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Abstrakt

Enviromentalni DNA (eDNA) je mlada rychle se rozvijejici metoda, postavena na zjistovani
pfitomnosti organismll na zdkladé detekce jejich DNA v prostiedi. Lisi se tak od standardnich
detekénich metod zaloZenych na piimém sledovani druhd, respektive jejich jedinct. Metodu
lze vyuzit pii studiu druht a v ramci jejich ochrany, jelikoz je schopna detekovat plno
vzacnych, ohrozenych ¢i kryptickych druhti. K ochrané druht je ale za potfebi mit pod
kontrolou i jejich patogeny, které tyto organismy ohrozuji na zivotech. Jednim z téchto
patogend, na kterych byli metody eDNA vyuzity, jsou patogeny houbového onemocnéni
obojzivelniki chytridiomykoéza. Piesnéji se jedna o patogeny Batrachochytrium dendrobatidis
a Batrachochytrium salamandrivorans. | na tyto patogeny a patogeny dalsi je V této
bakalaiské praci nahlizeno, jak v kontextu eDNA, tak jejich biologie a mozné 1é¢by. Mezi
hlavni cile mimo vyuziti eDNA pro detekci patogenli je shrnuti principt vyuziti eDNA i
v ramci sledovani druht. Ddle je v této praci feSeno porovnani tradi¢nich metod a metod
detekéni metody, které u nas zatim nachazi bohuzel minimalni uplatnéni. Na toto téma bylo

nahliZeno reSer$né skrze rtizné ¢lanky a studie.

Kli¢ova slova: barcoding, PCR, obojzivelnici, Batrachochytrium



Abstract

Environmental DNA (eDNA) is a young and rapidly developing method based on the
detection of organisms by detecting their DNA in the environment. It differs from standard
detection methods based on direct monitoring of species or individuals. The method can be
used in the study of species and in the context of their protection, as it is able to detect a full
range of rare, endangered, or cryptic species. However, in order to protect species, it is also
considered necessary to control the pathogens that threaten the lives of these organisms. One
of these pathogens on which eDNA methods have been used are pathogens of the fungal
amphibian disease chytridiomycosis. More specifically, the pathogens are Batrachochytrium
dendrobatidis and Batrachochytrium salamandrivorans. These pathogens and other
pathogens are also considered in this bachelor thesis, in the context of eDNA as well as their
biology and possible treatment. Among the main objectives beyond the use of eDNA for
pathogen detection is a summary of the principles of using eDNA in species monitoring as
well. Furthermore, a comparison of traditional and eDNA methods is addressed and examples
of applications are given. The thesis thus provides an insight into the emerging detection
methods, which unfortunately still find minimal application in our country. This topic has

been approached by research through various articles and studies.

Keywords: barcoding, PCR, amphibians, Batrachochytrium
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1. Uvod

DNA, zkratka pro deoxyribonukleovou kyselinu, je dédicny material v organismech, ktery
obsahuje biologické pokyny pro jejich stavbu a udrzbu. Chemicka struktura DNA je stejna
pro vSechny organismy, ale existuji rozdily v pofadi stavebnich blokit DNA, znamych jako
pary bazi. Jedinecna sekvence para bazi, zejména opakujicich se vzory, poskytuji prostiedky
k identifikaci druht, populaci, a dokonce i jedincu (Pilliod et al. 2013). Environmentalni
DNA (eDNA) je jednou z metod pro identifikaci druhti s vyuzitim DNA, které uvoliuji
organismy do prostiedi prostfednictvim riznych vylu¢ovanych vykalu, sliznic, svrzenim ktize
¢i srsti (Pilliod et al. 2012; Hunter et al. 2018; Sahu et al. 2023). Jedna se o jednu z metodik,
ktera celkové posouva védu o krok dale. Diive bylo pro monitorovani a sledovani druhti nutné
provadét konkrétni pozorovani v terénu, coz mohlo napiiklad u druhi vzacnéjSich zabrat
nckolik hodin nebo dokonce dni. EDNA oproti témto metoddm umoziuje efektivnéjsi

sledovani a monitorovani druhti organismu (Brannelly et al. 2020).

Cely koncept metody spociva v ziskavani DNA z prostiedi neboli environmentu (Pilliod et al.
2012). Proces zacina tedy odebiranim vzorkl enviromentadlni DNA z daného testovaného
prostfedi. Timto prostfedim pievdzné byva voda a s ni bezprostfedné spojené sedimenty, ptida
¢i vzduch (Ruppert et al. 2019). Odebrané vzorky environmentu se poté dopravuji do
laboratoii za ufelem podstoupeni laboratornich analyz. U laboratornich analyz se obecné
rozhodujeme nad pouzitim barcodingu ¢i metabarcodingu. Rozhodnuti spociva v cili naseho
vyzkumu. Pokud zkouméme jeden urcity druh organismu, mluvime o barcodingu. Pokud
studium sméfujeme k detekei celych spoleCenstev organismii, tak si k laboratorni analyze
vybirame metabarcoding. Vysledky z laboratornich analyz se poté interpretuji (AquaBiota
@2023).

Vysledky laboratorni analyzy eDNA zéavisi na pfedem urCeném cili studie. Nejcastéji se
metoda eDNA vyuZivd pro monitoring biodiverzity, pfi které zjiStujeme veskeré organismy
vyskytujici se v nami vybraném prostfedi za ucelem vyzkumu. Tenhle monitoring ma tak
velkou vahu v odvétvi ochrany piirody (Fraslev et al. 2022). Velmi prospéSna se tato metoda
projevuje svou schopnosti detekci vzacnych. kryptickych a endemickych druht. Detekce a
monitoring téchto druhli pomoci tradi¢nich metod je velmi obtizné a vyzaduje obrovské
mnozstvi ¢asu a usili. Navic nékdy potfebny opakovany odbér jedinct je drahy a miize
zpusobit poSkozeni cilového organismu nebo jeho stanovisté. Metoda eDNA tak nabizi

nakladové efektivni pfistup k neinvazivnimu monitorovani takovych druht (Beng & Corlett



2020). K tomu abychom vsak ochranili dané druhy nam nestaci védét jejich samotny vyskyt,
ale 1 vyskyt jejich patogent. Enviromentalni DNA je schopna monitorovat parazity, plisn¢ i
viry, které mohou zpusobit onemocnéni ve volné piirodé i v chovech. Techniky eDNA byly
vyuzity vyzkumniky i pii vyzkumech, za Gcelem zlepseni lidského zdravi, coz je ukazkovym
ptikladem toho, Ze 1ze vyzkum z jedné oblasti (ochrana volné zijicich Zivoc¢ich) ptizpisobit

oblasti jiné (zmirnovani lidskych chorob) (Farrel et al. 2020).

Zvlasteé dulezitymi patogeny voln¢ Zijicich zivocicht, pro které byly pouzity metody eDNA
jsou patogeny Batrachochytrium, které u obojzivelnikii zptisobuji houbové onemocnéni
chytridiomykézu (Mutschmann 2015). Do dneska je primarnim zptsobem detekce patogent
odchyt zvifat, odbér stéru z kuze, extrakce DNA ze stéru a pouziti qPCR testu k detekci
pfitomnosti a mnozstvi patogenu. Tato metoda vSak vyzaduje nalezeni a odchyt zvifat
z prostiedi, coz neni vzdy jednoduché (Brannelly et al. 2020). Kromé& toho muze ptimy
kontakt clovéka a obojzivelnika zplsobit U zvifat stres, ktery obojzivelniky ohorzuje.
Testovani pomoci eDNA je oproti tomuto zpusobu neinvazivni (Beng & Corlett 2020).
Technika nam vsSak napovi méné k prevalenci (naptiklad kolik procent jedinci je
infikovanych patogeny, do jaké miry ¢i jaké druhy), proto se tato metoda kombinuje
s odchytem zvirat. Funguje to tak, ze nejdiive provedeme metodu ziskavani informaci skrze
eDNA, ktera ndm prozradi, jestli jsou v daném prostiedi vyskytu obojzivelnikl ptitomny tyto
patogeny, pokud ano, tak je dobré provést odchyty z této lokality a pomoci stéru zjistit, jak
moc tato skuteCnost ovlivnila danou populaci, jestli vibec ovlivnila a v jaké mife

(Mutschmann 2015; Brannelly et al. 2020; Towe et al. 2021).

Enviromentalni metoda je vcelku mladd a pii tom je jednou z nejrychleji se rozvijejicich
metod v biologickych studiich vubec (Takahashi et al. 2023). Poprvé byla tato metoda
zrealizovana a popsana v roce 1986. Nejvétsimu rozvoji se vSak dockala az od roku 2000.
Z poCatku metodu védci vyuzivali k ziskdvani informaci o druzich ze stiedovekych
vykopavek (Sahu et al. 2023). Metoda se ale od té doby o hodné posunula a jeji vyuziti je
velmi pestré. Metody eDNA se v Ceské republice moc nevyuZivaji, dalsi limitou je omezena
moznost kvantifikace pomoci eDNA. O metod¢ se objevuje ¢im dal tim vice ¢lanku 1 studii.
Tato bakalatrska prace tak piinasi jejich shrnuti v podob¢ popisu metody a jeji vyuziti. Jedno
Z nejcastjSich vyuziti je detekce patogeni obojzivelnikli, na které bude v této bakalaiské

praci také kladen diraz.



2. Cile

Hlavnim cilem této bakaldiské prace je detailni popis principu vyuziti eDNA pro detekci
druhii a jejich patogent. V ramci popisu principu metody se zaméfenim na metodickou
stranku sbéru vzorkd, jejich laboratorni analyzy a nasledné interpretace téchto analyz. Dale
fesit vyhody a nevyhody této metody v porovnani s klasickymi metodami (pfiméa detekce
jedinct, standartni odbéry vzorki z nich) a nakonec uvést ptiklady vyuziti eDNA pro detekci

druhii, zejména pak obojzivelniki a jejich patogenti.

