylo, Ze nedochézi k nasednuti primerti na vlakno DNA, vlivem odli§né
teploty annealingu béhem reakce PCR. Z tohoto duvodu bylo piikro¢eno k pokusu
s vytvofenim teplotniho gradientu pro kazdy typ primeru s opakovanim u nékolika
vzorki, kdy kazda skupina vzorkd méla odlisnou teplotu annealingu. Avsak ani tato
varianta nepodala pozadovany vysledek. Pravdépodobnym divodem neuspesného
vysledku je odlisna skladba nukleotidi obsazenych ve vlaknu DNA druhu Pectinatella
magnifica. Jako mozné vychodisko se nabizi moznost vyzkouseni jiné primerové
kombinace, avsak vzhledem ke skute¢nosti, ze genom druhu Pectinatella magnifica
nebyl dosud zcela osekvenovan, jednalo by se o0 nahodné testovani jednotlivych
primerovych kombinaci, coz by bylo casové ifinanéné piili§ naro¢né, vzhledem

k velikému mnozstvi moznych dostupnych primerd pro oblasti mikrosatelitni DNA.

R

Obrazek 4.89: Gelova elektroforéza pro ISSR UBC 825
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Na obrazku 4.89 je ukazan jeden z netuspésnych vysledkt reakce ISSR pro primer
UBC 825, kdy na snimku elektroforézy neni patrny zadny produkt reakce. V tomto

ptipad¢ jsou na snimku patrné stopy po DNA, ktera prochazela gelem.

Obrazek 4.90: Gelova elektroforéza pro ISSR UBC 881

Snimek 4.90 vyobrazuje gelovou elektroforézu po PCR reakci za pouziti
primerové kombinace UBC 881, kdy nasnimku nejsou patrné zadné stopy
po produktu. Absence vyrazngjSich stop po zbytkové DNA vychazejici z reakce

mohou byt zapfi¢inény nedostate¢nou expozici UV zafeni.
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Obrazek 4.91: Gelova elektroforéza pro ISSR UBC 890
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Obrazek 4.91 ukazuje absenci produktu po PCR reakci zapouziti primerové
kombinace UBC 890. Na snimku neni patrny zadny amplifikovany produkt reakce,
avsak jsou zde patrné stopy po prochazejici DNA, kterd se bé¢hem elektroforetické

reakce zachytavala v porech agarozového gelu.

L

Obriazek 4.92: Gelova elektroforéza pro teplotni gradient ISSR UBC 825 a UBC 881

Na snimku 4.92 je zachycen vysledek reakce za pouziti teplotniho gradientu
pro primerové kombinace 825 a 881. Na snimku jsou vzorky fazeny ve sméru zleva
doprava: Ladder 100 bp, vzorky pro primer UBC 881, Ladder 100 bp avzorky
za pouziti primeru UBC 825. U obou primeru jsou patrné stopy po prochazejici DNA,
avSak neni zde patrny Zadny produkt PCR reakce.

Obrazek 4.93: Gelova elektroforéza pro teplotni gradient ISSR UBC 890

Snimek  teplotniho  gradientu  pro primerovou  kombinaci UBC 890
(Obrazek 4.93). Na snimku je patrny slaby naznak produktu, ktery se vSak ukazal jako
nahodny, vzhledem Kk netspésné nasledné reakci, ktera méla za kol ovéfit pravdivost

tohoto vysledku.
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4.7 Shrnuti vysledki genetickych analyz
Béhem zpracovavani analyzy ISSR, ktera vysla negativné, byly analyzy nékolikrat
opakovany a viechny kroky byly konzultovany jak se $kolitelem prof. Curnem,
I S ostatnimi ¢leny laboratofe, ktefi s touto technikou bézné pracuji. Béhem konzultaci
I pfi samotném zpracovavani nic nenasvédcovalo tomu, ze by mél nastat piipad,
kdy si ovéfené a opakované pouzivané primery nepfisednou na vlakno DNA druhu
Pectinatella magnifica a pozadovany vysledek se tak nedostavi. Pfesto piese vSechnu
snahu 0 najiti feSeni a uspéSnou amplifikaci ISSR DNA fingerprintingu vysledek
analyz ISSR dopadl neuspokojive.

Oproti netspésné analyze ISSR, jiz ovérend technika AFLP dopadla Gspésné.
Ze ziskanych vysledku je patrné, Ze celkova geneticka diverzita druhu Pectinatella
magnifica je velice nizkd, kdy bylo dosazeno celkového mnozstvi
87,42 % variabilnich fragmentt. Dle statistickych analyz a distan¢ni matice se celkova
vzajemna podobnost jednotlivych vzorkd pohybuje mezi 58,32 % az po 89,28 %.
Studované vzorky pak vykazovaly celkové velmi nizkou hladinu genetické diverzity,
kdy z celkového mnozstvi 270 amplifikovanych vzorki se jako odlisnych ukazalo 26,
tedy 9,67 %. Vzhledem k nizkému procentu vzorkd tvoficich druhy klastr je velmi
tézké usuzovat, zda u druhu Pectinatella magnifica doslo ke specializaci v ramci
studované¢ho aredlu. Béhem odbérti vzorkli pro genetické analyzy byly zjiStény
odlignosti ve struktufe gelovité matrix, ale i v teploté¢ vody, ve které byly vzorky
nalezeny. Zda se jedna 0 projev zmény v genomu ¢i specifickou reakci na vnéjsi
podminky by bylo vhodné vyzkoumat ve studii cilené na odlisnosti jednotlivych
odebiranych kolonii.

Na zéklad¢ dat, ziskanych genetickymi studiemi, lze usuzovat, ze hypotézu,

ze celkova geneticka diverzita kolonii Pectinatella magnifica je nizka, nelze vyvratit.

