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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 v oblasti Philadelphie
roku 1851. Ackoliv je ptivodnim mistem vyskytu Severni Amerika, v souc¢asné dob¢
je znama 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 zooidl, které produkuji gelovitou hmotu vypliujici samotny Utvar
kolonie. Rozmnozovani mechovct je zélezitosti sexualni i asexudlni, kdy nepohlavni
rozmnozovani ptevazuje nad pohlavnim. Produktem nepohlavniho rozmnoZovani jsou
vnitini pupeny, tzv. statoblasty, opatiené hacky, diky kterym se mohou pfichytit
na jakykoliv podklad, coz umoznuje snadnou distribuci i na velké vzdalenosti skrze
jinak obtizny terén. Ackoliv se jedna o starobylou skupinu s pfevahou nepohlavniho,
tudiz klonélniho, rozmnoZzovani, pohlavni rozmnoZovani hraje vyznamnou ulohu pro
udrzeni genetické variability a adaptaci novym podminkam. Disertacni prace je
zaméFena na stanoveni genetické diverzity kolonii odebranych na tizemi jiznich Cech
a prilehlého okoli za pouziti technik molekularnich biologie. Pro zpracovani
genetickych analyz byly pouZzity dvé molekularni techniky, a to AFLP (Amplified
Fragment Lenght Polymorphism) a ISSR (Inter Simple Sequence Repeat). Obé tyto
techniky vyuZzivaji 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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1 Uvod

Pectinatella magnifica Leidy (1851) je sladkovodnim druhem pochézejicim piivodné
ze Severni Ameriky, avSak v soucasné¢ dobé obyva teplé Cisté vody nejen na tzemi
celé Severni Ameriky, ale 1 ve vétSin€é Evropy a nckolika asijskych oblastech. Jeji
snadné Sifeni je umoznéné nejen vysokou produkei vnitinich pupenti (= statoblastt),
schopnych bez problému vydrzet podminky, které jsou pro kolonie zooidl extrémni,
ale 1 snadnym pfichycenim k jakémukoliv podkladu pomoci héacki, kterymi jsou
statoblasty opatfeny. Ackoliv se jednd o organismus beze sporu invazivni, zatim neni
znamo, ze by byla vnové¢ osidlenych oblastech pfimo Skodlivd ¢i nebezpecna
puivodnim druhiim at’” mechovct ¢i jinych organismi. Nejvétsi riziko predstavuje
zejména pro lososovité ryby, vzhledem k faktu, ze slouzi jako mezihostitel riznym
druhiim parazitujicim na rybach. Z tohoto diivodu je v rdmci védeckého badani spise
opomijena, a kromé& né€kolika badatelli studujicich skupinu mechovct je na pokraji
védeckého zajmu. VéEtsina studii Pectinatella magnifica je zamétena na potravinové
vztahy vici ostatnim organismtim, biologii, ekologii a fylogenetické studie.
Disertaéni 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 druhli o nezndmem 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.




2 Literarni prehled

Bochnatka americka (Pectinatella magnifica) je sladkovodnim zastupcem Zivoc¢isného
kmene mechovci (Bryozoa), ktery byl popsan roku 1851 americkym pfirodovédcem
Josephem Leidym v oblasti mésta Philadelphia (Leidy, 1851). Tento druh pivodné
obyvajici americky kontinent je v soucasné dobé zndm jako invazni organismus
na vétsiné zemekoule.

Tabulka 2.1: Fylogenetické zatazeni Pectinatella magnifica (Komarek, 1952)

RISE Animalia (Zivogichové)
KMEN Bryozoa (mechovci)

TRIDA Phylactolaemata (mechovky)
RAD Plumatellida

CELED Pectinatellidae

ROD Pectinatella (mechovka)
DRUH magnifica (americka)

2.1 Utvareni kolonii Pectinatella magnifica

Charakteristickym znakem druhu Pectinatella magnifica je vytvafeni kolonii
kulovitého ¢i protdhlého tvaru. Samotny vzhled kolonie je ovlivnén podkladem,
ke kterému je pfirostld a zivotnim prostorem, ktery dokaze osidlit. S ohledem

na zivotni podminky pak mohou dosahovat velikosti 0,25 — 70 kg (Balounova,
etal., 2007).

