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UvVOoD

Druhové slozeni spolecenstev rozsivek hraje dilezitou roli pii biomonitoringu.
Dosavadni praxi je determinace rozsivek na zakladé morfologie. Morfologicky pfistup je
ovSem pomérn¢ ¢asoveé naro¢ny a je podminén znalostmi kvalifikovanych odborniki. Také
vlivem subjektivni determinace se tento morfologicky pfistup stdva ne pfilis vyhodnym.
V poslednich letech je snahou diatomologi usnadnit proces determinace, a to skrze
vyuzivani molekularnich metod. Takovéto vyuziti je ale podminéno existenci informaci
0 kazdém druhu ve smyslu polyfazikého pfistupu, tj. morfologie, molekularni data,
rozmnozovani a ekologie. Dulezitym bodem je tedy vytvofeni referencnich knihoven,
ve kterych budou zaznamenany tyto udaje. V Evropé se vytvofila skupina diatomologii
DIADEM, ktefi si dali za cil vytvofit systétm biomonitoringu, ktery bude zaloZen
na barcodingu bentickych rozsivek. Iniciativa je nyni ve stadiu vytvafeni protokold
anorem na vzorkovani a stavbu barcodingové databaze. Také Ceskd republika ma
V iniciativé své zastoupeni (Prof. RNDr. Aloisie Poulickova, CSc.). Nasi snahou je také

prispet informacemi do databaze.

Bakalaiska prace je pripravou pro navazujici diplomovou praci. Jejim cilem je
piedevsim shromazdit informace souvisejici s DNA barcodingem u rozsivek, osvojit si
praci vterénu 1 nasledné zpracovani vzorkli v laboratofi. Cilem celkové prace
(tj. bakalaiské i diplomové) je zjisténi druhového slozeni rozsivek ze zatopenych lomd,
ato pomoci komplexniho pfistupu, tzn. kombinaci morfologického 1 molekularniho

pristupu. Zaroven bude snahou piispét ziskanymi daty do barcodingové databaze.
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CIiLE PRACE

Bakalatska prace je koncipovana jako pfiprava na praci diplomovou. Cilem bakalaiské
prace je predevSim shromazdéni potiebného materidlu a nabyti praktickych zkuSenosti

pti praci v terénu i v laboratofi. Cely proces je rozdélen do dvou ¢ésti:
I. ¢ast (bakalatska prace):

1. Shromazdéni dosavadnich znalosti ve form¢ literarni reserse.

2. Sbér vzorka v terénu.

3. Tvorba trvalych preparatt a kultivace ziskanych vzorkii.

4. Determinace rozsivek na zaklad¢ morfologie.

Diplomova prace bude mit zaklad v ziskanych znalostech a dovednostech. Ziskané
klonové kultury rozsivek budou podrobeny molekularnim analyzam. Zjisténa data pak
budou srovnana s morfologickym pfistupem determinace. Praci by mély tvofit nasledujici

kroky:
II. ¢ast (diplomova prace):
1. Izolace a tvorba unialgalnich kultur.
2. Izolace DNA a nasledujici molekularni analyzy.
3. Sekvenovani DNA.

4. Determinace na zakladé srovnani ziskanych dat s daty v referen¢nich knihovnach, popft.

obohacenti referenénich knihoven o nova data.

5. Vyhodnoceni druhového slozeni zatopenych lomu, srovnani morfologického

a molekularniho pfistupu determinace rozsivek.
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1 OBECNA CHARAKTERISTIKA STUDOVANE SKUPINY

Rozsivky (Bacillariophyceae) jsou fotoautotrofni jednobuné¢né hnédé tasy, které se
spadaji do infrafiSe Stramenopila, které je soucasti superskupiny tzv. SAR (klad zahrnujici
Stramenopila, Alveolata a Rhizaria). Vyznamnym charakteristickym znakem je
pro rozsivky kfemicita schranka, tzv. frustula. Rozsivky se nachazi ve vét§iné¢ vodnich
habitati, a to jak sladkovodnich, tak moiskych, ale i v pud¢ (Schulz et al. 2016; Kawecka
& Olech 1993) ¢i jako aeroplankton (Sharma et al. 2006). Rozmach rozsivek nastal ziejmé
v obdobi kiidy zhruba pted 100 milionem let (Gross 2012). Puvodnéjsi jsou rozsivky
centrické, zatimco penatni druhy byly datovany na konec kiidové éry, tzn. pted zhruba
70 miliony lety (Kalina & Vana 2005). Radi se mezi jednu z nejvice diverzifikovanych
skupin eukaryot (Kooistra & Medlin, 1996). Odhaduje se, ze existuje az 200 000 druht
rozsivek (Mann & Droop 1996; Mann & Vanormelingen 2013). Vzhledem k tomu, ze se
dnes krom¢ determinace zalozené na morfologii frustuly urcuji druhy pomoci
molekularnich metod, spousta druhii jesté¢ ¢eka na své objeveni ¢i popséani, predevSim
druhy kryptické. Dle typu frustuly rozsivky délime na pendtni a centrické. Centrické
rozsivky maji paprs€itou symetrii, penatni jsou bilateralné symetrické. Buiiky rozsivek se
mohou vyskytovat solitérné ¢i v koloniich, které mohou vznikat diky slizu, jenz si bunky
rozsivek samy produkuji. K fotosyntéze vyuzivaji chloroplasty obsahujici chlorofyl a + c1,
C2, C3, B-karoten a xantofyly, z nichZ mezi nejvyznamnéjsi se fadi fukoxantin, diatoxantin
a diadinoxantin (Kalina & Vana 2005). Rozmnozovani rozsivek probiha nepohlavnim
délenim. Pi1 vegetativnim déleni se velikost bun&k casti populace zmensuje. Déleni
probiha do okamzZiku, kdy rozsivka dosdhne pohlavni zralosti a frustula se zmensi asi
na tretinu piivodni velikosti. V takovém okamZiku se zac¢ne rozsivka mnozit pohlavng,
pokud jsou vhodné podminky prostfedi a pokud jsou ptitomny dalsi kompatibilni jedinci.
U centrickych rozsivek probihd oogamicky pohlavni proces, u penatnich rozsivek je

pohlavni proces isogamicky (Kalina & Vana 2005).