130



5 Souhrn nejvyznamnéjsich vysledki

Béhem studii bochnatky americké (Pectinatella magnifica) bylo ziskano mnozstvi

vysledkt, z nichz zde budou jmenovéany ty nejvyznamnéjsi, které by mohly pfispét

k lepSimu pochopeni tohoto Zivoc¢isného druhu.

Béhem pravidelného pozorovani stavu kolonii Pectinatella magnifica bylo
zjisténo, ze vlivem ménicich se klimatickych podminek (teplota, srazky) dochazi
ke zméné chovani druhu, kdy v letech 2019-2021 doslo k diivéj$imu nastupu
I konci vegetacni sezony nez v letech predchazejicich. Tento jev byl
na studovanych lokalitdch, zatimco v druhé polovin¢ 1éta dochazi ke zhorSeni
zivotnich podminek, pfedevS§im k vyraznému poklesu hladiny vlivem nizkych
srazek béhem letnich mésict, a tim i nedostatku ponofeného substratu pro uchyceni
kolonii mechovek.

Béhem izolace DNA byly zjiStény rozdily v mnozstvi a kvalité¢ izolované DNA
v zavislosti na délce skladovani zivocisného materidlu odebraného z kolonii
Pectinatella magnifica. Pfi kontrole vytézené DNA pomoci spektrofotometru
BioSpec Nano byly zjiStény vyrazné rozdily mezi jednotlivymi vzorky, zvlasté
mezi vzorky izolovanymi té€sné po odbéru a vzorky skladovanymi po urcitou dobu
v fizenych podminkach -20 °C. Vzorky skladované po dobu jednoho az dvou let
poskytovaly nejkvalitnéjSi geneticky material, zatimco vzorky mladsi byly silné
kontaminované zasobnimi latkami, potiebnymi jako vyziva pro vyvijejici se zooid.
Vzorky skladované del$i dobu naopak byly méné kvalitni z diivodu degradace
zivo¢iSného materialu vlivem dlouhodobého plisobeni mrazu.

S ohledem na ptedchozi vysledky byl sestaven pokus s vlivem plisobeni mrazu
na vzorky kolonii Pectinatella magnifica. Na téze lokalité (Veseli I) byly odebrany
vzorky statoblastil, kdy ¢ast byla izolovana piimo, ¢ast byla uskladnéna v — 20°C,
¢ast byla ponechéana na lokalité k pfirozenému piezimovani a odebrana a izolovéna
az na jafe. Vysledky byly hodnoceny na zaklad¢é spektrofotometrické analyzy
ziskané DNA. V tomto pokusu bylo zjiSténo, ze vzorky izolované ptimo poskytly
jen malé mnozZstvi silné¢ kontaminované DNA, pravdépodobné z ditvodu vysoké
koncentrace zasobnich latek a dosud nedovyvinutého zarodku budouciho zooidu.
Oproti tomu pfezimované a mrazené vzorky poskytly téméf shodné vysledky,

kdy bylo ziskano dostate¢né mnozstvi DNA o vysoké kvalité. Z toho lze usuzovat,
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ze kratkodobé zmrazeni odebranych vzorka simuluje pfirozeny vyvoj statoblastd,
které umoziuje plné vyvinuti zooidu uvniti statoblasti za soucasného odcerpani
¢asti zasobnich latek, které zptsobuji kontaminaci vzorkiit DNA.

DNA vzorkl odebranych v ramci jiznich Cech byla podrobena genetickym,
studiim za Géelem stanovit podobnost kolonii Pectinatella magnifica na riznych
lokalitach v JihoCeském kraji. Nejprve byla provedena analyza AFLP jako metoda
ovétend jiz v diplomové préci, ktera stanovila nejvhodnéjsi primerovou kombinaci
EcoRI+ACG/Msel+AGT (Moravcova, 2015). Vysledky AFLP byly vyhodnoceny
statistickou metodou UMGMA. Vysledky této techniky byly vyhodnoceny jako
celek a dale pak byly, pro lepsi pfehlednost, rozdéleny dle jednotlivych lokalit
odbért. Vysledkem analyzy AFLP bylo ¢lenéni vzorka Pectinatella magnifica
do dvou klastrd, kdy se vétsina vzorku fadila v prvnim velkém klastru, zatimco
cca 10 % vzorkl vytvotilo druhy mensi klastr, vykazujici zvySenou genetickou
diverzitu. Do tohoto klastru se fadi vzorky z lokalit: VIkov (34, 150, 153, 156, 157,
226), Veseli |l (70, 202, 207, 210, 213, 218, 255), Stankovsky (76, 80, 235),
Kotensko (53), Cep 1(84), Finsko (115), Hejtman (124, 191), Novy
Hospodai (180), Novy Kanclii (128, 130, 198), Vydymac¢ (249). Zajimavosti je,
ze vzorky pochazejici z USA a Chorvatska se fadi mezi vétSinu v prvnim velkém
Klastru. Na zakladé matice podobnosti sestavené ztéchto vysledku vyslo,
ze celkova podobnost analyzovanych vzorkii se pohybuje mezi 58,32 %
a 89,28 %.

Kromé analyzy AFLP byla pro potifeby disertacni prace pouZita technika ISSR,
ktera byla zvolena za ucelem uptesnit vysledky genetickych studii. Pro tuto
techniku byly zvoleny primery UBC 810, UBC 881, UBC 890 a UBC 825, které
byly doporuceny skolitelem na zékladé dobrych zkuSenosti pii1 jejich pouZiti jako
primerd univerzalnich pifi analyzach Sirokého spektra rostlinnych i zivocisnych
druhli. BohuZel ptes veSkerou snahu a ¢etnd opakovani analyz, vetné pouziti
ruznych modifikaci metody, doporuc¢enych Skolitelem, nebyl ziskan pozadovany
vysledek reakce. Pravdépodobny duvod neuspéchu spociva v primerech, které
se ukazaly jako nekompatibilni se studovanym druhem. ReSenim této situace
by bylo testovani jinych primerovych kombinaci, av§ak s ohledem na skute¢nost,
ze se jednd o dosud neosekvenovany zivociSny druh, je nalezeni spravné
kombinace v mnozstvi komeréné produkovanych primert zalezitost nahodna

a ¢asove 1 finan¢né velmi naro¢na.
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6 Diskuse