Kolonie Pectinatella magnifica (vlastni foto)




Kolonie Pectinatella magnifica je utvarena az nékolika tisici jedinci druhu, ktefi
jsou rozmisténi po povrchu kulovité kolonie v utvarech oznacovanych jako rozety.
Kazda rozeta je pak slozena za cca 12 az 18 jedinct (Morse, 1930). Ackoliv kolonie
muze dosahovat zna¢nych rozméru, samotni zastupci Pectinatella magnifica
se nachazeji pouze na jejim povrchu. Jadro kolonie je slozeno z gelovité hmoty,
produkované statoblasty. Tento gel je z 99 % slozen z vody a zbyvajici 1 % pripada

na bilkoviny, chitinova mikrovlakna, vapnik a chlorid sodny (Setlikova, et al., 2013).

2.2 Reprodukéni systém Pectinatella magnifica

Druh Pectinatella magnifica jako vSichni zastupci tfidy Phylactolaemata je schopna
pohlavniho rozmnozovani. Tato faze reprodukce probihd v kratkém obdobi mezi
¢ervnem a zaiim, kdy dochazi k vrcholu vegetaéniho obdobi (Wood, 2010). Jedinci
skupiny Phylactolaemata jsou ¢asto schopni produkovat vajicka i spermie a jsou tudiz
hermafrodité (Zrzavy, 2006). Embryo se postupné vyviji az do formy voln¢ plovouci
struktury oznacené jako larva trochoforového typu, ptestoze technicky vzato se jedna
0 pohyblivou kolonii (Wood a Wood, 2000). Poté co se larva zpravidla po setméni
uvolni z kolonie, plave kupfedu koncem obsahujicim specidlni zlaznaté bunky
anervové centrum (Wilcox, 1906). Obvykle béhem hodiny dojde k usazeni
jednotlivych larev, které se pokryji ektodermalni tkani a nasledné dojde k jejich
zplosténi a vytvoreni primarniho zooidu budouci kolonie. (Wood, 2001).

Mimo pohlavni rozmnozovani maji vSichni zooidi z kmene Bryozoa schopnost
nepohlavniho rozmnozovani ve formé tvorby pupend. Zvlastnim rysem
Phyllactolaemat je nepohlavni produkce zapouzdienych spicich pupenti nazvanych
statoblasty (Wood, 2001b). Vsechny statoblasty se skladaji ze dvou chlopni spojenych
dohromady na ekvatorialni roviné. U vétSiny vznasejicich se statoblasti je floatoblast
tvofen dvéma strukturdlnimi Grovnémi. Vnitini ¢ast tzv. kapsule obsahuje germinalni

tkan a zasoby potravy. Vngjsi periplast obklopuje celou kapsuli (Wood, 2010).

Statoblasty Pectinatella magnifica (Barnes a Golding, 2009)




Statoblast Pectinatella magnifica (Vlastni foto)

2.3 Podminky pro vyskyt druhu Pectinatella magnifica
2.3.1 Teplota vody

Druh Pectinatella magnifica je obecné stejné jako dalsi zastupci kmene Bryozoa
povazovan za termofilni druh, vyzadujici pro sviyj zivot vyssi teplotu vody, zpravidla
vV rozpéti 15-28 °C. Za kritickou teplotu vody pro konkrétni druh Pectinatella
magnifica je povazovana hranice 20 °C. Rust kolonii zacina, az v dob¢, kdy alespon
po tfi dny stoupne teplota vody nad tuto stanovenou hranici a jakykoliv, byt
I kratkodoby vykyv pod tuto mez vede k zastaveni rustu (Balounova, et al., 2007).
Déletrvajici pokles teplot potom ma za nasledek uhyn a rozpad kolonii a uvolnéni
statoblasti. V podminkéch stiedni a zapadni Evropy, a tedy i Ceské republiky, dochazi
K prvnimu naristu kolonii a jejich rozvoji vétSinou v prubéhu cervna a Cervence
(Wood, et al., 2006). Vyskyt kolonii pak byva zaznamenavan az do zaii a ojedinéle
az do konce fijna, v zavislosti na priab&hu teplot (Williams, 1921).