Univerzita Palackého v Olomouci, Piirodovédecka fakulta 11

1.1 Ekologie rozsivek

Zivotni strategie sladkovodnich rozsivek zahrnuje planktonni i bentické druhy,
(Zimmermann et al. 2015). Bentické druhy se mohou vyskytovat na riznych typech
substratu. Podle toho se pak déli napt. na epipsammon (na pisku), epilithon (na kamenech),
epifyton (na rostlinach), epipelon (na jemnych sedimentech dna) a epizoon (na zvitatech;
Poulickova et al. 2008). Nekteré druhy maji Sirokou ekologickou valenci, zatimco nékteré
jsou uzce vazany ke specifickym environmentalnim podminkam (Zimmermann et al.
2015), napf. druhy rodu Eunotia preferuji vody s kyselym pH, Pinnularia borealis
a Hantzschia amphioxys jsou aerofytické. U blizce piibuznych druh se mohou velmi lisit
jejich environmentalni naroky (Vanelslander et al. 2009). Konkrétni skladba rozsivkovych
spoleCenstev a jeho dynamika byva indikatorem zmén prostiedi, ve kterém se vyskytuji.
Impulsem pro zménu mohou byt napt. globalni zmény klimatu, zména v pfisunu Zzivin

¢i zvysujici se tlak antropogenniho puvodu (Eiler et al. 2013).

1.2 Vyuziti rozsivek

Vzhledem k rozmanitym strukturdm frustul se rozsivky dfive pouzivaly k testovani

kvality mikroskopt (De Tommasi et al. 2017). Dnes je $kala jejich vyuziti mnohem Sirsi.

Fyzikalni vlastnosti frustul se staly pfedmétem vyzkumi v oborech nanotechnologii,
napf. frustuly centrickych rozsivek jako mikroc¢ocky (De Stefano et al. 2007; De Tommasi
et al. 2008). Zjisténa fotoluminiscence frustul je vyuzivana pfi realizaci optickych senzort
a biosenzoru (Gale et al. 2009). Frustuly také maji schopnost velmi efektivné sbirat svétlo,

¢ehoz se bude moci vyuzivat pii vyvijeni novych solarnich bun¢k (Toster et al. 2013).

Diatomit, neboli kifemelina, je usazend hornina utvoiena frustulami odumielych
bunék rozsivek. Ma porézni strukturu (Zhou et al. 2015), ¢ehoz se vyuziva napf. pfi filtraci
¢1 jako izola¢niho materidlu. Bylo zjisténo, ze pfirodni diatomit méa velky potenciél
k odstranéni absorpci textilnich barev v odpadnich vodach (Erdem et al. 2005). Diatomit se
také ptidava do zubnich past (De Tommasi et al. 2017). Fosilnich nalezti rozpoznatelnych
frustul rozsivek jako mikrofosilii se vyuziva pfi studiu sedimentarnich vrstev hornin. Takto
ziskanych poznatkli se poté vyuzivaji naptiklad pfi sledovani zavislosti vyskytu riznych

vrstev na vyskytu ropy ¢i jinych surovin (Kalina & Vana 2005).
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Nezastupitelnou roli hraji rozsivky pifi biomonitoringu. Protoze patii mezi nejvice
rozsifené a diverzifikované skupiny eukaryot, vyuziva se jejich rozliénych specifickych
ekologickych naroktt pro hodnoceni ¢&istoty povrchovych vod (Kelly et al. 1998).
Determinace rozsivek v rutinnim biomonitoringu je zaloZena na morfologii, ktera je Casové
narocna a vyzaduje hluboké znalosti a zkuSenosti. Situaci komplikuje 1 narast poctu noveé
objevenych druhti, které jsou obtizné rozliSitelné ve svételném mikroskopu. Diky rozvoji
molekuldrnich metod se pii biomonitoringu nabizi vyuziti sekvenovani nové generace
(Kermarrec et al. 2014; Zampella et al. 2007). Takovéto vyuziti je ale podminéno existenci
informaci o kazdém druhu ve smyslu polyfazického pfistupu, tj. morfologie, molekularni

data, rozmnozovani, ekologie.
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2 DNABARCODING U ROZSIVEK

2.1 Soucasny stav problematiky

Spravna determinace rozsivek na druhové urovni je klicova pro jejich vyuziti
v biomonitoringu. Existuji sice nazory, Ze na rutinni biomonitoring postaci rodova urover,
ale jemn¢jSi taxonomické rozliSeni bezesporu piindsi zptesnéni takovych studii
(Poulickova et al. 2017). Identifikace druht je zaloZena na morfologii a morfometrii
schranek ve svételném mikroskopu, kterd vyzaduje znalosti a zkuSenosti. Evropska
rozsivkova flora je relativné dobfe znama a k identifikaci slouzi klice na urCovani rozsivek
(Krammer & Lange Bertalot 1986; 1988; 1991a; 1991b; 2004; Hoffmann, Werum
& Lange-Bertalot 2011). 1 pies rozsadhlou literaturu je uréeni nékterych druhd
problematické, znaky u podobnych druhli se mohou piekryvat, liSit se mohou populace
téhoz druhu a ke zménam dochazi i v pribéhu zivotniho cyklu (Babanazarova et al. 1996;
Medlin et al., 1991; Poulickova et al. 2008). NezkuSeni badatelé se tak mohou dopoustét
chyb (Schoeman et al. 1984; Morales, 2001). Ze zéakladnich morfologickych
a morfometrickych charakteristik je zivotnim cyklem nejvice ovlivnitelnd délka bunck
a obrys schranek. Béhem vegetativniho déleni se rozsivky zmensuji a jejich obrys se
zjednodusuje (Mann et al. 2010). Naopak Sitka bunek a pocet strii na 10 um jsou znaky
pomérn¢ stalé (Vesela et al. 2009).

Kompletni Zivotni cyklus a tedy i celkova morfologicka variabilita rozsivek je vSak
znama u méné nez 1 % popsanych druhti (Mann et al. 2010). Aktualni poznatky ukazuji, ze
existuje mnoho kryptickych druht, jejichz existence byla prokazana pomoci molekularnich
metod (Kermarrec et al. 2013; Mann 2010).

Pod pojmem kryptické druhy rozumime ty druhy, které nejsou rozliSitelné na zakladé
morfologie. Mohou byt geneticky odlisné ¢i oddéleny reprodukéni bariérou, ackoli jsou
morfologicky shodné. Pseudokryptické druhy oznacuji ty, u nichz se nasel zplsob jak je
rozlisit, vétSinou vyzadujici pouziti specialnich technik, které se v rutinnim monitoringu
nepouzivaji. Jde napt. o geometrickou morfometrii, nebo zkouméani struktury interfdzniho

jadra a podobné¢ (Poulickova et al. 2010; Poulickova et al. 2016).