Ackoliv je bochnatka americka (Pectinatella magnifica) dosud ne zcela probadanym
druhem, ktery by si zaslouzil vice pozornosti ze strany védeckych pracovnika, zvlasté
se zaméfenim na genetické studie, stale se jedna o druh opomijeny a velmi malo
zkoumany. Zvlast¢ epidemie Covid-19 znamenala pro vyzkum méné védecky
atraktivnich druhti vyznamné pozastaveni v jejich studiu. Tento zasah do studii druhi
jako Pectinatella magnifica znamenal iznacné omezeni v dostupnosti novych
relevantnich vysledkti jinych védeckych pracovist, se kterymi by bylo mozné
vysledky disertacni prace porovnat. Z téchto divodua je kapitola Diskuse vyrazné

wewvr

zasluhovala.

6.1 Monitoring vyskytu kolonii v zavislosti na pocasi

Béhem pravidelného pozorovani byly zjistény zmény v chovani kolonii Pectinatella
magnifica v zavislosti na pocasi. Jako nejprikaznéjsi se ukazal vliv teploty, ktera
je dle Balounova, et al. (2007) a Williams (1921) pro rozvoj kolonii zasadni. Ackoliv
dle vysledki byla korelace pouze 67,66 %, je ticba brat v potaz, ze se jedna o vysledky
ziskané z méfeni teplot vzduchu a nartst kolonii tak byva mirné opozdén o dobu
potiebnou Kk prohtati vodniho sloupce a reakci samotného organismu. Dle studie
Jezkové, et al. (2018) doba reakce statoblastli na zménu podminek a zacatek lihnuti
novych zooidu trva mezi 5-8 dny, ktera se do vysledkl promita.

Ackoliv je teplota vyznamnym limitujicim faktorem pro rozvoj kolonii druhu
Pectinatella magnifica, spolu sni jsou dulezité i dalsi faktory. Nejvyznamnégj$im
je kvalita vodniho prostfedi (Musil, et al., 2015; Ricciardi a Reiswig, 1994),
pruhlednost (Marcus, 1929), ale také dostupnost substratu potiebného pro uchyceni
zooidt (Setlikova, et al., 2005). Z tohoto ditvodu hraje velikou roli i srazkova aktivita
Vv letnich obdobich, ktera a¢ piimo nesouvisi s rustem kolonii Pectinatella magnifica,
souvisi s mnoZstvim vody ve vodnich nadrzich a tim i vySkou hladiny a dostupnosti
potencidlniho ponotfeného substratu.

6.2 Zpracovani a vysledky izolace DNA

Izolace DNA pomoci izola¢ni techniky CTAB-PVP se ve vysledcich projevila jako
dobra volba, zajistujici dostate¢né, v né€kolika piipadech iznac¢né, mnozstvi velmi
kvalitni vysokomolekularni DNA. Pro tuto volbu byla v piedeslych studiich provedena

analyza, ktera srovnavala tuto techniku i S jinymi moznostmi izolace DNA a byla

133



v

vybrana jako nejvhodnéjsi, jak z hlediska mnozstvi, tak i z hlediska kvality DNA,
cozbylo nasledné¢ isrovnano sodbornou literaturou, ktera se na vysledcich
srovnavacich analyz shodovala (Zetzsche, et al. 2008). Vzhledem k naslednému uziti
izolované DNA pro potfeby techniky AFLP, je dle Curn, et al. (2012) technika
CTAB — PVP nejen vhodna, ale i ¢asto v souvislosti s technikou AFLP bézné vyuzivana.
I nasledné produkce plastového odpadu, kvili vysokému mnozstvi dil¢ich kroku
a tim 1 znacnému mnozstvi spotfebovaného jednorazového plastu. Z dostupné odborné
literatury je patrné, ze jina odborna pracovisté proizolaci DNA z tiidy
Phylactolaemata, kam Pectinatella magnifica spada, pro izolaci DNA vyuziva nejen
techniku CTAB-PVP, ale i CTAB-SDS nebo komeréné vyrabéné extrakéni sady
(Rubini, et al., 2011). Waeschenbach, et al. (2012) stejné jako Kutyumov, et al. (2021)
aKang (2015) k izolaci DNA pouziva DNeasy Blood a Tissue kit (Qiagen).
Tato metoda byla podle analyzy Zetzsche et al. (2008) vyhodnocena jako nejvhodné&jsi
izola¢ni technika pro extrakci DNA z Zivoc¢isného a houbového materialu.

Kutyumov, et al. (2021) mimo to pouziva jest¢ techniku zaloZenou
na phenol-chloroformové extrakci za Gcelem ziskani co nejdelsiho vlakna DNA
pro Rapid Run Nanopore sequencing. Okuyama. et al. (2006) udava, ze pro izolaci
DNA zeskupiny Phylactolaemata, mezi nimiz pouzival i statoblasty druhu
Pectinatella magnifica, vyuzil komeréné produkovany izola¢ni kit DNeasy Tissue Kit
od vyrobce Qiagen. Dle Taberlet et al. (2018) jsou komerc¢né produkované kity obecné
vhodné
pro vzorky ziskdvané z vodniho prostiedi, avSak pfed samotnou izolaci je vhodné
tyto vzorky odstfedit a nésledn€ vysuSit, aby nedoSlo ke zbyte¢nému ziedéni
1zola¢niho kitu.