2.3.2 Slozeni vody

Kolonie rodu Pectinatella jsou pravdépodobné euryvalentnim druhem, ktery nema
jasné pozadavky na Cistotu vody, a i ke zne€isténym vodnim plocham je pomérné
tolerantni (Wood, 2001c). Nékteré studie vSak poukazuji na to, Ze tento organismus
jednoznacéné preferuje alespont v pocatku svého Sifeni na daném misté oligotrofni
az mezotrofni vodu, jak bylo dokazano pfi §ifeni v oblasti Jiznich Cech (Balounova,
et al., 2013). Na zakladé tohoto vyzkumu se pro kolonie Pectinatella magnifica zda
byt faktor trofie vody pomérné vyznamny pro jejich rist. S tim je spojeny rovnéz fakt,

ze byl vyskyt tohoto druhu na izemi Cech zaznamendn pouze na jediné intenzivné




vyuzivané rybochovné nadrzi eutrofniho az hypertrofniho typu (Balounova,

etal., 2007).

2.3.3 Vliv substratu na rist kolonii Pectinatella magnifica

Prestoze je substrat vyznamnym faktorem, ktery promlouva do ristu kolonii
Pectinatella, neni mozné jednozna¢né urcit preferovany typ substratu. Pii opakovaném
pozorovani na jednotlivych vodnich nadrzich byly zaznamenany rtzné preference
substratu v ramci jedné nadrze, a i v prubéhu jednotlivych sezén (Balounova,
etal., 2007).

Kolonie studovaného druhu jsou nejcastéji nalézany na ponoienych ¢astech vétvi
Salix, Betula, Alnus nebo Pinus, v¢etné ponofenych kment téchto a dal$ich druhtu
dfevin. Nalezy byly zaznamenany rovnéz na organech vysSich rostlin Typha
latifolia L., rodd Nymphaea, Potamogeton, Alisma, Elodea, Lemna nebo Acorus
atd. (Setlikova, et al., 2005). Kellicott (1882) zaznamenal rovnéz vyskyt na organech
rostliny Vallisneria spiralis. Bézny je rovnéz vyskyt na povrchu kament i umélych
materiali napf. sloupi, betonovych prvkl, plastovych lahvi a dalSich odpadki
ve vod¢. Na hlubsich pfehradnich nadrzich byl zaznamenan vyskyt kolonii i ve vétSich

hloubkéch kolem 3 metri na povrchu skalniho podkladu (Balounova, et al., 2011).

2.4 Rozsifeni Pectinatella magnifica

Ackoliv se jedna o pivodné severoamericky druh pfirozené se vyskytujici ve vychodni
¢asti kontinentu, dnes je znam jako invazni druh na vétSin€ severni polokoule. Prvni
zaznamenané roz§ifeni mimo Severni Ameriku bylo jiZ na konci 19. stoleti na fece
Labi nedaleko Hamburku (Kraepelin, 1887). Toto zavleCeni bylo pfisuzovano
zachyceni statoblastli na trupech lodi plujicich z americkych pftistavii. Od té doby
se tento druh rozsitil nejen ficni cestou po vetSiné Evropy, ale i diky lodni dopravé
i do znaéné Casti Asie. Zajimavosti je, ze do nedavna byla jako severni hranice vyskytu
kolonii mechovky povazovana 55 rovnobézka, avSak V poslednich letech byl

zaznamenan vyskyt kolonii 1 nad touto hranici. Pfikladem mohou byt zpravy o vyskytu




V jizni oblasti Finska (Vuorio, et al., 2018; Seldnpdd, 2022) a Ruska, konkrétné oblasti
Petrohradu (Starunova, et al., 2021).

|| [ — y Zpracoval Ing. Vendula Moravcova
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Rozsifeni Pectinatella magnifica

2.5 Vyznam druhu Pectinatella magnifica
Vyznam vyskytu druhu pro vodni prostfedi je zélezitost vyzkumt. Konkrétni vliv
pfitomnosti kolonii na sloZeni vody je obtizné stanovit, vzhledem k narocnym
podminkam kultivace kolonii v umélém prostiedi.

Z hlediska souziti s dalSimi vodnimi organismy je nejvyznamnéj$i potencialni
rizikovost tohoto druhu pro lososovité ryby, z divodu mezihostitelstvi druhii rodi
Trichonosema a Tetracapsula (Okamura, Wood, 2002). Tyto parazitické druhy
zpusobuji zavazna onemocnéni ledvin ryb (Anderson, et al., 1999).

Dulezité je také ovlivnéni skladby fas piitomnosti 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 %). Pozitivnim faktem je Zze neni znamo, ze by jedinci Pectinatella
magnifica vytvareli konkurenc¢ni tlak na ptivodni obyvatele lokalit, kde se vyskytuji.
Pravdépodobné tak osidluji volné ekologické niky (Gugel, 2001).