Prvni znamé ptipady kryptickych a pseudokryptickych druhti rozsivek byly
zvefejnény v roce 1999 (Mann 1999). Terminologii semikryptickych a pseudokryptickych
druhti vysvétluje prace (Evans et al. 2007). Nejznaméjsim piipadem kryptické diverzity je
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penatni epipelicka rozsivka Sellaphora pupula agg. (Behnke et al. 2004; Mann 1989; Mann
& Droop 1996; Mann 1999). Nékolikaleté studium jejich populaci v pfiméstském rybnic¢ku
Blackford Pond v Edinburghu prokazalo koexistenci 9 morfotypt rozsivky Sellaphora
pupula agg., zijicich sympatricky a 6 z nich bylo popsano jako nové druhy (Mann et al.
2004). Koexistence n¢kolika kryptickych druht je pravdépodobné umoznéna jejich sezonni
dynamikou v priibéhu roku (Spackova et al. 2009). Ackoli se tyto druhy zdaji
morfologicky téméf totozné, existuje mezi nimi reprodukéni bariéra, vykazuji razné stupné
genetické piibuznosti ¢i se lisi v citlivosti vici parazitim. Molekularni data v kombinaci
s fosilnimi nalezy odhaduji, Ze jejich diverzifikace probihala v pribéhu nejméné

12 miliont let (Behnke et al. 2004).

Pomémé vysoce spolehlivymi metodami, které dokazi odhalit tyto kryptické
a pseudokryptické druhy, jsou molekularni metody (Mann et al. 2010). Vzhledem k tomu,
ze se molekularni metody stdvaji dostupnéjsi a levngjsi, lze ptedpokladat, ze by
v budoucnu pfti biomonitoringu mohl jednoduchy laboratorni protokol nahradit zdlouhavou
praci u mikroskopu. Piedpokladem jsou ovSem kvalitné vybudované barcode knihovny.
Koncept DNA barcoding byl poprvé navrzen Vv praci Hebert et al. (2003). U rozsivek byl
¢lanek tykajici se metody DNA barcoding poprvé publikovan v roce 2007 (Evans et al.
2007). Pro DNA barcoding neptedstavuje problém morfologicky polymorfismus,
morfologicky kryptické druhy ani fenotypové plastické druhy (Mann et al. 2010).

2.2 Princip metody DNA barcoding

DNA barcoding je molekularni metoda vyuzivajici k determinaci taxonu jedince
kratky fragment DNA, tzv. barcode marker. Idedlni barcode marker Ize snadno
amplifikovat a osekvenovat jednim ctenim. Také musi byt obklopen neménnymi
konzervovanymi oblastmi, na které bude moci nasednout primer (Zimmermann et al.
2011). Primer je kratky usek DNA, ktery je kompatibilni s konkrétnim tsekem DNA
ainiciuje replikaci DNA. Napiiklad pro amplifikaci oblasti V4 genu SSU rDNA se
pouzivaji primery M13F a D512R. Pro amplifikaci celého SSU rDNA pak M13F a D978R

(Zimmermann et al., 2011).

Dalsi nezbytnou vlastnosti barcode markeru pro vyuZiti pii determinaci je pak

rozliSovaci schopnost na trovni druhu (Hebert et al. 2003; Moritz & Cicero 2004). Tato
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schopnost se oznacuje jako taxonomické rozliSeni (angl. téz discriminatory power;
Hamsher et al. 2011). Dalsimi dulezitymi faktory jsou univerzalnost, tj. uspé$né pouziti
markeru v celé studované skuping, ¢asova a finan¢éni nenaro¢nost a pokud mozno snadno

interpretovatelné vysledky (Mann et al. 2010).

Vyuziti metody DNA barcodingu pro identifikaci druhii ve vzorku vsak predchazi
shromazdéni informaci a charakterizovani jednotlivych druhti rozsivek pomoci pfislusného

barcode markeru. Takové informace by mohly byt dostupné ve formé databaze.

Pro DNA barcoding rozsivek a jinych organismi mikroskopickych rozmérii je
kritickym momentem ziskdni dostateného mnozstvi DNA. Dostatecnou biomasu
pro izolaci DNA ziskavame pomnozenim rozsivek v unialgalnich kulturach, tj. kultury
S jednim druhem rozsivky. Existuje sice metoda ziskani DNA z jedné buiiky, ale pouzitim
této metody se ztrdci moznost urcit jedince klasickym zpiisobem a pfifadit tak DNA
K ur¢itému druhu. Proto samotné izolaci DNA ptedchazi mnoho krokd, které jsou popsany

v metodice.

2.3 Organizace a proces zarazeni ziskaného barcode markeru

do knihovny

Dtlezitym milnikem v rozvoji DNA barcodingu bylo zaloZeni spole¢nosti
Consortium of the Barcode of Life (CBOL; Hajibabaei et al. 2007). CBOL byl zalozen
v kvétnu roku 2004 a zahrnuje vice nez 120 organizaci ze 45 stati (Ratnasingham
& Hebert 2007).

Cilem tohoto mezinarodniho spolku vyzkumnych organizaci je podpora rozvijeni
DNA barcodingu jako prostiedku k druhové identifikaci. Neméné dulezitym je také online
datovy systém pro ziskané DNA barcode markery Life Data Systems (Ratnasingham
& Hebert2007). Snahou zminénych organizaci je v podstaté shromazdovani vzorka
zruznych taxont doplnénych informacemi zahrnujicimi piedevS§im popisy lokality

¢i fotografie, z ¢ehoz se pak tvofi tzv. barcode knihovny (Hajibabaei et al. 2005).

Aby mohl byt ziskanému vzorku oficidln¢ pfifazen barcode status a mohl byt zatazen

do tzv. barcode knihovny, musi splfiovat téchto 7 kritérii (Ratnasingham & Hebert 2007):
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(1) musi byt uvedeno jeho druhové jméno,

(2) katalogové Cislo a ndzev instituce,

(3) data tykajici se sbéru (datum sbéru, soufadnice mista sbéru, jméno osoby, ktera
vzorek odebirala),

(4) yjméno osoby, ktera vzorek determinovala,

(5) COI sekvence s nejméné 500 bp (toto kritérium je jiz pfekonéano, resp. pro rizné
taxony organismu jsou vhodné rizné barcode markery),

(6) primery pouzité pii PCR reakci,

(7) zatazeni do evidence.