Prace tak shrnuje celkové téma eDNA sdarazem na vyuziti pro detekci patogent
obojzivelniki, pro které je tato metoda hojné vyuzivana v ostatnich zemich pfi pomérné
novych, celosvétové ohrozujici patogenti, které zplsobuji smrtici onemocnéni
chytridiomykdéza. Nejsou ale jedinymi patogeny, pro které Ize tuto metodu vyuzit. Proto je
v této praci kladen diraz i na ostatni obojzivelniky ohrozujici patogeny. Tato prace tak
poskytuje souhrn vSech potiebnych informaci od celkového procesu této metody pies jeji

vyhody i nedostatky az k jejimu samotnému vyuziti.



3. ReSerse

3.1 Princip eDNA

Deoxyribonukleova kyselina, mezi S$irSi spolecnosti znama pod zkratkou DNA je
dvousroubovicovy dédi¢ny materidl, ktery ma v sobé kazdy Zzijici organismus. DNA slouzi
jako pienosce biologickych instrukci, pro jejich stavbu a udrzbu (Pedersen et al. 2014). I pies
to, ze vSichni organismy vlastni stejnou chemickou strukturu DNA, lze diky ni rozlisit
konkrétni druhy, populace ¢i jedince. Lze to diky rozdilnym pofadim stavebnich kament
DNA, takzvanych part bazi, které jsou pravé origindlni pro jednotlivé druhy, populace

dokonce i jedince (Pilliod et al. 2012; Hunter et al. 2018; Sahu et al. 2023).

EDNA je potom DNA jaderného nebo mitochondridlniho ptvodu, kterou organismy
zanechavaji pomoci vyluCovani vykal, produkty sliznic do prostfedi, DNA mohou
organismy V prostifedi zanechavat i svlékanim kize a srsti ¢i svoji vlastni nebo jinym
organismem ulovenou mrSinou (Pilliod et al. 2012; Hunter et al. 2018; Sahu et al. 2023).
EDNA lze v ptirod¢ najit a poté detekovat v riiznych skupenstvich, a to bud’ bunééném nebo
rozpu$téném, kterému se jinymi slovy fika extracelularni (Pilliod et al. 2012). Prvni vyuziti
eDNA bylo v mikrobiologii, k Géelu popisu ziskani DNA ze vzorkd odebranych z pudy. Od
predeslych metod se odliSovala v neuskute¢néni izolace cilovych mikroorganismut. K detekci
organismil byla tato metoda poprvé navrzena v roce 1986, ale nejvétsi rozvoj ziskal teprve
rokem 2000, kdy eDNA zacali vyzkumnici vyuzivat k ureni savcl, ptaka 1 rostlin ze
sttedovekych sedimentti (Sahu et al. 2023). Jedna se o jednu z nejrychleji se rozvijejicich se
metod vyzkumu v oblasti biologie (Takahashi et al. 2023).

3.2 Metody sbéru a zpracovani vzorki

3.2.1 Sbér vzorku

Cely proces ziskavani DNA z Zivotniho prostfedi zacind odebirdnim vzorkid z testované¢ho
prostiedi. Obvykle to byvaji vzorky z vody, pidy nebo vzduchu, ale eDNA mitize byt také
odebirano z nastrah a pasti nastavenych k zachyceni hmyzu, ktery do pasti spadne nebo vleti,
dale stiev nebo vykall zvitete, a dokonce i z okvétnich listka (Kelly et al. 2019; Ruppert et al.
2019). Jelikoz eDNA lze vyuzit v prostfedi mnoha ekosystémech, musi metody sbéru
odpovidat témto riznym typum vzorkt. Mikroby a pyl 1ze snadno sbirat ze vzduchu, biofilmy
1ze otfit nebo seskrabnout, vodu vysrazet nebo filtrovat a sedimenty zpracovat (Ruppert et al.

2019). Na kvalité vzorku zavisi plno abiotickych Cinitelti a podminek. Tito Cinitelé zpravidla
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ovliviuji setrvani DNA v prostiedich. Mezi tyto faktory muze patfit teplota, vlhkost, vyskyt
bakterii ¢i vird, UV zafeni a fada dalSich (Herder et al. 2014).

Vzorky pudy

Studie eDNA provadéné za tcelem detekce organismt z ptidnich vzorkl analyzuji Castice
pochazejic ze zbytkt organismu, organické hmoty nebo z mimobunéénych molekul DNA,
jako jsou naptiklad télesné tekutiny (Fouche et al. 2020; Froslev et al. 2022). Ze vSech téchto
vyjmenovanych ¢astic, poticbujeme pouze ty, které jsou vazané na pudni slouceniny. Jednou
z pudnich sloucenin, ktera dokaze na sebe vazat tyto Castice je jil, ktery je navic schopen
eDNA chranit pred degradaci. Detekovatelnost a odolnost eDNA v pudach je ovlivnéna,
nékolika faktory, jako je struktura molekuly DNA nebo podminky prostiedi (teplota, pH, UV
zafeni, mikrobidlni aktivity...), které napomahaji k rychlejsi degradaci DNA. Kvuli témto
Cinitelim je odebirani vzorkd obtizné napiiklad v tropickych oblastech, kde je degradace
DNA rychla (Fouche et al. 2020).

Pred samotnym sbérem vzorkil je zapotiebi sterilizace vesSkerych pomtcek, které budou
potieba pii samotném sbéru, coz obecné plati pro odebirani vzorkl z jakéhokoliv prostiedi. U
pidy si vybereme nékolik mist, od sebe nékolik metrti vzdalenych a pidu odebereme.
Hloubka odbéru se ur¢i vzdy pied samotnym odbérem (Allen et al. 2023). Odebranou pudu
pak miizeme vlozit napiiklad do sacku, které pii prevozu do laboratofi skladujeme pii teploté
—20 °C. Vzorky pldy se zmrazuji pfevazné za ucelem nedegradovani DNA obsaZené v daném
vzorku, dal$im ucelem je pak minimalizace biotické aktivity, kterou jde zamezit pouZitim
zbrzd'ujicich bufferam (Froslev et al. 2022). Po pievozu pak tyto vzorky vlozime do vakua,
ve kterém se susi mrazem. VysuSené vzorky poté prochazeji homogenizaci, po které se z nich

odebere jeden g, ktery dale podléha laboratorni analyze (Allen et al. 2023).

Vzorky vzduchu

Nejméné vyuZivanym prostiedim pro sbér vzorkl je vzduch, i pfesto, Ze by tyto vzorky byly
vhodné pro sbér dat z mikrobti, pylt nebo i hub. Je také jednim z prostfedim, ve kterém lze
sledovat vyskyt vétSich suchozemskych zivocichii, nejcastéji se ale vzorky ze vzduchu
vyuzivaji k detekci a studii alergentl a patogenti. Existuji dva zpisobu odbéru vzorkd, aktivni
a pasivni (Clare et al. 2021; Garrett et al. 2022). Pro aktivni sbér vzorki ze vzduchu je
zapotiebi ¢erpadel s filtry. Cerpadla nasavaji okolni vzduch po dobu nékolika desitek minut
az hodin (Clare et al. 2021; Lynggaard et al. 2022). Pii odbérech ma velky vliv teplota a
vlhkost, které mohou ovlivnit mnozstvi a kvalitu vzorkil. Pasivni metoda sbéru se provadi

prostfednictvim prachovych lapacli, nebo se mulze vyuzit usazeny materidl na urcitém
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povrchu. Tato metoda se prokdzala byt G¢innd hlavné pro sbér eDNA z obratlovcet,
bezobratlych, hub i rostlin (Garrett et al. 2022). Po provedeni odbéru se vyjmou filtry ¢i
lapace a ty se poté ulozi nejcastéji do sackl, které se pak zamrazuji z divodu zamezeni
degradace. Tyto zamrazené sacky poté putuji k extrakci eDNA, ke které se dostaneme u

podkapitoly laboratorni analyzy (Clare et al. 2021).

Vzorky vody

Naopak nejvice probadanym prostfedim pro sbér vzorka k detekci eDNA je voda. Vzorkovani
vody je velmi pestré a pro kazdou lokalitu a cilovou skupinu specifické (Carrora et al. 2020).
Naptiklad u lotickych typti vodnich ploch mizeme odebirat vodu klidn€ z jejiho povrchu,
jelikoz se v téchto ekosystémil voda snadno promichava, naopak u lentickych vod je zapotiebi
se vydat do vétSich hloubek. U objemu zaleZi na velikosti vodnich nadrzi, z mofe ¢i ocednu
budeme odebirat vice objemné vzorky nezli ze sladkovodnich rybnikii, nebo na pocetnosti
cilového druhu, u vétSich vzorkl je vétsi Sance ziskdni DNA méné se vyskytujicich
organismii v daném prostfedi. Objemy vzorkdl se povétSinou pohybuji mezi jeden a pul
mililitru az do 45 litrt. Standartni velikost vzorku je vétSinou ale jeden az dva litry. U vétSich
ploch je také dobré odebrat vétsi kvanta vzorkl, aby se pokryla co nejvétsi plocha a zadny
organismus nam pii laboratorni analyze neunikl. Vzorkovani by rovnéz mélo byt provadéno
nékolik krat po rGznych intervalech, nejmensi pocet opakovani by méli byt alespon tfi
navstévy lokality (Shu et al. 2020). Dalsi ovliviiujicim faktorem je degradace DNA. U vody je
prokézano, ze se molekuly DNA vytraci po n€kolika dnii n€kdy az mésicii. Je také potvrzeno,
7ze degradace eDNA ve vodnim prostiedi se urychluje s jeji kyselosti, naopak ve vodach
chladngjsich a tekoucich se eDNA mize objevit az 10 km od jeho zdroje (Herder et al. 2014;
Bessey et al. 2021).