3 Cile prace

Hlavnim cilem prace bylo stanovit genetickou diverzitu kolonii Pectinatella
magnifica na uzemi Ceské republiky.
Kromé hlavniho cile, byly stanoveny cile vedlejsi
o Monitoring pribézného stavu kolonii mechovky na vodnich nadrzich
o Stanoveni Vlivu délky skladovani odebranych vzorkii na mnozstvi
a kvalitu DNA
o Stanoveni vlivu mrazu na mnozstvi a kvalitu DNA u studovanych
vzorkd.
Hlavni hypotézou bylo, ze celkova geneticka diverzita kolonii Pectinatella
magnifica bude celkové velmi nizka, vzhledem K pfevazujicimu klonalnimu
zpisobu rozmnozovani.
Druhou hypotézou bylo, ze stafi uskladnéného Zivocisného materialu kolonii
Pectinatella magnifica ve stalych podminkach neovlivni vytéznost a kvalitu
izolované DNA.
Jako tieti hypotéza byl stanoven piedpoklad, ze zmrazeni kolonie Pectinatella
magnifica neovlivni mnozstvi ani kvalitu vytézené DNA V porovnani

se vzorky izolovanymi ihned po odbéru z lokality.




4 Experimentalni ¢ast a vysledky

4.1 Lokality a technika sbéru vzorki
Vzorky potiebné pro genetické analyzy byly odebrany na 23 lokalitach, z nichz 6 bylo
sledovéno dlouhodobé s pravidelnymi odbéry vzorki jiz od roku 2014 a zbytek byl
odebiran nihodné, dle vyskytu narostlych kolonii. Vzorky pochazejici z Ceské
republiky jsou d€leny na vzorky pochazejici z biehti fek z oblasti Bechyné, sportovni
kanal v Cesk;’rch Bud¢jovicich, Dobronice, Hluboka nad Vltavou, Nuzice a Neznasov,
a vzorky z vodnich nadrzi: Cep, Hejtman, Kofensko, Lipno, Novy Hospodaf, Novy
Kanclit, Podfezansky, Vapenny, Veseli, Vlkov, Vydymaé. Mezi pokusnym
materidlem se nachazeji 3 vzorky ziskané ze zahranici, konkrétné z USA, Chorvatska
a Finska.

Vzorky pouzité pro experimentalni cast byly odebirané na vySe zminénych
lokalitach. Samotna technika sbéru vzorku spocivala v seskrabnuti kolonie zooidl
se statoblasty a uskladnéni v mikrozkumavkach pfi teploté -20°C. Pro samotné

analyzy DNA pak byly pouzity ocisténé statoblasty pochazejici z vySe zminénych

odbéri.
P
g
P
P
o x
o
[
Legenda
o
P‘ Nzhodné sledovani
Fm Pravidelné sledovani
Zpracoval: Ing. Vendula Moravcova

—~A L J Podklad: ZM 1:10 000 CUZK
2 & Soufadny systém: S-JTSK Krovak EastNorth

Mapa lokalit jizni Cechy




Shér vzorku Pectinatella magnifica z kolonie (foto: Josef Rajchard)

4.2 Hodnoceni vyvoje vyskytu Pectinatella magnifica

Na zaklad¢ dat, ziskanych terénnim pozorovanim na lokalitich s pravidelnym
sledovanim byl pozorovan vyvoj kolonii druhu Pectinatella magnifica. Hodnoceni
bylo provedeno v obdobi mezi ¢ervnem a zaii v letech 2014-2021, kdy cela sezona
byla hodnocena 100 % a pro jednotlivé mésice bylo pfifazeno procento, které
reprezentovalo pomérnou ¢ast vyskytu kolonii Pectinatella magnifica vuci celé
sezoné.

Béhem téchto pozorovani byl zjistén posun ve vrcholu vegetaéni sezony. Z pocatku
sledovani kolonie postupné nartistaly, béhem letni sezény dosahly svého vrcholu
a s nastupem podzimu postupné odumiely. V poslednich letech se ukazuje zména
v chovani mechovek, kdy na zacatku sezony dojde k prudkému nardstu kolonii
a béhem druhé poloviny 1éta nastane rychly pokles nasledovany odumiranim zbytku

kolonii.