Dulezitym krokem bylo také zaloZeni internetového informac¢niho portalu
The Barcode of Life Data System (BOLD). Jedna se o portal, ktery umoziuje vkladani,
uchovani, analyzu a publikaci DNA barcode protokold. Dochézi zde ke shromazd’ovani
molekularnich, morfologickych, ekologickych a geografickych dat. Jedna se o volné

ptistupny portal pro vSechny zajemce o DNA barcoding (Ratnasingham & Hebert 2007).

2.4 Vyhody DNA barcodingu

Srovnavani sekvenci DNA barcode je oproti srovnavani a popisu morfologickych
znakd, jejichz hodnoceni je Casto velmi subjektivni, mnohem pfiznivéjsi pro spolecny
dialog diatomologi, nebot’ barcode sekvence podava jednozna¢nou informaci (Mann et al.
2010).

Znaénym urychlenim mize DNA barcoding pomoci pfi praci taxonomi. Klasické
taxonomické pfistupy identifikace a determinace vyZzaduji pfedevSim sbér morfologickych
a ekologickych dat a jejich porovnavani mezi taxony. Pfi této préaci je nutnd hluboka
znalost studovanych taxond. Zatimco barcode analyzy, vyzadujici v podstaté stejny postup
u vSech taxonl, mohou byt rutinné provadény zaSkolenymi laboranty bez hlubsich znalosti
studovanych skupin (Hajibabaei et al. 2007; Mann et al. 2010). Podminkou jsou ovSem

dobie vybudované referencni knihovny pro takto studované skupiny.

Dalsi vyhodou DNA barcodingu je stanoveni nejen kvalitativni, ale i kvantitativni

analyzy daného vzorku, resp. kromé zjisténého seznamu druhi ve vzorku mizeme zjistit
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I v jakém mnozstvi jsou dané druhy ve vzorku zastoupeny (Creach et al. 2006). V takovém

ptipad¢ je zapotiebi kvantitativni PCR (Creach et al. 2006).

2.5 Vyuziti DNA barcodingu

DNA barcoding nalézd vyuziti kromé jiz zminéné taxonomie také
pfi fylogenetickych analyzach, populacnich studiich (Evans et al. 2007) ¢i biomonitoringu
(Zimmermann et al. 2015). DNA barcode markery obvykle kvuli malému poctu bazi
nemaji dostateCny fylogeneticky signdl pro analyzu evoluéni piibuznosti taxonil
(Hajibabaei et al. 2006). Ackoli se barcode sekvence analyzuji fylogenetickymi metodami
(naptf. neighbourjoining), vysledky téchto analyz v zaddném piipad¢ nelze povazovat
za spolehlivou fylogenetickou hypotézu. DNA barcoding vSak milize upozornit
na ptehlizené ¢i nové druhy, identifikovat je, a tak ptispét fylogenetice 1 studiu biologické

diverzity (Hajibabaei et al. 2007).

Pii populacnich studiich se uplatiiuji markery mitochondridlni DNA, nebot
mitochondrialni DNA je haploidni a dédéna od jednoho rodice (Avise 2004). DNA
barcoding nedokaZe plné¢ zodpovédét otazky tykajici se trovné populaci, avSak miize

poskytnout jisty vhled do druhové diverzity (Hajibabaei et al. 2007).

Dulezitou roli DNA barcoding ziskava také pii biomonitoringu, kde konkuruje
tradicnim morfologickym metodam (Zimmermann et al. 2015). Pro biomonitoring se
zadina vyuzivat tzv. metabarcoding, resp. eDNA (environmental) barcoding (Kermarrec
et al. 2014). Metabarcoding je kombinaci DNA barcodingu s metodou sekvenovani HTS,
angl. high-througput sequencing (Rivera et al. 2018). Metoda HTS umoznuje sekvenovani
milioni DNA fragmentl ziskanych pti PCR amplifikaci pfirodniho vzorku najednou.
Ziskana data se pak porovnavaji s daty v referen¢nich knihovnach, jejichz existence
a propracovanost podminuje efektivni vyuZivani metabarcodingu pro biomonitoring

(Zimmermann et al. 2015).
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3 BARCODE MARKERY

Pro DNA barcoding u rozsivek doposud nebyl objeven marker, ktery by byl idealni
pro v8echny rody (Guo et al. 2015). U rozsivek zatim byly nejcastéji pouzity tyto markery:
COlI, SSU rDNA, V4 SSU rDNA, LSU rDNA, ITS rDNA a rbcL (Pawlowski et al. 2016;
Mann et al. 2010; Zimmermann et al. 2015). Pro efektivni amplifikaci je vétSinou nutné
pouzit alespont dva markery (Guo et al. 2015). Momentalnimi favority jsou V4 SSU rDNA
(Zimmermann et al., 2011), rbcL-3P, D1-D3 LSU rDNA (Mann et al. 2010), piestoze

jejich pouziti neni pIn¢ univerzalni (Hamsher et al. 2011).

3.1 COl

Elektrontransportni fetézec, ktery probihd na membranach mitochondrii, se sklada
ze 4 komplexi (oznacovanych 1, I, I, 1V). V komplexu IV se nachazi enzymaticky
komplex cytochrom c oxid4za. Sklad4 se z n¢kolika podjednotek a jeho hlavni funkeci je
oxidace cytochromu c. Vzniklou energii pak vyuziva k tvorbé protonového gradientu.
Mitochondrialni gen koédujici podjednotku I cytochrom ¢ oxidazy se bézné oznacuje jako
COl (nebo cox1) a pravé tento gen se dnes hojné vyuziva pii metodé DNA barcoding.
V organizaci the Barcode of Life Initiative (BOLI) byl prvnim markerem zvolenym
pro DNA barcoding (Moniz & Kaczmarska 2009).