Pro potieby disertacni prace byly pro izolaci DNA druhu Pectinatella magnifica
vyuzivany pifedevS§im statoblasty. Z literatury je patrné, Ze ijini autofi uZivaji
pro své studie material ziskany se statoblastu tfidy Phylactolaemata (Okuyama.
etal., 2006; Kang a An, 2015). Soucasné je mozné najit i zdroje, ve kterych autofi
uvadi pouziti zooidu, které byly po odbéru umistény na nékolik dnt do Cisté vody,

aby se jejich travici trakt ocistil od zbytka potravy (Kutyumov, et al., 2021).
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6.3 Vyhodnoceni vlivu stafi vzorku na mnozstvi a kvalitu DNA

Z dostupné literatury je patrné, ze v pripad¢ zivociSného materidlu je skladovani
vzorku spiSe kratkodobou zalezitosti (Samoo, et al., 2017, Richardson, et al., 2006).
V téchto piipadech se jednalo spise o vzorky zivocisnych tkani ¢i krve, ktera byla
skladovana po dobu 1-2 dnti. Dlouhodobéjsim skladovanim se zabyval Chen,
et al. (2018), ktery vyuzival vzorky skladované prumérné po dobu 12 let az po vzorky
staré az 19 let, aniz by zaznamenal jakoukoliv ztratu na mnozstvi ¢i kvalité izolované
DNA. Rogstad (1992) uvadi u vzorkl rostlinného ptivodu pouze nepatrné zmény
v mnozstvi a kvalit¢ DNA, pokud se jednalo o vzorky staré i vice nez jeden rok.
V piipadé semen rostlin, kterda mohou byt brana jako obdoba statoblastd, byla
pro hrach odhadnuta doba skladovani az po dobu 9 932 let pii -20 °C bez vyrazngjsich
ztrat na mnozstvi a kvalit¢ DNA (Kranner, etal.,, 2011). Takova doba je ovSem
u statoblastt druhu Pectinatella magnifica jen stézi dosazitelna, z divodu ptitomnosti
vysokého podilu vody ve statoblastech i samotném prostiedi. Hoelzel (1998) uvadi,
Ze pro rostlinny material je nejvhodnéjsi doba skladovani pii -20 °C po dobu nékolika
mesicl az pul roku, zatimco Zivo€iSny materidl je nejvhodnéjsi zpracovavat okamzite,

ptipadné ho konzervovat pomoci konzervacnich €inidel.
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6.4 Vyhodnoceni vlivu mrazu na mnozstvi a kvalitu DNA

Ze ziskanych vysledki je zjevné Zze mraz ma vyznamny vliv na ziskané a skladované
vzorky. Nesporné zajimavym studiem by bylo srovnani kvality a mnozstvi DNA
ve vzorcich druhu Pectinatella magnifica uchovavanych v prostiedi, kde by byly
vystaveny mrazu (-20 °C), hlubokému zamrazeni (-80 °C) a pouhého chladu (4 °C).
Touto problematikou se zabyvala celd fada autord (AlRokayan, 2000; Chen,
et al. 2018; Dawson, et al., 1998; Samoo, et al., 2018), ktefi studovali vliv mrazu
na kvalitu a mnozstvi DNA u vzorkil uchovavanych kratkodobé i po dlouhou dobu.
Ve studiich jsou pouzivané rizné druhy materidlu, at’ uz zivoc¢isného v podobé¢ krve,
jinych Zivo¢isnych tkani, ¢i rostlinného materialu ve formé odebranych organd nebo
semen. AlRokayan (2000) zjistil, Ze v ptipadé krevnich vzorkd se mnozstvi mezi
vzorky skladovanymi pii -4 °C a —20 °C vyznamné nelisi, avSak kvalitativné jsou
vzorky uchovavané pii -20 °C vyznamné lepSi. Vzorky uchovéavané pifi nizSich
teplotach poskytovaly pro porovnani na agarézovém mikrogelu vyrazné delsi
molekuly DNA, coz umoznovalo lep$i podminky pro nasledujici studie. Na pozitivnim
vlivu uskladnéni pti nizkych teplotach se shoduje i Samoo, et al. (2017), ktery zjistil,
ze skladovani pii -20 °C ma prokazatelny pozitivni vliv i pfi uskladnéni v fadu
pouhych dnt, a Chen et al. (2018), ktery skladoval vzorky po dobu az 19 let pii -30 °C,
aniz by doslo k vyraznéj§im ztratam na studované DNA. Dawson et al. (1998) uvadi,
ze nejvhodngjsi teplota pro skladovani vétSiny vzorki z zivocisné i rostlinné fise
je - 50 °C. Pro nizsi teploty pak doporucuje doplnit ¢i pfimo nahradit oSetfeni mrazem
0 konzervant v podobé¢ etanolu ¢i jiného konzervacniho ¢inidla.

Z pohledu zivotniho cyklu kolonii Pectinatella magnifica by mohly vysledky
mrazového pokusu naznacCovat, ze statoblasty bryozoi pottebuji pro svilj vyvoj
prezimovat v chladnéjSich podminkach ¢i ptfekonat urCité casové obdobi ve fazi
zarodku. Obdobnou problematikou se zabyval 1 Mukai (1974), ktery testoval
statoblasty pfibuzného druhu Pectinatella gelatinosa a dospél obdobnym zavérim,
kdy statoblasty potitebovaly piekonat obdobi dormance, nez se byly schopny
vylihnout. K podobnym zavérim dospél 1 Proud (1969), avSak pro identifikaci

dormantnich statoblastli pouZzival techniky zaloZené na analyze RNA.
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6.5 Vhodnost zvolenych molekularnich markert pro populaé¢ni analyzu
V dostupné literatuie je uvedeno, Ze pro poc¢ate¢ni analyzu DNA, co do vhodnosti
pro uziti pro dalSi analyzy je Casto uzivana spektrofotometricka analyza (Chen,
et al., 2018; Kranner, et al. 2011; Samoo, et al., 2017). V téchto zdrojich je uvedeno,
ze spektrofotometrické délky pro stanoveni mnozstvi a kvality DNA byly, rovnéz jako
v disertaéni praci, 260 a 280 nm. Oproti tomu Cubero, etal. (1999) pouzival
pro vizualizaci DNA, vytézené pomoci techniky zalozené na CTAB, 1 % agarozovy
gel. 1 Kang a An (2015) a Osborn a Smith (2005) pouziva 1 % agarozovy gel
pro ovéteni uspésné amplifikace, avSak pro kontrolu produktu analyzy genu pro COI,
ktery dale analyzoval pomoci sekvena¢niho pfistroje.