4.3 Technika izolace a analyzy DNA

DNA vzorki o pfipravené navazce cca 1 mg byla izolovana pomoci metody izola¢ni
techniky vyuzivajici CTAB-PVP. Podrobny protokol této izola¢ni techniky je
dostupny v publikaci Metodika detekce a molekularni selekce autoinkompatibilnich
linii fepky (Brassica napus L.) (Curn, et al., 2012).




DNA potiebna pro populacni analyzy musi spliiovat kritéria jak z hlediska
dostatecného mnozstvi, ale musi mit i odpovidajici kvalitu. Z tohoto divodu byly
izolované vzorky podrobeny analyze, ktera méla za kol stanovit mnozstvi a Cistotu
vytéZzené DNA. Metodou, ktera byla vyuzivana okamzité po provedené izolaci, byla
analyza pomoci spektrofotometru BioSpec Nano (SHIMADZU). Tento analyzator
stanovuje mnozstvi a Cistotu DNA v roztoku 1ul vzorku za pomoci spektrofotometrie,
¢imz dava rychly a dostateéné kvalitni vysledek a soucasné Setii vzorek z hlediska

spotfebovaného objemu.

4.4 Analyza vlivu stari pouzitého vzorku na DNA
Béhem zpracovani predeslé diplomové prace se u izolovanych vzorkil 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. Métené vzorky byly rozdéleny do kategorii, vzorky
mladsi 1 roku (<1), jednoleté, dvouleté, tfileté, ctyileté a starSi péti let (>5).
U jednotlivych kategorii zjistény primérné hodnoty ziskané pomoci spektrofotometru
BioSpec Nano. Na zaklad¢ téchto dat byl vyhodnocen vliv staii vzorku na mnozstvi
a kvalitu vytézené DNA.

Z namétenych hodnot bylo zjisténo, Ze nejvétsi mnozstvi DNA o poZzadované
kvalité lze ziskat ze vzorkl o stafi jednoho az dvou let. Mladsi vzorky vykazovaly
vysokou miru zneciSténi, pravdépodobné pochazejici ze zasobnich latek urcenych

pro vyzivu zarodku zooidu. StarSi vzorky naopak byly kontaminovéany degradujici
DNA.

4.5 Vliv zmraZeni vzorku na kvalitu a mnoZstvi DNA
Vzhledem K vysledkiim analyzy vlivu staii vzorku na kvalitu a mnozstvi vytézené
DNA byl dodatecné navrZzen experiment, ktery mél za ukol stanovit vliv mrazu
na mnozstvi a kvalitu DNA. K tomuto experimentu byly pouZzity vyhradné zralé
statoblasty druhu Pectinatella magnifica, odebrané na lokalité piskovna Veseli. Tato
lokalita byla zvolena pro dostatecné mnozstvi kolonii, které mohly uvolnit znacné
mnozstvi statoblastll, které mohly nasledné prezimovat a soucasné je zde dobry piistup
k vode.

Béhem letni sezony byly odebrany zralé statoblasty kolonii Pectinatella
magnifica. Cast téchto statoblastii byla izolovana ihned po odbéru a zbyla &ast byla

uskladnéna v -20 °C do nasledujiciho roku. Na zacatku nasledujici sezony, byly




na zvolené lokalit¢ odebrany shluky statoblastii a ty nésledné spolu se vzorky
uskladnénymi v -20 °C  vyizolovany. Na zdkladé¢ 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 ptezimovani ve vodni nadrzi a odebranymi az v nasledujicim roce.

Z vysledku izolaci bylo patrné, ze vzorky izolované ihned po odbéru vykazovaly
vyrazné€ nizsi vytéznost DNA se zvySenym obsahem kontaminantt. Oproti tomu uméle
zmrazené vzorky a vzorky pfirozené¢ piezimované vykazovaly velice podobné
hodnoty. Tento jev by mohl naznacovat pottebu kratkodobého zmrazeni statoblastti
kolonii Pectinatella magnifica pro jejich nasledny vyvoj a vylihnuti nového zooidu

a zaroven by mohl vysvétlovat §ifeni kolonii do severskych oblasti Evropy.

4.6 Analyza AFLP

Pro vyhodnoceni genetické diverzity kolonii Pectinatella magnifica byly pouzity dvé
analytické metody. Prvni metodou byla analyza AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism), kterd byla pouzita jiz v diplomové prace, kde byla ovéiena jeji
funk¢nost vzhledem k faktu, Ze se jednd o druh na pokraji zdjmu 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.