V prubéhu odebirani vzorkd se voda filtruje pfevazné za pomoci membranovych filtri ve
vakuovych nebo peristaltickych Cerpadel. Tyto findlni vzorky Vv podobé filtracnich papirkl
jsou pak okamzité zmrazeny na teplotu —20 °C az —25 °C, aby se zabranilo biologické aktivité
rozkladajici jakoukoliv DNA. Do vyfiltrovanych vzorkl se ptidavaji také chemikalie, které
jak zchlazeni zabraiiuje degradaci DNA. Pro tyto ucely se vyuzivd kvartérni amonna
sloucenina benzalkoniumchloridu (BAC), kterd v kone¢né koncentraci 0,01 % je Uc¢inna
Kudrzeni 92 % eDNA. Mezi dalsi pouzivanou chemickou latkou patii i 100% ethanol
(Goldberg et al. 2014; Takahashi et al. 2023). Vzorky se ne vzdy musi filtrovat. U menSich
mnozstvi odbért sta¢i vzorky srazit (Bessey et al. 2021). Vybér mezi srazenim a filtraci vSak

také zavisi na cilovych taxonech, protoZe riizné taxony lze izolovat efektivnéji riznymi
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zpusoby (Ruppert et al. 2015). Krom¢ samostatného odbéru vzorki se dale méfi faktory, které
ovliviiuji dané prostiedi, jako jsou naptiklad pH, teplota vody, rychlost toku a dalsi

(Yamanaka et al. 2017; Sakata et al. 2021; Davis 2023).

Vzorky sedimenti

U vodniho prostiedi stoji zminit dalezitost sedimentt, u kterych se také odebiraji vzorky za
ucelem provadéni laboratornich analyz ziskané eDNA. Toto prostiedi sedimentd je velice
dalezité z hlediska usazovani vSech moznych znecisténi i DNA organismt vyskytujicich se
v riznych podobach, at’ uz v podobé eDNA tak 1 mrtvych tél zivoc¢ichli Zijicich v danych
vodnich prostiedich (Hauer et al. 2018; Pawlowski et al. 2022). Nejvétsi roli maji sedimenty
ve studiich 0 znecisténi vodnich prostiedi. I presto jsou k tomuto ohledu vyuzivany spise
vzorky odebrané z volné vody nezli ze sedimentl, které nejen znecisSt'ujici latky obsahuyji,
dokonce je i konzervuji po dlouhou dobu, tato doba se odhaduje na néckolik tisic let

(Pawlowski et al. 2022; Sahu et al. 2023).

Nejznaméjsi metodou u odebirani vzorkt ze sediment je tiidéni skrze prosévani, za ucelem
rozdelit organismy dle velikosti. Pokud prosévani provedeme, tak tim ziskdme u
metabarcodingu vyhodu v omezeni pfili§ velké dominance velikostné vétSich druhd, které
zabranuji k lepsi detekci druhi upozadénych, zdivodu jejich velkému mnozstvi
vyprodukované DNA. Tento proces ma, ale i své chyby, kterymi jsou Casova naroCnost a
potieba dostate¢ného objemu sedimenti, proto se spiSe vyuzivd metoda vysrazeni, kterd
zabranuje kontaminaci vzorkt i degradaci eDNA a hlavné je mnohem casové vyhodnéjsi
(Brandt et al. 2021). Sedimenty se obecné odebiraji po gramech do zkumavek, které se poté
ukladaji do chladicich boxti zmrazujicich vzorky pii teploté cca —25 °C z diivodu omezeni
degradace eDNA. Takto zabezpecené vzorky se odvazeji do laboratotich, kde dale podstupuji

laboratorni analyze (Sakata et al. 2019).

3.2.2 Laboratorni analyza

Extrakce eDNA

Prvnim krokem laboratorni analyzy je extrakce eDNA. Tento krok provadime kviili uvolnéni
DNA z bun¢k a organel, které jsou pfitomny ve vzorcich eDNA. Mimo toto uvolnéni se
béhem extrakce odstraniuji PCR inhibitory ve formé huminovych kyselin nebo jinych
huminovych latek diky procesu purifikace (Xing et al. 2022; AquaBiota @2023). Za ucelem
extrakce eDNA existuji riizné typy souprav neboli kitli. Vybrani typu souprav zavisi na tom,

z které¢ho prostiedi je testovany vzorek odebran. Tradi¢ni metodou extrakce je extrakce za
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pomoci fenolu, chloroformii a izoamylalkoholu (PCI) (Renshaw et al. 2015). Tato metoda se
vyuziva pro vyluhovani DNA z kapalnych vzorkd, pfi které se oddéluji smési molekul diky
odli$nosti rozpustnosti piitomnych molekul ve dvou neslucitelnych kapalinach (Zumbo 1979).
PCI byla upravena Deinerem et al. (2015) s cilem vyuziti této metody pro vzorky eDNA. |
ptesto ze PCI byla schopna poskytnout lepsi vytéznost eDNA a nizsi obsah inhibitort, tak
jsou castéji doporucovany extrakéni soupravy. Hlavnim divodem je vyuzivani Skodlivych
latek, jako je fenol ¢i chloroform pii provadéni této metody (Xing et al. 2022). Metoda ma
mimo jiné velky potenciadl ve snizeni nakladi na vzorcich, jelikoZ u ni neni zapotiebi nizka
okolni teplota, coz znamena, ze by se vzorky mohly vyskytovat v prostiedi s pokojovou
teplotou (Renshaw et al. 2015).

Pro extrakci DNA ze vzorkl vody jsou dale vyuzivany ¢tyfti zakladni typy souprav. Jedna se o
DNeasy Tissue and Blood DNA extraction kit, QlAamp DNA Micro extraction kit, MoBio
Power Water DNA extraction kit a Quick-gDNA spin-column kit (Ress et al., 2014).
Nejcastéji vyuzivanou soupravou je DNeasy, diky nejmensim ekonomickym nakladim a
ucinnosti pro detekci DNA. Nevyhodu je pak neschopnost kroku purifikace za ucelem
odstranéni inhibitort. PowerWater naopak vykazuje jak lepsi vytéznost DNA, tak odstranéni
inhibitord, ale i tady se vyskytuje nevyhoda v podobé vysokych nakladu, které jsou az
ctyrikrat vyssi nez u soupravy DNeasy (Xing et al. 2022).

Typ soupravy Vytéznost DNA | Naklady (v dolarech za jeden | Hladina inhibitort
vzorek)

DNeasy kit vysoka 4.7 vysoka

PowerWater kit | vysoka 18.5 stfedni

Tabulka 1: Porovnani souprav pro extrakci DNA (Xing et al. 2022).
PCR amplifikace

Extrahovana DNA se poté amplifikuje za pomoci kvantitativnim PCR testti (QPCR) s druhové
specifickymi primery. Amplifikace 1ze provést i pomoci konvenéniho PCR, ale ve srovnani
SgPCR je tato moznost méné citlivd a po uspésné amplifikaci DNA ndm dodavd mensi
mnozstvi informaci (Sanches & Schreier 2020). Funguje to tak, ze k extrahované DNA
ptidame ke konci 5" nukleotidovy fragment 12-nt. Tento fragment, ktery je také znamy pod
nazvem barcode neboli ¢arovy kod, umoziuje identifikaci konkrétnich cilovych druhii. PCR
testy se zpravidla provadi ve tfech opakovani, aby se zabranilo k jakémukoliv zkresleni
vysledku (Min et al. 2023).
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Nejvyuzivangjsi typy qPCR testi jsou za pomoci SYBR green a TagMan. SYBR green
funguje jako barvivo, které pfi stietu s jakoukoliv DNA fluoreskuje. Pouziti tohoto barviva je
sice levngjsi, ale je u né& vétsi pravdépodobnost faleSnych pozitivnich vysledkd, pokud
amplifikujeme nespecifickou DNA. Naopak TagMan ma pravdépodobnost faleSnych
proc je tato moznost doporucovanéjsi nez SYBR green. Nevyhodu je vSak jeji vyssi financni

nakladnost (Coster et al. 2021).

3.2.3 Vyhodnoceni dat

K zjisténi jednoho konkrétniho druhu nam slouzi barcoding. Princip spociva v tom, ze kazdy
organismus vylucuje geneticky material neboli DNA. V této dvouSroubovici existuji urcité
¢asti, které jsou jedinec¢né pro kazdého jednotlivce, objevuji se v ni ale i1 ¢asti DNA, které jsou
spole¢né pro jeden konkrétni druh, jiné zase sdili organismy v ramci celé jedné taxonomické
skupiny. Pro provedeni barcodingu tedy vybirame pravé tu ¢ast DNA, ktera je jedine¢na pro
jeden konkrétni druh organismu (Ankola et al. 2021). Na zacatku procesu vyzkumnici pomoci
rozsahlych databazi vyberou kratkou sekvenci DNA, kterou lze zkopirovat. Sekvence by
celkové u laboratornich analyz z eDNA mély byt zaméfeny na kratké fragmenty DNA,
z divodu kratkych fragmentli eDNA, které se pohybuji kolem 150 part bazi v disledku
degradace (Herder et al. 2014). Tyto kratké sekvence se nazyvaji primery. Vysledkem neboli
zkopirovanym primerem, se tak stava barcode. Tento barcode lze pfirovnat k ¢arovému kodu,
ktery se pouziva na zbozi v obchodech. Tyto vzniklé primery se poté smichaji spolec¢né
s kapkou eDNA, enzymu a soli ve zkumavce. Tato zkumavka je po smichdni umisténa do
pfistroje, ktery vytvati ¢etné kopie DNA pro vybrany druh (AquaBiota @2023). Toto je
zndmé jako PCR (polymerazova fetézova reakce) a je zaloZen na syntéze proteind. DalSim
zpisobem analyzy vzorku pfi ziskdvani informaci o jednom konkrétnim druhu je kvantitativni
PCR, znama pod zkratkou qPRC (Herder et al. 2014). Pokud je konkrétni druh pfitomen, tak
se behem zpracovani vzorku objevi na obrazovce pocitace barevna kiivka. Pokud naopak neni

ptitomen, kiivka se neobjevi (AquaBiota @2023).