COl je pro DNA barcoding hojné vyuzivany z nékolika divodd. Mitochondrialni
genom se oproti genomu jadernému vyviji mnohem rychleji, coz zvySuje jeho potencial
pro studium druhové specifickych oblasti u mitochondrialniho genomu (Chantangsi et al.
2007). Rychlost evoluce u mitochondrialnich gent, ale i geni chloroplasti se vsak
mezi riznymi taxony lisi (Bruder & Medlin 2007). Vzhledem k tomu, Ze se mitochondrie
rozmnozuji nepohlavné binarnim délenim, nedochéazi u nich k sexualni rekombinaci DNA.
Proto jejich DNA mnohem méné podléha inzerci, deleci a dalSim genovym ptestavbam,
které pak vnaseji do sekvence zmény, jez komplikuji interpretaci (Hebert et al. 2003;
Saunders 2005). Zaroven je tento gen dostateCné variabilni a umoznuje tak studium
ptibuznosti (Ehara et al. 2000). Také lze diky nému detekovat potencionalné kryptické
taxony (Evans et al. 2007).

Pro zéstupce zivocisné fise se isek DNA nachazejici se na 5° konci COl (oznacuje se

jako COI-5P) o délce 648 bp stal dokonce primarni barcode sekvenci (Ratnasingham
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& Hebert 2007). Osvédcil se také u oddéleni Rhodophyta (Robba et al. 2006) ¢i houbovych
organisma (Seifert et al. 2007). U vyssich rostlin se neosvédcil (Chase et al. 2005; Kress
et al. 2005; Newmaster et al. 2006).

Uspé$nost pouziti COIl jako barcode markeru u rozsivek se u rtiznych taxont lisi.
Bylo zjisténo, ze gen COI-5P je schopen rozlisit blizce ptibuzné linie, jako jsou napf.
u rodu Frustulia (Urbankova & Vesela 2013) ¢i druhovych komplext Nitzschia palea agg.
(Trobajo et al. 2010) a Sellaphora pupula agg. (Evans et al. 2007). Naopak neosvédcila se
v ptipadé Navicula cryptocephala agg. (Poulickova et al. 2010). Analyza vysSich taxont
s pouzitim COIl markeru vSak nebyla zaznamenana. Navic stdle neexistuji primery
pro amplifikaci COI, které by byly vhodné pro $irsi $kalu taxoni u rozsivek. V jiz
zminované studii Guo et al. (2015) doslo k amplifikaci COIl pouze jednim parem primeru,
coz bylo nasledné pouzito pouze pro potvrzeni shlukovych analyz nékterych studovanych
druhd rozsivek. Oproti tomu u 22 studovanych taxont rodu Sellaphora byl COI jako
barcode marker uspésny (Evans et al. 2007). Divodem obtizného hledani univerzalniho
primeru pro COI gen je malé mnozstvi dostate¢né konzervovanych oblasti, na které by se
mohl primer pfipojit (Zimmermann et al. 2011). Vysoka variabilita lokusu COl mutze byt
zpusobena Castym vyskytem intrond a introgresi bakterialnich genti (Ravin et al. 2010;
Armbrust et al. 2004; Bowler et al. 2008).

3.2 SSU rDNA

Ribosom se sklada z velké (Large Sub-Unit; LSU) a malé podjednotky (Small Sub-
Unit; SSU), které jsou tvofené rRNA a proteiny. Ribosomalni RNA malé podjednotky je
koédovana genem SSU rDNA (téz 18S rDNA dle jeji sedimentacni konstanty, jejiz
jednotkou je Svedberg, [S]). Celkova velikost SSU rDNA je cca 1800 bp (Zimmermann
et al. 2011). Usek zahrnujici oblast V4 SSU rDNA, ktery byl ve studii Zimmermann et al.
(2011) navrzen jako barcode marker, ma velikost 390-410 bp. Usek V4 SSU rDNA je
pro barcoding dobie pfistupny, nebot’ se nachazi mezi znamymi dobie konzervovanymi
misty. V téchto mistech nedochézi ¢asto k mutacim, a to u vétSiny skupin rozsivek, proto
se stava idealnim mistem pro pfipojeni primert (Zimmermann et al. 2011). Podle téchto
autort jsou z hlediska univerzalnosti pro amplifikaci V4 SSU rDNA rozsivek nejvhodnéjsi
primery oznacované jako D512F 18S a D978R 18S, které tuto oblast ohranicuji. Mezi

témito konzervativnimi misty genu SSU rDNA se nachazi jiZ zmifiovana variabilni oblast
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V4 SSU rDNA. Zde probihd velké mnozstvi mutaci, nésledkem toho je vysoka

koncentrace informaci ve velmi kratkém tseku (Alverson et al. 2006).

Chceme-li studovat ziskané PCR produkty pomoci analyzy HTS (high-throughput
screening), je nutné, aby mély useky délku zhruba 400 bp. Samotné oblast V4 SSU rDNA
ma asi 60 bp (Zimmermann et al. 2011). Délka barcode markeru je stale piedmétem
vyzkumu, napft. studie Hajibabaei et al. (2006) vytvotila barcode o délce 100 pb, ktery je

stale mozno pouzit i pro HTS analyzu.

Gen SSU rDNA se stal barcode markerem v mnoha rozli¢nych skupinach;
organismu, napf. u zelvusek (Tardigrada; Blaxter et al. 2004), hlistic (Nematoda; Floyd
et al. 2002) a potencionaln¢ také rozsivek (Bacillariophyceae; Zimmermann et al. 2011).
Vyuziti V4 oblasti je podstatnym krokem pro environmetdlni DNA barcoding, nebot’
umoziuje mezidruhové rozliSeni ve vzorku (Zimmermann et al. 2011). Ze vSech gent
rozsivek je databaze SSU rDNA jednou z nejrozsahlejSich, nebot’ je tento gen Siroce
pouzivan ve fylogenetice rozsivek (Behnke etal. 2004; Beszteri et al. 2001; Kooistra
& Medlin 1996; Sorhannus 2007; Medlin & Kaczmarska 2004). Gen SSU rDNA je diky
své nizké intraspecifické variabilité¢ a zarovenn vysoké interspecifické variabilit¢ cCasto
pouzivan k odhadim relativnich cetnosti a diverzity druhG v pfirodnich vzorcich

(Zimmermann et al. 2011; Jahn et al. 2007).

3.3 LSU rDNA

Geny kodujici rRNA velké ribozomalni podjednotky (Large Sub-Unit ribosomal
DNA; LSU rDNA) se nachédzi v jadfe a jsou oznaCovany dle obvyklé sedimentacni
konstanty produktu 5S, 5,8S a 28S. Oznaceni LSU rDNA se v literatue obvykle pouziva
pro nejdelsi z téchto tii gent (tj. 28S rDNA). Pro ptehlednost budu ale nize uzivat LSU
rDNA obecné pro geny kodujici rRNA velké podjednotky (tj. 5S, 5,85 a 28S rDNA)
a budu-li mluvit o konkrétnim z nich, pak ho budu specifikovat (napf. 28S LSU rDNA).
Stejn¢ jako SSU rDNA je i LSU rDNA casto pouzivana ve fylogenetickych analyzach
pii studiu vyssich taxonomickych trovni fas (napf. obrnének, Dinophyceae; Edvardsen
et al. 2003), v¢etné rozsivek (Sorhannus 2004; Alverson et al 2006; Alverson et al. 2007).