Pro analyzy AFLP byla zvolena primerova kombinace ECORI+ACG/Msel+AGT,
ktera byla zvolena na zdklad¢ pfedchazejici diplomové prace. Primer ACG, pouzity
Vv reakéni smési, byl fluorescenéné oznaceny, za ucelem zpracovani vysledkli pomoci
kapilarni elektroforézy za sekvenacnim pftistroji.

Vzhledem Kk faktu, ze technika AFLP byla ovéfena jiz béhem pilotni studie
v ramci diplomové prace, analyzy dopadly Gspésné. Ze ziskanych vysledk je patrné,
ze celkova geneticka diverzita druhu Pectinatella magnifica je velice nizka, kdy bylo
dosazeno celkového mnoZzstvi 87,42 % variabilnich fragment. Dle statistickych
analyz a distanéni matice se celkova vzajemnd podobnost jednotlivych vzorki
pohybuje mezi 58,32 % az po 89,28 %. Studované vzorky pak vykazovaly celkové
velmi nizkou hladinu genetické diverzity, kdy z celkového mnozstvi amplifikovanych
vzorki se jako odlisSnych ukazalo 26, tedy 9,67 %.

Z vysledkt shlukovaci analyzy plyne, ze vétSina analyzovanych vzorkt se déli

do dvou hlavnich klastri (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: VIkov (34, 150, 153, 156, 157, 226), Veseli (70, 202, 207, 210, 213, 218,
255), Stankov (76, 80, 235), Koifensko (53), Cep (84), Finsko (115), Hejtman (124,
191), Novy Hospodar (180), Novy Kanclif (128, 130, 198), Vydymac (249).
Zjimavosti je, ze vzorky odebrané v lokalitich USA (stat Oregon; vzorek ¢. 31)
a Vv Chorvatsku (228) se shlukuji ve vétsSim z klastri a vykazji celkové nizkou
genetickou diverzitu v porovnani s ostatnimi analyzovanymi vzorky, odebranymi
na uzemi Ceské republiky.

Vzhledem Kk nizkému procentu vzorka tvoficich druhy klastr je velmi tézké
usuzovat, zda udruhu Pectinatella magnifica doslo ke specializaci Vv ramci

studovaného arealu.
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4.7 Analyza ISSR

Jako druha rozsifujici technika byla zvolena analyza ISSR, ktera je zalozena na pouziti
mikrosatelitovych sekvenci v pozici primeru. Vyhodou této metody je, Ze se jedna
0 sekvence DNA, které se nahodné vyskytuji v genomu vSech eukaryontnich
organismil. Diky tomu je mozné odhalit rizn¢ dlouhé fetézce DNA, ohrani¢ené témito
useky, které nasledn¢ slouzi ke stanoveni genetické diverzity mezi jednotlivymi
jedinci studované¢ho druhu. Nevyhodou metody je, pokud neni cilovy organismus
osekvenovan a neni tudiz znam jeho podrobny genom, je volba primer pouzitych
pro genetickou analyzu spiSe ndhodna na zéklad¢ zkusenosti s podobnymi druhy.

Pro potieby disertatni prace byly zvoleny 4 primery na zaklad¢ zkuSenosti prace
S nimi, jako dobfe funguji kombinace pro Sirokou Skalu eukaryotnich organismu. Tyto
primery byly primer UBC 810, UBC 881, UBC 890 a UBC 825.

Béhem zpracovavani analyzy ISSR, ktera vySla negativné, byly analyzy
nckolikrdt opakovany a vSechny kroky byly konzultovany jak se Skolitelem
prof. Curnem, i s ostatnimi ¢leny laboratofe, kteii s touto technikou b&zné pracuji.
Béhem konzultaci i1 pfi samotném zpracovavani nic nenasvédcovalo tomu, Ze by mél
nastat pfipad, kdy si ovéfené a opakovan¢ pouzivané primery nepfisednou na vldkno
DNA druhu Pectinatella magnifica a pozadovany vysledek se tak nedostavi. Pfesto
pfese vSechnu snahu o najiti feSeni a ispéSnou amplifikaci ISSR DNA fingerprintingu

vysledek analyz ISSR dopadl neuspokojivé.