V tomto procesu je také dulezité testovat primery, jelikoz si u této metody nikdy nemtizeme
byt na 100 % jisti. Prvni testovani je testovani bioinformatické. Spociva to v porovnani
primeru se sekvencemi z databazi, u kterych jsme si jisti, ze patii danému druhu. Toto nam
pomuze k tomu, aby se Vv procesu analyzy vazaly pouze k DNA cilového druhu a nedoslo
K jeji zamén¢ s jinym druhem. Druhé testovani je velmi podobné tomu prvnimu s vyjimkou
toto, Ze k testovani konkrétniho druhu piidame i druhy jemu ptibuzné. Posledni metodou je
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testovani ve tfech mistech, kde hustota populace cilového druhu je nizka, tfech mistech, kde
jej naopak vysokd a v posledni fad¢ tiech mistech kde existence konkrétniho druhu neni

znama. Tato posledni metoda se vyuziva K ur¢eni pravdépodobnosti detekci druhu (Herder et

al. 2014).

Kcelu zjistovani vice druhti slouzi metabarcoding. Jedinym rozborem je mozné pfijit na
tisice druhti. Princip pfi pouziti metabarcodingu je stejny jako u barcodingu. Primery pro
metabarcoding jsou vytvareny tak, ze vybereme cast DNA, ktera je podobna, stejnad pro
vSechny druhy ve skupiné (Liu et al. 2019). Zbytek postupu je totozny s uréovanim jednoho
daného druhu. Pro analyzu vysledkd jsou vzorky podrobeny tzv. NGS (Next Generation
Sequencing). Pfi NGS se vzorky srovnavaji s databazi, v kterych se vyskytuji informace plno
druhd (Herder et al. 2014). Kdyz je analyza hotova, vysledkem je obrovské mnozstvi dat
obsahujici miliony riznych typth DNA. K uspofadani a zjisténi, které druhy jsou pfitomny ve
vzorku se vyuzivaji rizné promovaci metody, které oddéluji rizné kody DNA od sebe. Tento
proces je znamy jako bioinformatics. Za timto ucelem existuje plno programi, jako jsou
PhyloPythia, Mothur, Usearch, QIIME, OBITools nebo Cutadapt. Kone¢nym vysledkem je
Exelova tabulka, ktera specifikuje druh a pocet kopii DNA pro kazdy druh. Poslednim
krokem je interpretace vysledku (Xing et al. 2022; AquaBiota @2023).

3.3 Vyhody a nevyhody metody

Vyhody

Jednou z nejvétsich vyhod eDNA je jeji schopnost pretrvat v prostiedi po dobu dlouhou
nekolik hodin (u mirné tekoucich vod) az po neuvétitelnych stovek ¢i dokonce tisice let
v permafrostech. Tato persistence eDNA v prostiedi tak umoznuje ziskat informace o druhu
bez jeho ptitomnosti v realném Case odbéri (Beng & Corlett 2020). Tuto schopnost DNA
vSak ohrozuje degradace téchto latek. V piehledu literatury Barnes et al. (2014) zhodnotil
veSkeré doposud sepsané poznatky o degradaci eDNA. Po sepsani piehledu, ze kterého
vyplyva velky vyznam mikrobtli a jejich enzymt, byly provedeny experimenty zohlediujici
toto stanovisko. Experimenty odhalili klesani degradace eDNA v prostiedi se zvySujici se
koncentraci biologické spotieby kysliku (BSK), chlorofylu a ¢i pH (Rees et al. 2014).

Oproti tradiénim metodam jako jsou rizné typy odchytl, lovu anebo jen samotném vizualnim
pozorovanim druhi je metoda eDNA piedevSim neinvazivni, vi¢i druhiim organismu
citlivéjsi a védclim napomuiZze i svou ¢asovou nenaroc¢nosti (Kusanke et al. 2020). Nejcasté;ji

se provadénou metodou pro ziskani DNA informace druhti je jejich odchyt a nasledny odbér
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vzorcich pfimo z povrchu testovaného subjektu. Tato manipulace je pro organismy velice
stresujicim faktorem a pfi nespravné nakladéni s nimi miize zivocicha dokonce i usmrtit.
Tohle vSechno miizeme predejit pravé diky metodam eDNA, u které nepotfebujeme
k odbérim fyzicky konkrétni druh, ale sta¢i nam pouze misto vyskytu tohoto druhy ¢i druhi
(Beng & Corlett 2020). EDNA neni jen citliva k samotnym organismum, je ale i citliva a
zaroven ekologickd pro samotné prostiedi. Napiiklad u studiich provadénych na motskych
druzich se jako tradicni metody vyuzival lov organismi za pomoci pasti, chytacli nebo
vle¢nych siti, které méli negativni dopad na moiské dno, které se témito metodami nic¢ilo. U
eDNA, ale zadné sité ¢i pasti nepotiebujeme, sta¢i ndm pouze sterilizovand nadoba a filtry

(Kopp et al. 2023).

Jednim z velkych problémi, ktery eDNA fesi je ¢im dal tim vétsi ztrata biodiverzity. Druhy
stale mizi a jejich zdstupci je ¢im dal tim méné. Proto je mnohdy velmi sloZzité skrze tradicni
metody tyto druhy monitorovat a nalezeni druhti mtze trvat n€kolik hodin, dni az tydnt.
Diky wvyuziti vzorkovani prostiedi a ziskdni informaci o vyskytu druhu skrze jejich
zanechanou DNA je tedy o mnoho ¢asové i psychicky méné pro védce naro¢né nezli tradi¢ni
metoda pozorovani (Ruppert et al. 2019). Piistupy eDNA jsou mnohdy i finanéné dostupng&jsi
a lépe proveditelné oproti konvenénim metodam (Harper et al. 2018). Na Zemi Zzije plno
organismd, které je velmi tézké az skoro nemozné taxonomicky zaradit, proto u konvencnich
metod studie je u n€kterych druhi velmi tézké jejich zatazeni a abychom je spravné zaradili je
zapotiebi jejich odchyt a detailn€j$i prozkoumaéni a testovani, co uz vime muize mit velice
drastické nésledky pro tyto druhy. V tomto ohledu mé navrch tedy eDNA, kterd to dokédze o
dost pfesnéji a bez jakéhokoliv omezovani zkoumaného Zivo¢icha (Thomsen et al. 2015; Beng
& Corlett. 2020).

Nevyhody

Metody eDNA bohuZel nemaji jenom pozitivni, ale 1 negativni strdnku. Nékdy dokonce 1
jejich vyhody mohou byt zaroven i jejich nevyhodami, ptikladem ndm muze byt pravé jejich
persistence v prostiedi. Jak uz bylo fe¢eno, eDNA mize v prostiedi pretrvat az n€kolik let,
coz ma jako negativni dopad to, ze vzorky eDNA nemusi byt zrovna aktualni a zivocich se
V tomto prostiedi momentalné nemusi vilbec vyskytovat, coz pouze s vyuzitim této metody
nemuzeme veédét, ani si to potvrdit (Harper et al. 2018). Nesmime ani zapomenout na
degradaci DNA ve vzorcich z prostiedi, kterou sice zmrazenim ¢i ptidani chemikaliich

muzeme zmirnit, ale nemiZeme ji nikdy stoprocentné¢ zamezit. Proto s eDNA musime
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pracovat rychle a pfi manipulaci dodrzovat dané postupy k zabranéni ztraty DNA informaci

druhti vyskytujicich se ve vzorcich (Holman et al. 2021).

U pozitiv metod eDNA byla zminéna jeji moznost lepsi identifikace taxonomickych tfid, coz
je oproti tradicnich metod lepsi k ziskani informaci o vyskytu organismu v daném prosttedi.
Toto je ale bohuzel jedind informace, co nam eDNA mulze dodat a mezery v této
informativnosti miizeme najit naptiklad v ziskavani informaci o velikosti populaci druhii ¢i
vekoveé struktury dané populace. U téchto studii ma tedy metoda tradicni oproti metodé eDNA
navrch (Ruppert et al. 2019). Jelikoz se jedna o pomémé mladou a stile se rozvijejici se
metodu, tak v ni je plno mezer. Az moc otazek a malo odpovédi, na které se jeste stale hledaji
odpovédi (napt. otazka kontaminace, vzorky eDNA jsou ji totiz vystaveny a nevi se, jak ji co
nejefektivnéji zabranit). Metoda tedy neni stoprocentni a méla by se tedy kombinovat

s metodami tradi¢nimi, za G¢elem co nejptesnéjsich vysledki studii (Takahashi et al. 2023).

3.4 Patogeny obojZivelniki

Ranaviry

Ranaviry jsou nové€ vznikajici skupinou patogenti, které jsou schopné infikovat vSechny
zastupce studenokrevnych zivocéicht od ryb ptes obojzivelniky az po zastupce plazt. Jsou
jednou z péti skupin rodu Iridoviridae a jako jedind v tomto rodu zpusobuje vyznamné
onemocnéni i U voln¢ Zijicich plazi. Mezinarodni vybor pro taxonomii virlh uznava
Vv soucasnosti osm druht z rodu Ranavirus (Wirth et al. 2018). Tyto druhy virt patii mezi viry
z dvou fetézcovou DNA, které se nachazi v krevnim fecisti hostitele, kterému zplsobuji
systétmové infekce. Nejveétsi umrtnost U obojzivelnikil zplisobend ranaviry, které ¢ini 90 %,

nastava pii metamorfoze (Vilaca et al. 2020).