Pro identifikaci druhd pomoci DNA barcodingu se vyuziva piredevsim tzv. D1-D3
oblasti genu pro LSU rDNA (Trobajo et al. 2009; Beszteri et al. 2005; Amato et al. 2007).
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Vyuziti nachazi také pii screeningu piirodnich vzorkd (McDonald et al. 2007). Diky
tomuto dvojitému piinosu je 28S LSU rDNA vhodnéjsim kandidatem jako barcode marker
nez SSU rDNA (Hamsher et al. 2011). Délka oblasti D1-D3 28S LSU rDNA je zhruba 800
bp (Hamsher et al. 2011), avsak tato délka se v ramci rodu lisi. Pfi studiu je pozornost
zaméfena predevSim na variabilni oblast D2/D3 28S LSU rDNA, ktera mé zhruba 613 bp
(Hamsher et al. 2011). Univerzalni primery pro D2/D3 28S LSU rDNA oblast vytvofili
Harper & Saunders (2001). Tato oblast je dle Hamsher et al. (2011) vhodna pro analyzu
prirodnich vzorki, nebot’ se u fas snadno amplifikuje i sekvenuje, poskytuje lepsi rozliSeni
taxond nez pouze data ziskana na zékladé morfologie a zéroven nabizi moznou detekci

kryptickych druhti (Hamsher et al. 2011).

Pouziti oblasti D2/D3 28S LSU rDNA jako barcode markeru je doporucovano
v kombinaci s jinym barcode markerem (napf. srbcL-3P), nebot’ sam neposkytuje
pozadované taxonomické rozliseni (Hamsher et al. 2011). Spole¢né s SSU rDNA barcode
markerem poskytovaly dostatecné rozliSeni vysSich taxond, zatimco na niz§ich trovnich

byly méné¢ informativni (Alverson et al. 2007).

Gen5,8S LSU rDNA se ¢asto pouziva v kombinaci s tzv. internal transribed spacers
(ITS1 a ITS2) oblastmi rDNA. ITS rDNA bude vice rozvinuto v nasledujici kapitole.

3.4 ITSrDNA

Internal transcribed spacers (ITSs) rDNA jsou oblasti, které jsou sice ptepsany
do pre-ribosomalni RNA (pre-rRNA), ale béhem dalsiho vyvoje ve zralou ribozomalni
RNA jsou odstranény a ve finalnim ribosomu se tak neobjevuji (Lafontaine & Tollervey
2001). Organizace pre-rRNA u Eukaryota je znazornéna na Obrazku 1. Pro srovnani je

zde uvedena i organizace pre-rRNA u Bacteria.
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Bacteria

5 I—l 3

165 | wNA | 235 .58
Eukaryota
51 | ITS1 [ ITS2 | 1 3
185 5,85 255/285

Obrazek 1: Organizace useku pre-RNA (upraveno dleLafontaine & Tollervey 2001)

Studie Zechman et al. 1994 byla prvni, kde byla pouzita sekvence ITS rDNA
K determinaci taxonomické urovné u rozsivek, konkrétné u rodu Stephanodiscus.
Pii analyzach zjistili, ze ITS2 rDNA (294-303 bp) je vice variabilni a del$i nez ITSI
rDNA (231-239 bp). Jelikoz je v oblasti ITS rDNA pomérné vysoka substituéni rychlost,
tzn. jsou velmi variabilni, a zaroven se jednd o kratké tiseky rDNA, stavaji se vhodnym

nastrojem K feseni intraspecifickych a interspecifickych vztahti (Zechman et al. 1994).

ITS rDNA oblasti se jako barcode markery obvykle pouzivaji v kombinaci s dalsim
usekem rDNA, napi. s SSU rDNA (Behnke et al. 2004). Moniz & Kaczmarska (2009)
povazuji za nejvhodnéjsi barcode marker 1TS2 rDNA + 5,8S LSU rDNA oblast, nebot’ ji
podle jejich studie lze bez obtiZi amplifikovat a jeji maly fragment staci k rozliSeni blizce
ptibuznych rodu ¢i druht, konkrétné tato studie probihala u 22 rodd a 28 druhii. Nekteti
autofi (Behnke et al. 2004; Evans et al. 2007; Hamsher et al. 2011) vsak uvadi problémy
pii amplifikaci pravé této kombinace marker. Pfi¢inou jsou pry casté mutace v misté
pfipojeni standardnich primerd, v tzv. binding site. Tato intraklonalni variabilita tak maze

branit Gspésné amplifikaci.
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3.5 rbcL

Ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa (RuBisCO) je enzym spojeny
s krokem fixace uhliku do tél fotosyntezujicich organismu v podobé vysoce energetickych
sloucenin. Sklada se zvelkych (L) a malych podjednotek (S). Geny kodujici tyto
podjednotky jsou pak oznaCovany jako rbcL a rbcS. Gen rbcL je soucasti DNA
chloroplastu, a stal se hojné vyuzivanym pii DNA barcodingu a pti fylogenetickych
analyzach taxonu (Evans et al. 2007; Lundholm et al. 2006; MacGillivary & Kaczmarska
2012). Gen rbcS byl také pouzit pro fylogenetické studium rozsivek (Delaney et al. 2011),
avSak databaze nedisponuji dostateénym poctem takovych zaznamili, coz posléze

znemoznuje srovnani (An et al. 2017).

Tento gen rbcL ovsem muze pii DNA barcodingu zptisobovat i jisté problémy, nebot’
dédi¢nost plastidl (resp. chloroplastil) u rozsivek neni uniformni, plastidy tak mohou byt

dédény uniparentalné i biparentalné (Casteleyn et al. 2009; Ghiron et al. 2008).

Ve studii Zimmermann et al. (2011) byl jako testovaci marker zvolen usek o délce
zhruba 1400 bp, nebot’ jej mnoho praci pouzilo k identifikaci druhd a k fylogenetickym
analyzam rozsivek (Amato et al. 2007; Evans et al. 2007). Pravé délka tohoto useku je
nevyhodna, nebot’ neumoziuje uplnou sekvenaci pii jednom ¢teni (Hamsher et al. 2011).