Technika AFLP je jednou z nejpouzivangjsich metod pro populaéni analyzy druht
s dosud nestanovenym genomem. Ve srovnani s ostatnimi univerzalnimi technikami
rozsahu a citlivosti (Powel, etal., 1996). Mueller, etal. (1999) rovnéz uvadi,
ze technika AFLP je vhodnym nastrojem pro studium genetické diverzity v ramci
jednoho druhu. Dle Meudta a Clarka (2007) je technika AFLP velmi vhodnou
pro sirokou Skalu genetickych studii s vybornou vypovidajici hodnotou. Dle téchto
autortt by inovované varianty této staré techniky DNA fingerprintingu mohly
pfedstavovat znacnou konkurenci ipro moderni techniky stanovovani genetické
diverzity.

Jednou z ¢asto uzivanych moznych technik populac¢ni analyzy druhu Pectinatella
magnifica je pouziti mitochondrialniho genomu za vyuZziti genu pro cytochrome
oxidazu | (COIl). Tyto analyzy jsou vSak uzivany vyhradné pro fylogenetické studie,
jelikoZ vyuZivaji schopnost mitochondridlniho genomu zachovéani uspotfadani genti
I po pomérn¢ dlouhou dobu v pribéhu evoluce studovaného organismu (Boore, 1999).
Vyuziti genu pro COI umoziuje skuteCnost, Ze mitochondridlni genom druhu
Pectinatella magnifica byl jiz, na rozdil od genomu jaderné¢ho, plné oskenovan
za pomoci technik next-generation sequencing (Gim, et al., 2018). Fuchs, et al. (2009)
uvadi, Ze casto uZivanou technikou pro genetické analyzy je v ramci skupiny
Ectoprocta technika 18S a 28S, avsak tyto techniky slouzi pouze fylogenetickym
studiim. Pro analyzy genetické diverzity jsou dle literatury uzivany techniky
RAPD-PCR, Mikrosatelity (Freeland, et al., 2000) ¢i ITS (Hatton-Ellish, et al., 1998),
av8ak vSechny tyto analyzy byly provedeny na druhu Cristatella mucedo, ktera

je mnohem vice prostudovana a védecky sledovana.
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Technika ISSR je na zdklad€ dostupné literatury velmi vhodnd, diky rychlému,
pfesnému a finanéné relativné nenarocnému fingerprintingu analyzovanych druhii
(Wang, 2002). Ackoliv je uvedeno, ze se jedna o techniku, ktera je vhodna
| pro naprosté zacate¢niky (Ng a Tan, 2015), v ptipad¢ zpracovani diserta¢ni prace,
vydala vysledky velmi neuspokojivé. Pravdépodobnou pficinou je pouziti nespravné
primerové kombinace, kterd je v ptfipad¢ neznalosti genomu, pouhym nahodnym

hledanim spravné varianty z mnoha komercéné produkovanych primert.

6.6 Vyhodnoceni vysledkii genetické analyzy Pectinatella magnifica
Studium genetické diverzity druhu Pectinatella magnifica je malo rozSifenou
zalezitosti. O analyzach zabyvajicich se genomem tohoto druhu je dostupné
jen omezené mnozstvi literatury, ze které je vétSina zamétena pouze na fylogenetické
studie a zatazeni druhu Pectinatella do celkového schématu skupiny Bryozoa. Z této
skupiny je beze sporu mnohem prostudovanéj$i druh Cristatella mucedo, avsak
vysledky genetickych analyz té€chto dvou druhii jsou neporovnatelné.

V porovnani diserta¢ni prace s pfedchozi diplomovou praci (Moravcova, 2015),
Ize usuzovat, zZe vysledky obou studii jsou si velmi podobné. Pivodnich 30 vzorkd,
které byly zahrnuty v diplomové préci, bylo rovnéz pouzito i v praci diSertacni, avSak
mnozstvi novych vzorkli vyznamné ptesahovalo tyto vzorky ptivodni a nemohlo
tak dojit k ovlivnéni vysledku prace. Dle vysledkd ptivodni studie bylo analyzou AFLP
za pouziti primerové kombinace E-ACG/M-AGT ziskano 157 fragmentd, z nichz
132 (84,00 %) bylo polymorfnich. V disertacni praci bylo pii stejné primerové
kombinaci ziskano 139 variabilnich fragmentt z 159 (87,42 %). Ptesto vSak u obou
studii byla celkova geneticka diverzita stanovena jako velice nizka, kdy na zakladé
distan¢ni matice byla podobnost vzorki stanovena pro diplomovou praci v rozmezi
47,60-86,10 % a Vv praci diserta¢ni mezi 58,32 % a 89,28 %. Bé&hem shlukovacich
analyz se u obou praci vzorky shlukovaly do dvou klastrii, kdy se v praci diplomové
vy¢lenily do druhého mensiho klastru 3 vzorky z 30 (10,00 %) a v piipadé prace
diserta¢ni se do druhého mensiho klastru vy¢lenilo 26z 270, tedy 9,67 %.
Z toho Ize usuzovat, ze vysledky obou analyz spolu vzajemné koresponduiji.

Na zéklad€ porovnani poznamek zapsanych béhem odbért jednotlivych vzorkt
kolonii Pectinatella magnifica a vysledkt genetickych analyz by se dalo usuzovat,

Ze spoleCnym jmenovatelem pro vzorky tvofici druhy klastr je rist ve vodach, které
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nedosahuji uvadénych 20°C. OdliSnosti ve struktuie gelovité matrix, nebyly analyzami
spolehlivé prokézany.