Poprvé byly objeveny vroce 1965, kdy Allan Granoff izoloval ranavirusy u skokant
levhartich Lithobates pipiens (Gray et al. 2015; Wirth et al. 2018). Ptivodné byly studovany
pro svou zajimavou molekularni biologii, ale poté, co byly ranaviry spojeny s mnoha imrtimi
u ekologicky 1 ekonomicky duleZitych druhl ryb, obojZivelnikli a pozdéji plazil, je zacali
zkoumat a studovat jako patogeny. Tento skok probéhl koncem 80.let minulého stoleti I kdyz
jsou ranaviry schopny infikovat velké mnozstvi taxonomickych skupin ektotermnich
obratlovcu, drtiva vétSina vyzkumu byla a je provadéna na obojzivelnicich (Lesbarreéres et al.
2012; Wirth et al. 2018). S ranavirusem se muzeme setkat na 6 kontinentech, vyjimkou je
Arktida a Antarktida, kde tyto patogeny nebyli identifikovani. Do dneska neni Gplné jasné,

jakym zpisobem se tento virus rozsifil po zcela celém svéte (Gray et al. 2015).
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Mezi typické ptiznaky ranaviru, které mizeme sledovat na hostiteli patii kozni erytém
(zarudnuti), o¢ni exoftalmus (vypouklé o¢i), Sedy zakal, retikalni krvaceni (krvaceni do tkané
sitnice, zpuisobené poskozenim stén ocnich cév), nekréza koncetin (0tok a zanik bunék
v koncetinach) a krvaceni, které mizeme pievazné pozorovat z ust (Lang et al. 2018). U
histopatologického vysSetieni dale sledujeme degeneraci a nekrozu v jatrech, ledvinach,

slezing a slinivce bfisni (Yu et al. 2020).

Za ucelem detekovani a potvrzeni piitomnosti ranaviri ze vzorku hostitele existuje mnoho
metod. Mezi tyto metody patii napiiklad elektronova mikroskopie provadéna za pomoci
elektronového mikroskopu, ktery na rozdil od svételného mikroskopu pouziva elektrony
misto fotonu a elektromagnetické ¢ocky. Dalsi metodou miize byt enzymaticka imunoanalyza
(ELISA), imunohistochemie (IHC), nebo amplifikace DNA pomoci polymerazové fetézcové
reakce (PCR). Vybér diagnostické techniky zavisi na odbornosti vykonného pracovnika

Vv laboratofi, pozadovanych datech a typu studie (Holopainen 2012; Wirth et al. 2018).

Do dneska neexistuje stoprocentni 1é¢ba proti ranaviru. O nalezeni efektivni 1écby bylo
zvazovano a posléze testovdno mnoho druhil antivirotik. Bohuzel existuje pouze malé
mnozstvi ptikladd, u kterych tyto antivirotika méli pfi 1é€bé nakazenych jedincii uspéch.
Jednim ze zkousSenych antivirotik byl aciklovir, ktery byl jednim znejvice rozsahle
studovanych piipravktl u plazi. U par védeckych pokusi byl potvrzen ucinek v podobé
¢astecné inhibice ranaviru. Tento vysledek se, ale postupem casu neopakoval a aciklovir se
vyfadil ze seznamu moznych zptsobt 1é¢by onemocnéni ranaviru (Miller et al. 2015; Wirth et
al. 2018). Dale se mluvi 0 1é¢bé pomoci zvySovani teploty prostfedi, ktera obecné podstatné
ovlivituje imunitni systém. Proto i1 tato metoda 1é€by byla navrzena a testovana. Vysledkem
byla ztrita medianu doby preZiti nakazenych subjektd, ktefi byli touto metodou léceni.
Piesnéji mluvime o teplotach mezi 22 °C a 27°C. Védci se, ale 1 tak domnivaji, Ze existuje
optimalni teplota, ktera by napomohla k 1é¢bé nakazenych organismii ranavirem. K urceni

této teploty je ale zapotiebi dalsich a rozsahlejsich vyzkumu (Wirth et al. 2018).

Chytridiomykoza

V poslednich letech jednim znejznaméjSich a nejvice feSenym onemocnénim tiidy
obojzivelniki  Amphibia je chytridiomykoza. Toto smrtelné onemocnéni zptsobuji dva
patogeny rodu Batrachochytrium. Batrachochytrium dendrobatidis, ktery zapficil celosvétové
vymirani volné Zijicich populaci Amphibia. Tento patogen je schopen infikovat riizné druhy
organismi fadt zab Anura, ¢ervort Gymnophiona a ocasatych Caudata (Mutschmann 2015).

Druhym druhem patogenu je Batrachochytrium salamandrivorans, ktery ndm svym nazvem
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napovida, ze se jednd o patogen napadajici jedince fadu ocasatych Caudata, prevazné tedy
mloky. Existuji i pfipady, kdy byli nalezeny a posléze i potvrzeny pfiznaky tohoto

konkrétniho patogenu u zastupcu zab (Towe et al. 2021).

Batrachochytrium dendrobatidis

Prvnim patogenem je vodni houba, ktera nese nazev Batrachochytrium dendrobatidis (Bd).
Od objeveni tohoto patogenu obojzivelnikd se jeho vyskyt zacal potvrzovat a rozSifovala
v pribéhu 20. stoleti po celém svéte (Brem 2020). Jeho plsobeni zptsobilo nejen drasticky
pokles nejméné 501 druhii obojzivelnikli, dokonce stoji 1 za vymfenim 90 druht této tiidy.
Zije a vyviji se pomoci dvoufizového Zivotniho cyklu. Prvni faize ma formu pohyblivych
zoospor, prave tyto zoospory si hledaji své hostitele u obojzivelnikd, na kterych nastava druha
zivotni faze zoosporangii, kterd se dale rozSifuji a rostou na svém hostiteli. Po usmrceni
hostitele tyto zoosporangia vypousti do prostiedi dal$i generaci zoospor, které se ve
zoosporangii vyvinula (Yap et al. 2017; Sewell et al. 2021). K tomu, aby se stal Bd infek¢nim,
zavisi na plno dalSich jak biotickych, tak abiotickych faktorech ovlivijici interakce mezi
patogenem a jeho hostitelem. Proto ne kazdy napadeny podléha nemoci chytridiomykoéza.

Misto toho se stava pfenase¢em této smrtelné infekce (Sewell et al. 2021).

K jednomu z nejvétsich ubytkd populaci obojzivelniki doslo uz koncem 70.let 20.stoleti.
Toto vymirani bylo pozorovéano v horskych oblastech Australie a Sttedni Ameriky. Pozornost
si ale tento ukaz ziskal aZ o celych 10 let pozd¢&ji. Védcei zpocatku nevédéli, co toto vymirani
zpisobuje. Byli testovany fady hypotéz, jako napiiklad hypotéza o znecistujicich latkach
Vv prosttedi, byla tu i1 pravdépodobnost zvySeni UV zafeni, nebo taky moznost zvySeni volné
se vyskytujicich predatort (Alford & Richards 1999; Stuart et al. 2004). K detekci infekce,
ktera byla pojmenovana chytridiomykoza doslo vroce 1993, poté co byli povolani
epidemiologové k prozkoumani tohoto tkazu. Zaroven s detekci infekce, probihalo i
zjistovani patogenu. Pokusy spocivali v zamérném infikovani zab infikovanymi ¢astmi ktize
uz difive nakazenych jedincti (Laurance et al. 1996; Berger et al. 1998). Toto bylo
praktikovano u dospé€lych jedinct zab, jelikoz se tato nemoc prokazala byt smrtelna pouze u
jedincli po metamorféze. V roce 1997 byla potvrzena timrti tfidy obojzivelnikii, zpisobena
pravé infekci chytridiomykozy, v Panamé. V tento moment se zacalo diskutovat o
onemocnéni v celosvétovém meétitku. Prvni nalezeny patogen Bd se postupné rozsifoval dale

po celé Jizni i Severni Americe. (Berger et al. 2016).

U dospélych jedinct jsou viditelné piiznaky velmi nestalé a ¢asto i nespecifické. Mezi nékolik

viditelnych ptiznaki, které se mohou, ale i nemusi objevit patii anorexie nebo letargie. Méni
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se i chovani organismil. Mizeme u nich pozorovat neobvykle dlouho dobu stravenou ve vode,
zachvaty, kiece, uplnou nebo ¢aste¢nou ztratu vzptimovaciho reflexu ¢i jakékoliv abnormalni
drzeni téla, u vétSiny ptipadl jde o neobvykle natazené zadni koncetiny. Velmi ziidka lze u
nakazenych jedincii vypozorovat zména pigmentu klze, jeji zdrsnéni, nadmérmné sloupavani
ktze, kterda se pak hromadi po celém téle jedince, nebo i nepfirozené rohovaténi pokozky

(Mutschmann 2015).