Z tohoto diivodu se pro barcoding pouzivaji fragmenty rbcL.

U kvetoucich rostlin se pouziva 5' konec useku genu rbcL o délce cca 600 bp (de Vere
et al. 2012). Funk¢nost rbcL-5" (resp. rbcL-5P) pii barcodingu rozsivek byla také jiz
provéiena (MacGillivary & Kaczmarska 2011), stejné tak jako 748 bp dlouha oblast rbcL-
37, resp. rbcL-3P (Hamsher et al. 2011). Oblast rbcL-5P je oproti rbcL-3P méné variabilni.
Marker rbcL-3P je vybornou kombinaci dvou zakladnich charakteristik barcode marker,
tj. univerzalita a taxonomickeé rozliseni, avSak to nemusi platit pro vSechny taxony (Kollar
etal. — v pfipraveé). Osveédéil se pii barcodingu rodt Sellaphora, Nitzschia a Navicula
(Hamsher et al. 2011). MacGillivary & Kaczmarska (2011) navrhuji tzv. dual-locus
barcode, tedy kombinaci dvou barcode markera lokalizovanych na odlisSnych mistech.
Konkrétné navrhuji kombinaci rbcL-3P (isek o délce 540 bp) s 5.8S LSU rDNA + ITS2
rDNA pro lepsi druhové rozliSeni. Zaroven tento dual-locus barcode poskytne podrobnéjsi

vhled do identity druhlt z oddé€lenych ¢asti genomu.
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4 LOKALITY

Vzorky narostovych rozsivek jsem opakované odebirala z péti vytipovanych lokalit
nachazejicich se v okrese Tiebi¢ a jednorazové jsem provedla odbér ve dvou lokalitach
nachazejicich se v okoli Olomouce. Vzorky byly odebirany z ponofenych kament

v zatopenych kamenolomech. Kamenolomy se liSily typem tézeného kamene.

4.1 Charakteristika oblasti

Vybrané pravidelné vzorkované lokality zatopenych lomfi se nachazi v Ceské
republice na izemi Ceskomoravské vrchoviny, v kraji Vyso&ina, v okrese Ttebi¢. Jedna se
o zatopené lomy nachézejici se v katastru obci Kamenna, Kojatin, Pocoucov, Pysel (dale je
tato lokalita ozna¢ovana nazvem Castotice, nebot se rozklada bliZze této obci a ve vefejném
minéni je takto obecné oznadovana), Rudikov. Lokality Castotice, Kamenna, Kojatin
a Rudikov spadaji do oblasti tzv. ekologického mikroregionu Horédcko, jez se rozklada
na hranici tohoto mikroregionu.

Severni ¢ast mikroregionu tvoii amfibolicko-biotitickd Zula, kromé okoli obce
Rudikov, kde se vyskytuji sprase. Jih mikroregionu tvoii amfibolity, serpentinity (hadce)
a migmatity, jez prostupuji zuly a sprase (Horacko — ekologicky mikroregion 2018).

Dominantnimi toky mikroregionu jsou feky Jihlava a Oslava. Reka Jihlava
protéka jihozapadni Casti, feka Oslava severovychodni ¢asti. Nenachdzi se zde piirodni
jezera. Avsak je tu vysoky pocet rybnikd. Nejvétsi vodni plochou je vodni nadrz DaleSice
(celkova plocha 480 ha).

Dalsi dvé lokality, ve kterych byl odbér proveden pouze jednordzove, se nachézi

v Ceské republice, v Olomouckém kraji, v okrese Pierov a v okrese Olomouc.
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4.2 Popis jednotlivych lokalit

42.1 Castotice

GPS soufadnice: 49.2400328 N, 16.0858833 E

Lom se nachazi jihovychodné asi 1600 m od Pysela u polni cesty vedouci z Pysela
do Castotic. Jedna se v podstaté o dvé vodni plochy oddélené piirodnim valem Sirokym asi
1,5 metru. Od této cesty je lom vzdalen asi 100 metrh po levé stran¢ v uvedeném sméru. Je
obklopen borovicemi (Pinus sp.), vrbami (Salix sp.), prorusta jej sitina (Juncus sp.), rakos
(Phragmites sp.) a orobinec (Typha sp.). Je zde monitorovan vyskyt kunky (Bombina sp.),
Colka obecného (Lissotriton vulgaris) a colka velkého (Triturus cristatus; dle osobniho
sdéleni od Mgr. Lenky Jefabkové). Tézba v tomto lomé neni piesn¢ datovana, tidajné
probihal odbér droliciho se kamene pfilezitostné mistnimi obCany dle jejich osobni potieby
(osobni sd&leni od Mgr. Martiny Brestovské, starostky obce Pysel). Zulové eluvium
a zvétraly aplit byl pouzivan do cest (Vaviinova 1948). Udaje z roku 1941 uvadi hloubku
1,5-2 metry (Vaviinova 1948).

4.2.2 Kamenna
GPS souradnice: 49.2763950 N, 16.0682833 E

Lom se nachézi za &asti obce zvané Zleb podél zluté turistické trasy asi 300 metrii
od slep¢ koncici silnice ve sméru toku potoka Kamenak. Od tohoto bodu se nachazi na levé
stran¢ (ve sméru toku) zhruba 70 metrt. Té€Zba durbachitu zacala v roce 1983. Lom byl
zatopen vodou do dnes$ni podoby v roce 1998. Hloubka nyni ¢ini asi 5 m (dle osobniho
sdéleni majitele JUDr. Jindficha Zednicka). Ze stale aktivniho lomu pfitéka voda nesouci
prach vznikajici pfi opracovani kamene. V okoli zatopené¢ho lomu rostou hlavné borovice

(Pinus sp.) a olse (Alnus sp.).

4.2.3 Kojatin

GPS souradnice: 49.2463297 N, 16.0199117 E

Lom se nachdzi severovychodné asi ptl kilometru od Kojatina vedle zelezni¢ni trati

propojujici Kojatin a Pozd’atin. Tézba durbachitu byla zapocata v roce 1940 a ukoncena
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byla v roce 1946 (dle osobniho sd¢leni p. Smejkala, pamétnika). Diky nékolika pramentim
byl lom postupné ptirozené zaplaven. Toho v cca 50. letech vyuzilo i mistni pozd’atinské
druzstvo k napajeni dobytka. Lom se nachazi v biezovém haji (Betula pendulina). Ve vod¢
Ziji kaprovité ryby (Cyprinidae), jejichz mrtvé pozustatky byly pii odbéru vzorka

opakované pozorovany.