S5 Zavér

Na 270 vzorcich odebranych pievazné na lokalitach jiznich Cech byla provedena série
pokusu, jejich ucelem 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 Gcel stanovit nejvhodnéjsi techniku izolace DNA a nejlepsi primerovou
kombinaci, ktera méla dale slouzit jako hlavni zdroj poznéni pro vétsi analyzu v rdmci
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 skladovéani na kvalitu a mnozstvi DNA. Na zaklad¢ série
analyz byla teorie, ze DNA nebude ovlivhéna mrazovymi podminkami
ani pti kratkodobém skladovani byla vyvracena. Stejné tak hypotéza, ze v piipadé
statoblastli nedojde k ovlivnéni DNA ani pfi skladovani po dobu n¢kolika 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 primerd. Dle zkuSenosti na pracovisti i dostupné literatury by mély byt
pouzité primery UBC 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
organismi, vzhledem k jeji schopnosti odliSit od sebe i jedince, avSak u organismt
S dosud neosekvenovanym a tudiz neznamym jadernym genomem je nevyhoda
V pouziti. V takovém piipadé je vybér vhodného primeru otdzkou ndhody, kdy vybér
toho pravého z desitek komeréné vyrabénych primert spo¢iva v postupném testovani
nez analyza samotna.

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

vvvvv

fragmentli. Z tohoto divodu byly vSechny vzorky, pouzité v disertani praci,




podrobené analyze AFLP pomoci této primerové kombinace, kdy E-ACG nesl
fluorescen¢ni znaceni pro nasledujici fragmentacni analyzy pomoci sekvenacniho
pristroje. Z vysledkii analyzy byla sestavena binarni matice (1;0), kterd méla za ucel
stanovit pfitomnost ¢i neptitomnost amplifikovaného fragmentu. Na zakladé vysledkt
fragmentacni analyzy bylo zjiSténo, Ze bylo ziskdno celkové mnozstvi 139 variabilnich
fragmentt ze 159 v rozmezi velikosti 36—414 bp, tedy 87,42 %. Binarni matice pak
slouzila jako zdroj pro dal$i analyzy. Z ni byla sestavena distan¢ni matice pro ur¢eni
genetické podobnosti jednotlivych vzorkl a dale byla provedena shlukovaci analyza
pro stanoveni jejich celkové genetické struktury. Tyto analyzy byly provedeny
pro vSechny 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 rdmei jednotlivych
lokalit.

Z vysledkti analyzy AFLP bylo stanoveno, ze celkova genetickd 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 délily do dvou klastrti, kdy cca 90 % vzorki se tadilo
do vétsi ucelené skupiny, zatimco zbyvajicich cca 10 % tvofilo mensi rozdrobeny
Klastr. V tomto malém klastru byly zahrnuty vzorky z lokalit VIkov, Veseli, Staikov,
Koftensko, Cep, Finsko, Hejtman, Novy Hospodar, Novy Kanclif a Vydymac.

Z vysledkli shlukovacich analyz a celkového obrazu pak hypotézu, Ze celkova

geneticka struktura druhu Pectinatella magnifica je velmi nizka nelze vyvratit.
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2019 — nyni hodnotitel NAU

Anglicky jazyk — pokrocily

Némecky jazyk — stitedné pokrocily

Chorvatstina — zaklady

Francouzstina — mluvend zaklady

Znalost PC — Microsoft Office, Microsoft Teams, Statistica, ArcGIS,
GIS Pro, Moodle

Jazykovy kurz ve Velké Britanii s certifikdtem

Dosavadni odborna ¢innost:

Terénni spoluprace na projektu QACR P503/12/0337 Invazni
mechovka Pectinatella magnifica v Ceské republice: jeji biologie a
sekundarni metabolity

Projekt GA JU 081/2016/Z: Funkce vody v kulturni krajin¢ v obdobi
klimatické zmény / Functions of water in the cultural landscape in the
period of climate change

Projekt GAJU 045/2019/Z: Vliv hospodateni na ekosystémy, funkci
krajiny a organismy / The impact of landscape management on
ecosystems, landscape function and organisms

Projekt INTERREG Poznat a zazit historii pivovarnictvi v
ptihrani¢nim regionu Jizni Cechy a Dolni Bavorsko

Projekt TACR TL02000322 Teplotni komfort v obcich, pocitovy viem
obyvatel, fyzikalni skutecnost, role zelen¢




Kontakt: e-mail: moravv@fzt.jcu.cz
Vendula.Moravcova@seznam.cz
Telefon: +420 728 647 401