Z dostupné literatury je pak patrné, ze genetickou diverzitou druhu Pectinatella
magnifica se blize zabyval Ingold, etal. (1984), ktery béhem pokusi o stanoveni
morfologické a genetické diverzity stanovil na vzorcich odebranych z odlisnych
stanovist’ v oblasti Ohia (USA) celkovy polymorfismus druhu Pectinatella magnifica
na5,9 % apramérnou heterozygotnost na urovni 0,013. Ob¢ ziskané hodnoty byly
vyhodnoceny jako celkové niz$i, neZ tomu tak bylo u jinych druhid skupiny Bryozoa,
stejné tak jako u vSech zastupci bezobratlych.

Jiné zdroje, které by se zabyvaly genetickou strukturou druhu Pectinatella
magnifica, bohuzel nejsou dostupné, a lze kvili tomu usuzovat, ze se nejedna védecky
atraktivni druh, ktery nasvé podrobné prostudovani, véetné odhaleni struktury
jaderného genomu, stale jesté¢ cekd. Je pravdépodobné, ze vyhledové se védecka
pracovisté studiem tohoto druhu zaénou vice zabyvat, vzhledem k jeho masivnimu

Sifeni naptic¢ kontinenty.
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[ Zavér

Na 270 vzorcich odebranych pievazné na lokalitach jiznich Cech byla provedena série
pokust, jejich Gcelem bylo rozsifit poznani genetické struktury druhu Pectinatella
magnifica. Vzorky zahrnuté do genetickych analyz pro diserta¢ni praci obsahovaly
30 vzorkt, které slouzily jako studijni material pro piedchézejici praci diplomovou.
Ta méla za ucel stanovit nejvhodnéjsi techniku izolace DNA a nejlepsi primerovou
kombinaci techniky AFLP, ktera méla dale slouzit jako hlavni zdroj poznani pro vétsi
analyzu v ramci disertacni prace. Diky této praci byla pro izolaci DNA zvolena
technika vyuzivajici extrakci pomoci série srazecich reakci za pouziti CTAB-PVP.

Pokusy o stanoveni vlastnosti Pectinatella magnifica zahrnovaly testovani vlivu
podminek -20 °C a délky skladovani na kvalitu a mnozstvi DNA. Na zakladé série
analyz byla teorie, ze DNA nebude ovlivnéna mrazovymi podminkami
ani pii kratkodobém skladovani byla vyvracena. Stejné tak hypotéza, ze v piipadé
statoblastli nedojde k ovlivnéni DNA ani pii skladovani po dobu nékolika let, byla
vyvracena.

Pokus o stanoveni genetické diverzity kolonii Pectinatella magnifica pomoci
techniky ISSR dopadl v ramci disertaéni prace neuspokojivé, patrné z divodu volby
nevhodnych primerti. Dle zkuSenosti na pracovisti i dostupné literatury by mély byt
pouzité¢ primery UBC 810, 825, 881 a 890 univerzalni pii pouziti pro jakykoliv
organismus, avsak dle negativniho vysledku je pravdépodobné, Ze sekvence, které jsou
pro sestaveni téchto primeri pouzity se v druhu Pectinatella magnifica nenachazeji.
Metoda ISSR je nicméné vhodnou variantou pro studium genetické diverzity
organismu, vzhledem K jeji schopnosti odlisit od sebe i jedince, av§ak u organismi
sdosud neosekvenovanym, atudiz nezndimym jadernym genomem je nevyhoda
V pouziti. V takovém piipadé je vybér vhodného primeru otdzkou ndhody, kdy vybér
toho pravého z desitek komeréné vyrabénych primert spoc¢iva v postupném testovani
nez analyza samotna.

Analyzy technikou AFLP oproti ISSR byly jiz difive ovéfené jako plné funkéni
a odpovidajici. Diky pfedchozi studii, ktera byla soucasti diplomové prace, byla
stanovena optimalni primerova kombinace E-ACG/M-AGT, ktera ze vSech pouzitych

vvvvv

fragmentd. Z tohoto divodu byly vsSechny vzorky, pouzité v disertacni praci,
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podrobené analyze AFLP pomoci této primerové kombinace, kdy E-ACG nesl
fluorescen¢ni znaceni pro nasledujici fragmentacni analyzy pomoci sekvenacniho
pristroje. Analyza AFLP byla provedena pro vsech 270 vzorkl. Z vysledki analyzy
byla sestavena binarni matice (1;0), ktera méla zaucel stanovit piitomnost
¢i neptitomnost amplifikovaného fragmentu. Na zakladé¢ vysledkd fragmentacni
analyzy bylo zjisténo, ze bylo ziskano celkové mnozstvi 139 variabilnich fragmentt
ze 159 v rozmezi velikosti 36-414 bp, tedy 87,42 %. Binarni matice pak slouzila jako
zdroj pro dalsi analyzy. Z ni byla sestavena distan¢ni matice pro urCeni genetické
podobnosti jednotlivych vzorkii adale byla provedena shlukovaci analyza
pro stanoveni jejich celkové genetické struktury. Tyto analyzy byly provedeny
pro vechny vzorky, pro ziskani celkového obrazu studovanych vzorkl. Jako dalsi
krok byly vzorky roztfizeny dle jednotlivych lokalit odbéru a byla unich opét
provedena shlukovaci analyza pro stanoveni genetické struktury v ramei jednotlivych
lokalit.