Jsou mozné dvé strategie 1écby infikovanych obojzivelnika: vyléceni, které vyzaduje
eliminaci Bd v epidermisu a paliativni péce, ktera zahrnuje korekci patofyziologickych
abnormalit. VétSina usili byla vynalozena na technice ciSténi kize. Jsou vyuzivany dva
pristupy (Voyles et al. 2009). Prvnim pfistupem je navySovani teploty infikovanych
obojzivelnikd na teploty, kterd patogeny chytridiomykdzy zabiji, ta nese hodnotu 37 °C u
tropickych druhli a u druhid mirného pasma to je pak 32 °C. Nejnizsi teplota, kterd byla
pouzita k vyléceni infikovanych druhti byla 24 °C, tahle teplota ma bohuzel jen 50%
uspésnost, proto se pouziva pouze u jedinct vice odolnym vicéi tomuto onemocnéni, nebo
S kombinaci 1éki. Druhym pfistupem je vystavovani infikovanych zivocichl ,.antifungal®
I¢kiim. Na patofyziologické abnormality se pak vyuzivaji koupele. Nejjistéj$i formou je
koupel sizotonickym nebo hypotonickym roztokem elektrolytt. Zakladnimi postupy pii
nalezeni infikovaného jedince je jeho izolace od ostatnich, dodrzovat stanovené hygienické
postupy (napf. Castd vyména rukavic a ndstroji pouzivané pii 1écb€), pracovat a uchovavat
jedince v dezinfikovaném prostiedi a aplikovat vySe zminované typy lécby (Berger et al.
2010).

Batrachochytrium salamandrivorans

Druhym patogenem houbového onemocnéni chytridiomakéza je Batrachochytrium
salamandrivorans, znamy také pod zkratkou Bsal. Tento patogen je piedev$im spojovan
s vymiranim populaci mloka skvrnitého (Towe et al. 2021). Piedpokladanou zemi ptvodu
tohoto patogenu je vychodni Asie. Oficidlné byl vSak poprvé identifikovan az po jeho
rozsifeni do Evropy v roce 2013. Tato identifikace prob¢&hla v Belgii a Nizozemsku. Divodem
tohoto rozsifeni mimo Asii je S velkou pravdépodobnosti obchod s obojzivelniky chovanymi
v zajeti (Kelly et al. 2021). Po tomto objevu vznikla dokonce i teorie, ze tito jedinci chované
V zajeti mohou za rozsifeni Bsal prav€ mezi ZivocCichy Zijici ve volné ptirodé. Diky muzejnim
zaznamum se ale zjistilo, Ze se tato smrtelna nemoc zptsobena Bsal objevila jiz v roce 2004

v Némecku (Monzon et al. 2022). Dale byl jeho vyskyt potvrzen mimo jiné i v n€kolika

dalsich asijskych zemich a existuji dikazy, Ze v Evrop¢ stale rozsifuje sviij aredl vyskytu.
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Posledni zaznamenané néalezy byli nalezeny v nékolika regionech Spanélska (Gonzdlez et al.
2020). Celkem bylo zaznamenano 67 druhi z riznych celedi obojzivelniki testovanych
pozitivné na piitomnost Bsal. Z toho u 29 druht byli zaznamenany umrti souvisejici s timto
patogenem. VSechny druhy, u kterych byla potvrzena umrti, byly z fadu ocasati, z Celedi
mlokovitych Salamandridae a mloc¢ikoviti Plethodontidae. PIno z téchto postizenych druhti se
nachazi v Cerveném seznamu pod statusem ohroZeni, u osmi druhil v tomto seznamu, diky

fadéni patogenu Bsal, hrozi jejich vyhynuti (Monzon et al. 2022).

wrv e

mezihostitele ¢i pasivné prostfednictvim média, kterym mize byt naptiklad voda. Pro to
abychom zamezili dalSimu $ifeni patogenu existuje nékolik postupti. Jendou z nejhlavngjsich
je zékaz ¢i omezeni mezindrodniho obchodu s mloky, déale pak izolace nakaZenych jedincii
nebo aktivni vyzkum lé¢by na jedincich uz infikovanych (More et al. 2018). Bsal ma stejné
jako Bd dvoufazovy zivotni cyklus. Prvni faze probihd ve vodnim prostiedi prostfednictvim
pohyblivych samostatnych zoospor. Po samostatné infekci jedince touto zoosporou, kterad
vnikd do koznich bunék jedince, nastdva druha Zivotni faze patogenu, ve které se ze zoospor
vytvaii zoosporie, v nichZz se vyviji dals$i generace novych zoospor. Zralé zoospory se poté
vypousti znovu do vodniho prostiedi a cely cyklus se opakuje (Yap et al. 2017). U Bsal
muzeme pozorovat i druhy typ zoospor, které jsou specifické svou schopnosti plavani na
vodni hlading. Diky této vlastnosti je schopen infikovat pravé zastupce mlokil ¢i rozSifovat
svilj vyskyt skrze médium vodnich ptaki, kde jsou schopni pfilnout na jejich koncetiny

(Stegen et al. 2017).

U infikovanych druhii muZeme stejné jako u Bd pozorovat nadmérné svlékani kuze ¢i
zarudlou barvu pokozky, toto u Bsal zpusobuje oproti Bd vznik hlubokych koznich viedd,
které jsou ter¢em pro jiné kolonizujici mikroorganismy (Sabino-Pinto et al. 2018). Na takto
infikované jedince neexistuje Zadna 1écba. Pii oSetfovani se ale osvédcila 1é€ba pomoci tepla,
které je schopna pfi vystaveni nakaZeného jedince na teplotu 25 az 17 °C po dobu 10 dni nebo
pii teploté 25 °C na 14 dni, doCasné vylécit vyskyt hlubokych viedd. Bohuzel i pfes to neni
mozné se touto metodou infekce zbavit a viedy se opét po nekolika tydnti vraci (Schulz et al.
2020). K 1écbé byli také pouzivany antimykotické 1éky, které ale byli povazovany za
neucinné, dokonce nékterym jedincim vice uSkodili, nez pomohli. Léky se, ale 1 tak na
infikovanych jedincich stale testuji, dokonce v jedné studii bylo potvrzeno vyléCeni za pomoci
antimykotik nesouci ndzev itrakonazol, ktery se uz diive vyuzival v léceni obojzivelnikl

(Plewnia et al. 2023).
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3.5 Priklady vyuziti eDNA
3.5.1 Priklady vyuziti eDNA

Skrze analyzu eDNA lze sledovat slozeni druhil ve spolecenstev, vyvoj biodiverzity, vyskyt
ohrozenych, vzacnych ¢i kryptickych druhli. VSechno, co si vezmeme ze studiich téchto
oddilit ndm hlavné napomaha ke zlepsSeni porozuméni riznych procesii na ekosystémovych
urovnich (Cristescu & Hebert 2018). Metoda prosla testovanim na ziskavani informaci a
lep$imu chapani naptiklad trofickych interakci a potravnich preferenci druhti ze vzorkt trusu,
anebo Kk pozorovani vitality a dynamiky ekosystémi. EDNA ma také velky potencial
posunout vpted ochranarskou védu i praxi, a ne jenom jednim smérem, ale hned nékolika
(Beng & Corlett 2020). Jednim z hlavnich smérd posunu je schopnost detekovat vice
taxonomickych tfid na vétsi plose a pii tom nezasahovat ptimymi vlivy do Zivotli organismu
mnohdy chranénych ¢i citlivych a v piirodé velmi zranitelnych druhti, coz ma velky vyznam

v chranénych krajinnych oblastech (Pascher et al. 2022).

NejcastéjSim vyuzitim eDNA je pozorovani biodiverzity, kterou Ilze krasné¢ vyuzit
K monitoringu této rozmanitosti mezi chranénymi tzemimi navzajem, co se ochranaiské védy
tyce. Pozorovat ji lze skrze vSechny typy vzorku, dle toho, v jakém prostfedi biodiverzitu
zkoumame. Nejcastéji se ale pro tento ucel vyuzivaji vzorky pudy, které jsou jedinecné jak
svou ruznorodosti a pestrosti, pro kazdy habitat, tak i jedinecnosti bodového vzorkovani,
spoCivajici v neustalém pfibyvanim i vymiranim druht (Froslev et al. 2022; Pascher et al.
2022). Pii managementu biodiverzity je zapotiebi monitorovat jeji oblasti, jako je ziskat
vyskyt a popsat ohroZzené druhy, vyhodnocovéani ohrozeni samotné biodiverzity a s tim
spojené branéni potencialnimu ohrozeni spoleCenstev pted invaznimi druhy (Cristescu &
Herbert 2018). Dobry piikladem ochrany druhi pomoci eDNA je ochrana vétSiny vodnich
organismd, diky sledovani a obzvlasté pak urceni velikosti izemi vyuzivané t€mito druhu ke
treni. Studie o rozmnozovani téchto zivocichii se diive provadélo skrze ziskédvani vzorka
jiker, larev ¢i sbérem dospélcii v Case tfeni, coz miize mit pro organismy mnohdy fatalni

nasledky (Tsukamoto et al. 2011; Maruyama et al. 2018; Antrognazza et al. 2019).

Vzorky ptdu ¢i sedimenti jsou rovnéz dobry zdrojem pro ziskavani informaci o pestrosti hub,
rostlin, savci nebo 1 nckolik plidnich bezobratlych. U jednoho z prlizkumii mifenych na
spolecenstva v odlisnych biomech, ktery uskutec¢nili Yoccoz et al. (2012), se zjistilo, Ze
vzorky eDNA zachytili jak pfitomné kvétenstvi biomd, ale i druhy rostlin, které byli na tzemi

péstovany pied 40 az 50 lety. Toto zjiSténi je na jednu stranu uzasné z pohledu historie a s ni
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spojenou evoluci, pro studie pfitomné rozmanitosti jak rostlin, tak i zivocichd je v§ak mirné
komplikujicim faktorem, ktery si zada prezkoumani pomoci metod tradi¢nich (Cristescu &
Hebert 2018). Analyza eDNA z pudnich vzorkii ma potencial i v odvétvi zemédélstvi a
zahradnictvi, kde je dtlezitost kladena na kvalitu pudy a vyzivu rostlin, tyto faktory jsou vSak
potlacovana natlaku riznych chorob a zaroven zavisi na vyskytu prospéSnych organismu
v pudé. Proto je pro tyto odvétvi zapotiebi pravidelny monitoring a detekce téchto druht
organismu, popfipadé nam analyza jakéhokoliv uzemi za pomoci metod eDNA muze
napomoct Kk vybéru nejidealnéjs$iho prostiedi pro péstovani plodin (Kestel et al. 2022). U
sedimentt je velkou vyhodou jejich schopnost konzervovat eDNA po nékolik desitek, stovek,
dokonce tisice let, coz samo nabizi jejich vyuziti ve studiich o historickych zménach prostredi
nebo naptiklad jaké bylo slozeni spoleCenstev organisml diive s porovnanim s pfitomnou
skladbou. Dopliovani tradi¢nich metod metodu eDNA nam dava moznost pochopit vice do
hloubky veskeré evolu¢ni pochody jak pro vodni ekosystémy, tak pro organismy samotné
(Ellegaard et al. 2020). Sedimenty nam také mohou pfinést informace o znecisténi vodniho
prostfedi, diky usazovani Skodlivych latek na dné vodnich utvarti. Nejvétsi ndnosy téchto
latek se nachdzi zejména v pfechodovych ekosystémech, jako jsou usti fek ¢i pobiezni laguny.
Kvalitu cistot jak vody, tak i sedimentd se urCuje pomoci pritomnosti biologickych indikatoru,

u kterych lze jejich ptitomnost taktéz urcit za pomoci analyza eDNA (Pawlowski et al. 2022).

I velmi mladé a moc neprobadané prostfedi pro odbér a analyzu eDNA jako je vzduch, je
dobry prostfedkem pro identifikaci plna druh obzvlasté savcl. VétSinou je tato metoda
zahrady (Clare et al. 2021; Lynggaard et al. 2022). Nyni se vice vyzkum ubira spise smérem
detekce hmyzu, rostlin, hub, obojzivelnikli ¢i dalSich obratlovcii ve volné piirodé€. Pii téchto
vyzkumech se zjistilo nejen Ze je mozné ziskat informace o druzich z odbérti vzduchu ve
volné ptirodé, ale i nejidealnéjsi postup odbéri pifi zkoumani konkrétnich skupin druht.
Odbér pomoci aktivniho sbéru vzorkli se prokazal byt G€innéjsi pro zastupce tfid hmyzu,
ptakt, obojzivelnikii a savci, naopak u sbéru pasivnim lze ziskat eDNA z hub, rostlin,
bezobratlych a riznych druhi obratlovci (Garrett et al. 2022). Ve svych studiich Johnson et
al. (2023) zjistili kolisani detekce ptakd a savcd v Case, coz piinasi potencial analyz eDNA

k monitorovani aktivity téchto druhd.

3.5.2 Vyuziti pro detekci patogent

Védci v dnesni dobé vyuzivaji eDNA predevSim k detekci ohrozenych druhii zvirat a
invaznich druhli organismt. Schopnost zjistit, zda je organismus pfitomen bez toho, aniz
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bychom ho vidé€li, je neuvéfitelnym skokem vpied, ktery snizuje Cas, zdroje a lidské usili
potiebné k monitorovani a ochrané zranitelnych druhd. K tomu abychom vSak ochrénili
ohrozené druhy nam nestaéi je pouze pozorovat, je také za potiebi sledovat patogeny a jejich
zivotni cykly, které ohrozuji jejich preziti. EDNA je schopna monitorovat parazity, plisn¢ a
viry, které mohou zplsobit onemocnéni ve volné ptirodé (Farrell et al. 2021; Bass et al.
2023). Detekce patogeni ma vsak i sva uskali. Jelikoz se jedna o velmi malé organismy, tak je
velka pravdépodobnost, i kdyz biomasa téchto organisml je obrovska, ze bude jejich
koncentrace ve vzorcich eDNA velmi nizkd a tézko dohledatelna, tudiz bude jejich urceni
velmi obtizné (Bass et al. 2023). Dalsi ze zadrheld pii detekci patogentt muze byt riziko
falesné pozitivni vysledky jeho vyskytu, zptisobené diky nezivotaschopnych ¢i dosud
neznamych jedinct, které jsou cilovému druhu pouze piibuzensky blizké (Trujillo-Gonzdlez
et al. 2020). Jejich rozmanitost prostfedi, ve kterém miZzeme detekovat patogeny skrze
eDNA, je velmi pestra, da se dokonce fici, ze jsou Uplné vSude, proto uréeni izemi pro odbéer
vzorkil zavisi na habitatu cilového druhu patogenu a vyskytu jeho hostitele ¢i mezihostitele.
Bylo zjisténo, Ze detekce lze provést naptiiklad u vcel pfes analyzu medu. Dal$im velmi
dobrym nosicem eDNA parazitii trdviciho traktu jsou vykaly pochézejici z hostitele c¢i
mezihostitele (Bass et al. 2023). Pfes analyzu eDNA vykalu, lze zjistit i kdo je pfenasecem
riznych patogent. Jednim z takovych pfenaseci, objevenych pravé diky této metodé, jsou

migrujici druhy ptakda, ktefi pfenasi patogeny uhoit (Menning et al. 2020).

O ochran¢é zdravi se mluvi pfevazné u témat potravinafstvi, vodnich systémil, zivotniho
prostfedi, z globalnich problémi lidstva pak u klimatickych zmén a v neposledni fadé u
infekénich onemocnéni, které jsou mnohdy spojeny s piedeSlymi oblastmi, obzvlasté pak
Vv oblasti vodniho prostiedi. Zrovna vodni prostiedi je hlavnim pfenaseCem riznych
patogennich virti ¢i bakterii a zarovenl poskytuje utocisté¢ pro piezivani riznym druhim
organismu, ktefi jsou pro patogeny dilezité svoji schopnosti mezihostitelstvi nebo
napomahanim patogentim k jejich rozsifeni prostfednictvim pienaseni (Amarasiri et al. 2021).
Dal§im prostfedim c¢asto vyuzivanym pro detekci patogent je vzduch. Toto prostiedi je
velkym nosi¢em hlavné riiznych alergend, ale i patogent. Je dokonce i dokazano, zZe
Vv prostiedi vzduchu jsou schopny stopy eDNA téchto organismi setrvavat pomérné po delsi
dobu nezli eDNA obratlovct (Garrett et al. 2022). Studie provadéné pomoci vzorklu z
prostiedi vzduchu k identifikaci patogenti nebo alergent jsou do dneska soustfedény pouze na
zdravi lidské a s tim i souvisejici zdravi potravin konzumovatelnymi lidmi (Clare et al. 2021).

Velmi dilezitym prostiedim pro detekci patogent je také piida, jelikoz se jednd o
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environment, diky kterému ziskavame potraviny nebo krmivo pro hospodarska zvifata, ale i ta
voln¢ zijici. Diky analyz eDNA na vzorcich ptidy, mizeme detekovat jejich zdravotni stav,
coZ nam napomtze k vybéru vhodného managementu tizemi. Pokud tedy identifikujeme vétsi
mnozstvi patogenil, mizeme na ukor toho zménit vyber a mnozstvi pouziti pesticidi, ¢i jinych
latek likvidujicich tyto organismy a tim zabranit infekci produktii, které by mohli mit neblahé

nasledky na organismy vcetné lidi (Kestel et al. 2022).

V roce 2020 byli techniky eDNA vyuzity vyzkumniky i v oblasti lidského zdravi ke sledovani
pandemie COVID-19 (eRNA) (Farrell et al. 2021). COVID-19 je pojmenovani pro infekci
SARS-Cov-2, ktery okolo roku 2019 pieslo do statusu pandemie se zemi pavodd v Cing.
Tento virus zptisobuje u mnoha piipadii oboustranny zapal plic doprovazeny tézkou dusnosti,
kterd u méné imunnich lidi mize vést k amrti (Platto et al. 2021; Barturen et al. 2022). Pii
testovani na pfitomnost COVID-19 za pomoci metod eDNA bylo jako prostiedi k ziskani
vzorkll pouzita odebrana krev (Barturen et al. 2022). Toto je ukazkovy priklad toho, ze lze

vyzkum zjedné oblasti (ochrana volné zijicich organisml) pfizptisobit jiné oblasti

(zmirnovani a lé¢eni lidskych chorob) (Farrell et al. 2021).

3.5.3 Vyuziti eDNA ve vodnim prostredi

Studie provadéné pomoci metod eDNA se vétSinou aplikuji na vodni prostiedi. Tato
skutecnost je podminéna skupenstvim, kdy ve vodach se eDNA vyskytuje v podobé roztoku,
oproti tomu ve vzorcich pidy ¢i vzduchu jsou jeji molekuly vazany na Castice. Skupenstvi,
Vv jakém je poté dovezena do laboratofich, je velmi zasadni u procesu extrakce DNA, kde
vyluhovani DNA u vzorcich zroztokii probihd o mnoho jednoduseji nezli u pevnych
skupenstvi pidy a vzduchovych ¢astic. Prvni studie ve vodnim prostedi byly provedeny za
ucelem detekce zastupcti druht obojzivelnikd, ryb, savcl a bezobratlych (Cristescu & Hebert
2018). Prvni vyuziti metod eDNA v marinnim prostfedi prob&hlo vroce 2012 s cilem
sledovani biodiverzity motskych organismil a jejich monitorovani (Diaz-Ferguson & Moyer

2014).