Z vysledkt analyzy AFLP bylo stanoveno, ze celkova geneticka diverzita
nauzemi jiznich Cech je velice nizka a celkova podobnost jednotlivych vzorki
se pohybuje mezi 58,32 % a 89,28 %. Vzorky odebrané na studovanych lokalitach
se béhem shlukovaci analyzy dé¢lily do dvou klastrd, kdy cca 90,00 % vzorku se fadilo
do vétsi ucelené skupiny, zatimco zbyvajicich cca 10 % tvofilo mensi rozdrobeny
Klastr. VV tomto malém klastru byly zahrnuty vzorky z lokalit VIkov (34, 150, 153, 156,
157, 226), Veseli | (70, 202, 207, 210, 213, 218, 255), Stankovsky (76, 80, 235),
Koftensko (53), Cep | (84), Finsko (115), Hejtman (124, 191), Novy Hospodai (180),
Novy Kanclif (128, 130, 198) a Vydymac (249).

Z vysledkt shlukovacich analyz a celkového obrazu pak hypotézu, ze celkova
geneticka struktura druhu Pectinatella magnifica je velmi nizka nelze vyvratit.

Zivo¢isny druh bochnatka americké je beze sporu organismem velice zajimavym,
ktery by si zaslouzil dikladnéjs$i prostudovani, a to nejen z hlediska vzijemné
podobnosti kolonii, ale i pro seznami se s jejim zivotnim cyklem, potiebami
a preferencemi. Vzhledem K nizké urovni poznani nabizi celou fadu pfilezitosti
pro studium a Sirokou Skalu potencidlnich objevli od stranky ekologické, genetické
ale i biochemické, ve formé zpracovani latek obsazenych ve vodé a produkci
vedlejSich Zivocisnych produktli, s moznosti jejich vyuziti v jinych odvétvich lidského

snazeni.
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Prilohy

Piiloha 2. Odebrané kolonie Pectinatella magnifica (foto: vlastni)
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Priloha 3. O¢isténé kolonie Pectinatella magnifica pFipravené pro izolaci DNA, vlevo zooidy,
vpravo statoblasty (foto: vlastni)

Koncentrace DNA (ng/ul)
140
120
100
B QIAGEN
80
ECTAB
€0 » NUCLEOSPIN PL1
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20 -
0 —
1 2 3 4

Piiloha 4: VysledKky srovnani izola¢nich metod koncentrace DNA (Moravcova, 2015)
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OD 260/280
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Piiloha 5: Vysledky srovnani izolaénich metod kvalita (OD260/280) DNA
(Moravcova, 2015)

OD 260/230
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Piiloha 6: Vysledky srovnani izolacnich metod kvalita (0OD260/230) DNA
(Moravcova, 2015)
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Primerovi Potet Velikost fragmenmni

kombinace variabilnich (bp)
fragmenti

E-ACGM- 103 44 - 420

AAC

E-ACGM- 72 43-301

ACC

E-ACGM- 132 36-414

AGT

E-ACGM- 87 43 -309

ATT

Piiloha 7: Vysledky fragmentacni analyzy AFLP pro jednotlivé primerové kombinace
(Moravcova, 2015)

Piiloha 8. Pivodni vysledky pilotni studie pro stanoveni genetické diverzity kolonii Pectinatella
magnifica (Moravcova, 2015)
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Ptiloha 9. Odecet amplifikovanych fragmenti

Piiloha 10. Gelovita matrix o tuhé struktuie (Foto: Josef Rajchard)
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Procenticke zastoupeni

polymorfnich fragmentii - Cep
Cislo vzorku |MnozZstvi fragmentil

11 38,41%

12 37,68%

13 40,58%

14 44,93%

15 35,51%

82 43,48%

83 34,78%

84 34,06%

85 33,33%

86 35,51%

87 42,75%

88 36,23%

131 39,13%

132 39,13%

133 39,86%

Ptiloha 11. MnozZstvi polymorfnich fragmenti — piskovna Cep |
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Procentické zastoupeni
polymorfnich fragmentii - Hejtman
Cislo vzorku |[MnoZstvi fragment(i

6 31,16%

7 40,58%

8 40,58%

9 43,48%

10 42,75%
121 48,55%
122 36,23%
123 37,68%
124 31,16%
125 42,03%
126 35,51%
189 32,61%
190 42,75%
191 39,86%
192 34,78%
238 40,58%
239 37,68%
240 36,96%
241 33,33%
242 39,86%
243 35,51%
268 38,41%
269 35,51%

Piiloha 12. MnozZstvi polymorfnich fragmenti — rybnik Hejtman
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Procentické zastoupeni polymorfhich
fragmenti - Kofensko
Cislo vzorku ~ |MnoZstvi fragmenti

52 31,88%

53 27,54%

54 34,06%

55 39,86%

56 40,58%

57 41,30%

58 44,93%

59 36,96%

60 34,78%

109 43,48%
110 42,03%
111 32,61%
112 33,33%
113 42,75%
114 36,96%
171 39,86%
172 43,48%
173 42,03%
174 39,13%
175 32,61%

Priloha 13. MnoZstvi polymorfnich fragmenti — vodni dilo Kofensko

Procentické zastoupeni polymorfhich
fragmentti - Lipno
Cislo vzorku |Mnozstvi fragmentti
72 38,41%
73 42,75%
74 38,41%
75 37,68%
116 35,51%
117 40,58%
118 34,06%
119 34,06%
120 42,75%
261 34,06%
262 39,86%
263 34,06%

Piiloha 14. MnoZstvi polymorfnich fragmenti — vodni nadrz Lipno |
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Procentické zastoupeni polymorfhich
fragmentl - Novy Hospodar
Cislo vzorku  |MnoZstvi fragmentti
47 36,96%
48 36,96%
49 34,78%
50 38,41%
51 38,41%
176 36,96%
177 39,13%
178 39,13%
179 38,41%
180 28,26%
181 42,75%
256 38,41%
257 34,78%
258 39,13%
Piiloha 15. MnoZstvi polymorfnich fragmenti — rybnik Novy Hospodar
Procentické zastoupeni polymorfhich
fragmentti - Novy Kanclit
Cislo vzorku  |Mnozstvi fragmenti
21 31,16%
22 36,96%
23 36,96%
24 42,03%
25 38,41%
127 40,58%
128 25,36%
129 34,78%
130 31,16%
197 38,41%
198 36,23%
199 42,75%
200 38,41%
201 38,41%
202 34,78%
228 40,58%
229 36,96%
230 42,75%
231 39,13%
232 34,06%