Prostiedi vody k detekci obojzivelnikli bylo poprvé provedeno francouzskymi védci v roce
2008, za ucelem detekce skokana volskyho (Rana catasbeiana) z tizemi, ve kterém byl jeho
vyskyt uz diive potvrzen (Ficetola et al. 2008). V roce 2011 probéhla prvni studie mifena na
ohrozené druhy obojzivelnikt, ve které §lo o zkoumani vlivii ro¢nich obdobi na detekci
eDNA téchto obojzivelnikd. U roku 2011 a obojzivelnicich jeSté ziistaneme diky prvnimu

provedenému vyzkumu, kterym cilem bylo zjistit odolnost eDNA téchto druhii ve
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sladkovodnim prostiedim. Cely vyzkum spocival v odebrani pulcii skokana volskyho
z prostiedi a kazdodenniho vzorkovani tohoto prostfedi. DNA pulcti bylo rozpoznatelné do
25. dne od odstranéni pulci s procentem detekovatelnosti vyssi jak 5 % (Goldberg et al.
2011; Dejean et al. 2011). Ve vyzkumu vedeném Hall et al. (2015), byla potvrzena moznost
detekovat patogeny obojzivelniki jako jsou ranaviry. Tato studie nam ftika, ze eDNA je
jednou z metod, kterou je mozné pouzit pfi odhaleni blizicich se epidemii ve svété

obojzivelnikt (Hall et al. 2015).

Metoda se nejcastéji pouziva pii detekci patogenti Batrachochytrium, které maji na svédomi
celosvétové vymirani populaci obojzivelnik. Do dnesniho dne jsou i ptes moznost aplikovani
eDNA spise vyuzivany metody tradi¢ni, které spocivaji v odchytu jedince, provedeni stéru
z jeho pokozky a podrobeni laboratorni analyzy z nich, pfi které se pouzivaji kvantitativni
PCR testy (Brannelly et al. 2020). Prvni detekce probéhli na vyzkumech patogenu Bd v roce
2007. Walker et al. 2007 byli schopni tento patogen detekovat v 50 ml vzorcich vody. Pro
studii provedenou Chestnut et al. 2014 byla pouzita eDNA k nalezeni Bd ve 47 % lokalit
s modelové predpokladanych 61 %. Pro druhy z patogent Bsal byly metody eDNA poprvé
vyuzity v roce 2018. Vyzkum probéhl za ucelem ovéfeni ucinnosti této metody za podminek
izolovaného rybniku (Spritzen-van der Sluijs et al. 2020). Metoda eDNA ma plno vyhod,
jednou z nich je persistence DNA Batrachochytrium, ktera pietrvava v prostiedi po delsi
dobu. U Bd je to sedm tydnt v sedimentech a jeden tyden ve vodnim prostiedi, u Bsal je tato
doba jeste delsi, a to jeden mésic ve vodnim prostiedi a sedm mésici v sedimentech. Analyzy
eDNA k detekci patogenti vSak nejsou uplné stoprocentni, a proto se do dnesSka kombinuji
s metodami tradicnimi. Funguje to tak, Ze nejdiive provedeme metodu ziskavani informaci
skrze eDNA, kterd nam prozradi, jestli jsou v daném prostiedi vyskytu obojZivelniki
pfitomny tyto patogeny, pokud ano, tak je dobré provést odchyt z této lokality a pomoci stéri
zjistit, jak moc tato skutecnost ovlivnila danou populaci, jestli viibec ovlivnila a v jaké mife

(Brannelly 2020).
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4, Zavéry

Enviromentdlni DNA (eDNA) funguje na principu zanechani genetické informace (DNA)
organismy V prostfedi, jako je voda, pida, vzduch ¢i svodou souvisejici sedimenty. DNA
organismy do prostiedi produkuji prostfednictvim rtiznych vyluCovacich sekreti, jako jsou
vykaly, produkty slizovych zlaz, rozkladem mrtvych tél a dalsich. Metoda je mlada a pii tom
jednou z nejrychleji se rozvijejici. Poprvé byly navrzena v roce 1986, ale své popularity

dosahla az o n€kolik let pozdéji kolem roku 2000.

Prvnim krokem metody eDNA je sbér vzorka z daného prostiedi. Pred sbérem z jakéhokoliv
prostfedi je v prvni fad¢ potieba sterilizovat veskeré pomicky potifebné k odbéru samotného
vzorku. Vzorky pudy jsou odebirany z predem uréené hloubky do sackd, které jsou poté
pievezeny do laboratofich, kde jsou uchovavany ve vakuu a dale pak homogenizovany a tim
ptipraveny k laboratorni analyze. Ze vzduchu odbér probiha za pomoci cerpadel s filtry
(pasivni odbér) nebo ponechanim prachovych lapaci V prostiedi (pasivni odbér). Vzorky
vody se bud’ odebiraji do nadob a po pievozu podstupuji filtraci nebo se filtruji ihned pii
samotnych odbérech. Vodu lze pii mensich vzorcich i vysrazet. U odbérech sedimentt se
vyuzivaji prosévadla ¢i metoda vysrazeni. Vzorky ze vSech vyjmenovanych prostiedi se pti
ptevozu do laboratofi uchovavaji pii teplotaich —20 az —25 °C, coz zabranuje degradaci
pritomné DNA. Zaucelem zamezeni degradace se do vzorcich mohou pifimichéavat rtizné
chemikalie. Jednou z doporucenych je kvartérni amonna sloucenina benzalkoniumchloridu
(BAC), ktera v koncentraci 0,01 % je u¢inna na 92 %. Mezi dalsi G¢inné latky patii naptiklad
100% ethanol.

Prvnim krokem pfi laboratorni analyze je extrakce DNA ze vzorki. Tento krok probiha podle
typu odebraného vzorku pres rizné soupravy, které maji za kol uvolnit DNA z pfitomnych
organel a bun¢k. Nej¢astéji vyuzivanou soupravou pro extrakci eDNA odebranou z vody je
DNeasy Kit, ktera sice trochu pozistava, co se hladiny inhibitord tyce, ale ve vSech ostatnich
ohledech je velmi u¢inna a K tomu jesté¢ finanéné méne nakladna. Extrahovana DNA poté
podléha amplifikaci za pomoci PCR. Nejefektivnéjsi typem PCR pro tento krok je qPCR za
pomoci TagMan, ktery nam dodava vice informaci a ma mensi pravdépodobnost k falesnym
pozitivnim vysledkim. Nasledna interpretce probihda podle uréeného cile. Pokud je naSim
cilem jeden konkrétni druh, tak se vyuZzivd barcoding, u kterého nam po provedeni PCR

pocitac pti vyskytu druhu ve vzorku ukdze stoupajici kiivku. Pfi zjiStovani vice druhi ndm
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pak slouzi metabarcoding, u kterého nam pomoci Next generation sequencing (NGS) a

nasledného procesu bioinformatics vznikne excelova tabulka veskerych pfitomnych druhd.

EDNA ma oproti tradi¢cnim metodam plno vyhod. Jednou z nejvétSich je persistence DNA
v prosttedi, diky které nepotiebujeme piitomnost daného druhu a zaroven tak lze provést
studie zabyvajici se o vyvoji a minulosti organismt v daném prostiedi. Dals$i velmi cennou
vyhodou je jeji citlivost jak k organismim samotnym, tak K prostiedi, ve kterém ziji. A
poslednim hlavnim pozitivem je usnadnéni pozorovani endemickych, vzacnych nebo
kryptickych druhd, které je mnohdy téZké zahlédnout pouhym okem. EDNA ale nema pouze
vyhody, ma i své nevyhody. Jendou z nich mize byt i pravé jejich persistence, diky které
nemuzeme 100% urcit zda se dany druh v prostiedi jesté stale vyskytuje ¢i nikoliv. EDNA ma
své mezery 1 co se informativnosti tyce. Je ndm sice schopna pifesné urcit taxonomickeé
zafazeni organismu, ale to je bohuzel jedina informace, co nam poskytuje. Proto je dobré
metody eDNA nadale kombinovat s metodami tradi¢nimi, abychom dosahli nejpfesnéjsich

vysledkd.

Metoda ma mnoho vyuziti. Skrze eDNA mizem pozorovat rozsifeni volné Zijicich druht
organismil a jejich hojnost, provadét biomonitoring zdravi a dynamiky ekosystémill. Pouziva
se dokonce i vanalyze stravy k odhadu rozmanitosti, slozeni a Cetnosti vyskytu kofisti
druhd. K tomu abychom ochranili ohrozené druhy, potfebujeme sledovat i jejich patogeny,
které tyto organismy ohrozuji na Zivotech. EDNA je schopna monitorovat parazity, plisn¢ a
viry, které mohou zplsobit onemocnéni jak ve volné ptirod¢, tak i u organismech v chovech.
Zvlaste dalezitymi patogeny volné Zijicich zivo€ich, pro které byly pouzity metody eDNA,
jsou patogeny Batrachochytrium, které u obojzivelnikti zptisobuji houbové onemocnéni
chytridiomykozu. Jedna se o patogen Batrachochytrium dendrobatidis, ktery zpusobuje
celosvétové vymirani populaci obojzivelnikd. Druhym, nové se vyskytujicim druhem je
Batrachochytrium salamandrivorans u kterého je typické, Ze infikuje jedince fadu ocasatych,
prevazné mloky. Toto onemocnéni u nakaZenych jedinci zplisobuje anorexii, letargii,
zachvaty, kiece, hromadéni ktize a mnoho dalSich. Z diivodu neznalosti u€¢inné 1écby vétsina
ptipadl kon¢i smrti.

I ptes to, ze je metoda eDNA v dnesni dobé hodné diskutovana, tak u nas stale nachazi pouze
minimalni vyuziti. Proto bych doporucila toto téma v dalSich pracich rozebrat nejen reser$né,
ale 1 prakticky, skrze studii naptfiklad na monitoring uz zminovanych patogend

chytridiomykoézy.
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