Piiloha 16. MnoZstvi polymorfnich fragmentii — rybnik Novy KancliF
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Procentické zastoupeni polymortnich
fragmentti - Podiezany
Cislo vzorku  |MnoZstvi fragmentii

26 43,48%

27 44,93%

28 38,41%

29 36,96%

30 28,99%

167 38,41%
168 42,03%
169 38,41%
170 42,03%
203 38,41%
204 38,41%
205 39,13%
206 40,58%
207 25,36%
250 33,33%
251 40,58%
252 34,78%
253 35,51%
254 39,13%
255 30,43%
270 45,65%

Ptiloha 17. MnozZstvi polymorfnich fragmentt — rybnik Podiezansky
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Procentické zastoupeni
polymorfhich fragmentti - Stankov
Cislo vzorku |MnozZstvi fragmentil
16 34,06%
17 40,58%
18 36,23%
19 39,86%
20 31,16%
76 41,30%
77 41,30%
78 32,61%
79 34,78%
80 39,86%
81 42,03%
208 37,68%
209 38,41%
210 29,71%
211 34,06%
233 40,58%
234 39,13%
235 34,06%
236 36,23%
237 36,23%
259 37,68%
260 33,33%

Piiloha 18. MnoZstvi polymorfnich fragmentii — rybnik Stanikovsky

Procentické zastoupeni polymorfhich
fragmentti - Vapensky
Cislo vzorku |MnoZstvi fragment(i
42 39,86%
43 34,78%
44 38,41%
45 42,75%
46 39,13%
185 34,78%
186 41,30%
187 39,86%
188 30,43%

Ptiloha 19. Mnozstvi polymorfnich fragmenti — rybnik Vapensky
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Procentické zastoupeni
polymortfhich fragmentti - Veseli I.
Cislo vzorku  [Mnozstvi fragmentti
1 34,06%
2 34,78%
3 44.20%
4 39,13%
5 50,72%
66 36,96%
67 37,68%
68 36,23%
69 36,96%
70 34,06%
71 39,86%
212 39,13%
213 31,88%
214 40,58%
215 38,41%
216 44.20%
217 40,58%
218 26,81%
219 39,86%
220 36,23%
264 33,33%
265 39,13%
266 39,13%
267 35,51%

Priloha 20. MnoZstvi polymorfnich fragmenti — piskovna Veseli .
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Procentické zastoupeni
polymorfhich fragmentti - Vlkov

Cislo vzorku  [MnozZstvi fragmenttl
33 33,33%
34 36,23%
35 42,03%
36 32,61%
148 40,58%
149 46,38%
150 26,09%
151 36,23%
152 39,13%
153 34,78%
154 39,86%
155 40,58%
156 26,81%
157 30,43%
158 34,06%
159 40,58%
160 38,41%
161 39,13%
162 30,43%
163 34,78%
164 41,30%
165 39,13%
221 37,68%
222 36,96%
223 34,78%
224 34,78%
225 44.20%
226 29,71%
227 36,23%

Piiloha 21. MnoZstvi polymorfnich fragmenti — piskovna VIkov
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Procentické zastoupeni
polymorfhich fragmentt - Vitava
Cislo vzorku [MnoZstvi fragmentl
61 32,61%
62 39,86%
63 38,41%
64 37,68%
65 39,86%
89 42,03%
90 36,23%
91 37,68%
92 40,58%
93 36,96%
94 39,13%
95 38,41%
96 42,75%
97 36,23%
98 35,51%
99 37,68%
100 33,33%
101 42,75%
102 38,41%
103 37,68%
104 38,41%
105 48,55%
106 34,78%
107 42,75%
108 36,23%
139 42,75%
140 36,96%
141 35,51%
142 38,41%
182 37,68%
183 35,51%
184 39,86%

Piiloha 22. MnoZstvi polymorfnich fragmenti — Vitava

181



Procentické zastoupeni polymorfhich
fragmentll - Vydymac¢
Cislo vzorku ~ |MnoZstvi fragmenti

37 36,96%

38 47,10%

39 33,33%

40 31,88%

41 31,88%
193 34,78%
194 36,23%
195 36,23%
196 38,41%
244 40,58%
245 42,03%
246 35,51%
247 36,23%
248 40,58%
249 28,99%

Piiloha 23. MnoZstvi polymorfnich fragmenti — rybnik Vydymac
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Piiloha 24. Schéma techniky AFLP (Mueller a Wolfengarger, 1999)
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3’

5!

DNA EXTRACTION

WNAS

sample A sample B

DNA polymerase,
AMPLIFICATION 16-18 bp long repeated primer

with 2-4 arbitrary oligonucleotides

— N R S s W ssmn RN e—

“— NN(CA), “— NN(CA),
NN(CA)— NN(CA);—

— RS R kR S R S e— S O N N N e—

— W W R e

“— NN(CA),
NN(CA),—

— W W

ELECTROPHORESIS ﬂ

A B

— |

NN(CA), primer

—_—

(GT)n repeated region
amplified fragment
direction of amplification

Priloha 25. Schéma techniky ISSR (Www.researchgate.net)
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Dalsi vystupy
e 5. 1iplna aktualizace UAP Tyn nad Vltavou
e Mapové podklady pro izemni pldn obci Dasny, Dvory, Pavlov, Radostice,
Rimov, Zelene¢-Mstétice
e Uzemni studie LiSov
e Vyukové texty TVOK (Tvorba a ochrana krajiny)
e Vyukové texty UPLA (Uzemni planovani)
e  Vyukové texty ARCHV (Architektura venkova)
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