4.2.4 Nova Ves
GPS souradnice: 49.6788597 N, 17.0109914 E

Té&Zenou surovinou byla droba. Lom je v letnim obdobi vyuzivan ke koupani. Blizsi

informace se nepodatilo sehnat.

42,5 Pocoucov

GPS soufadnice: 49.2327586 N, 15.8972033 E

Lom se nachdzi asi 600 metr( jizné¢ od Pocoucova po pravé stran¢ asi 20 metrQ
od silnice ve sméru na Ttebi¢. Jedna se o sténovy zatopeny lom se zvétralym tiebi¢skym
syenitem s mylonitisovanymi partiemi (Vaviinova 1948). Hloubka ¢ini asi 4 metry.
Pocatky tézby jsou datovany do druhé¢ poloviny 30. let 20. stoleti a zhruba od 40. let je
tento lom zatopeny (dle osobniho sdéleni p. Votoupala, pamétnika). Kolem vodni plochy
jsou vysazeny okrasné druhy vrby (Salix sp.) a borovice (Pinus sp.), které jsou upravovany

na zpisob bonsaji.

4.2.6 Rudikov

GPS souradnice: 49.2905692 N, 15.9416931 E

Ptivodnim majitelem tohoto malého Zulového lomu byl mistni obyvatel Jan Soukal.
Lom byl vyhlouben zhruba roku 1945. TéZba kamene byla nepravidelna. Lom byl vzdy
postupné zaplaven podzemni vodou, ta byla mezi tézbou vzdy odcerpavana. Tézba byla
ukoncena v 80. letech minulého stoleti. Od té doby je lom zaplaveny. Lom je hluboky
cca 2-3 metry Vv zavislosti na klimatickych podminkach. V dne$ni dobé se nachazi

na soukromém pozemku p. Stanislava Kaspara, resp. na zahrad¢. V okoli lomu rostou
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ovocné stromy, hladina prortista orobincem (Typha sp.), sitinou (Juncus sp.). Zije zde také

nékolik jedinct kaprovitych ryb (Cyprinidae).

4.2.7 Vykleky

GPS soufadnice: 49.5567403 N, 17.4826322 E

oy ee

Zapletala, starosty obce Vykleky). Tézenou surovinou byla droba. Lom dosahuje hloubky
az 7 metrQ. V letnim obdobi hojné vyuzivan ke koupani (Kawi 2018).
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5 METODIKA

5.1 Terénni ¢ast

Terénni Cast prace zahrnovala pravidelny sbér vzorkl z jiz zminénych péti lokalit
zatopenych lomi: Castotice, Kamenna, Kojatin, Pocoucov, Rudikov a jednorazovy sbér
vzorki z lokalit Nova Ves a Vykleky. Jednalo se o lokality o rozloze od 105 m? do 30000
m?. Vzorky jsem sbirala béhem mésicti duben — fijen roku 2017. Sbér vzorki narostovych

rozsivek byl provadén dvéma metodami.

Prvni z nich je seSkrab narostu fas ze substratu, resp. z kamene. Kémen nachazejici
se pii biehu ponoteny v hloubce cca 10-30 cm byl vyjmut z vody a jemnymi pohyby z ngj
byl zubnim kartackem seSkraban nérost. Kartdcek se ziskanym materidlem byl vymachan
ve vod¢é nabrané z konkrétné lokality v malé plastové lahviéce (objem 50 ml). Mezi
jednotlivymi takto provadénymi odbéry bylo nutné karticek vzdy peclivé promyt, aby
nedos§lo ke kontaminaci pii dal§im odbéru. Takto ziskany materidl byl uchovan

Vv chladnicce a nasledujici den byl zpracovén v laboratofi.

Druha metoda byla zhlediska pfipravy  slozit&si.  Pouzila  jsem
polymethylmethakrylatova skla (bézn€ znamé jako plexisklo) s rozméry 150 x 85 mm.
V hornich rozich a ve stfedu spodni strany byly vyvrtany otvory (primér otvoru 3 mm)
ve vzdalenosti cca 7 mm od okraje. Na takto pfipravena plexiskla jsem ptfipevnila kryci
skla (rozméry 22 % 22 mm nebo 18 x 18 mm) a to pomoci klasické prithledné lepici pasky.
Tenkymi prouzky (cca 3—4 mm Siroké) pasky jsem po obvodu oblepila jednotliva kryci
skla tak, aby paska zasahovala maximalné¢ 1 mm do plochy kryciho skla. Na jednotlivé
obdélniky z plexiskla jsem timto zptisobem umistila 8—10 krycich skel. Otvory v hornich
rozich obdélnikli slouzily k zavéSeni na bojku, resp. prithlednou nebarevnou PET lahev
(nejvice se osveédCily PET lahve od mléka o objemu 1 litr, a to diky jejich jednoduchému
tvaru). Na PET lahve byly obdélniky z plexiskla zavéSeny pomoci tenkého priisvitného
rybatského vlasce (znacka Triforce, DAIWA, tlouStka vlasce 0,18 mm) tim zpiisobem, aby
se pak obdélniky nachdzely 20 cm ponoifené pod vodni hladinou. Otvor na spodni strané
obdélniku slouzil k ukotveni pomoci vlasce k pevnému bodu u biehu. Takto pfipravena
plexiskla jsem rozmistila do jednotlivych lokalit (fotografie v pfiloze ¢. 16). Odbér
jednotlivych krycich skel jsem provadéla 1 az 3 tydny od umisténi na lokality. Odebrana

fasami porostld kryci skla jsem uchovavala v uzaviratelnych plastovych krabi¢kach
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(neprtihledné, bil¢, objem 15 ml, primér misky 40 mm), kterd byla naplnéna vodou z dané

lokality, do druhého dne, kdy byly zpracovany v laboratofi.

5.2 Laboratorni ¢ast

5.2.1 Tvorba trvalych preparati

Vzorky ziskané v terénu byly nasledujici den po odbéru zpracovany v algologické
laboratofi. Z kazdého vzorku byl vzdy pofizen tzv. voucher. Ze vzorki ziskanych metodou
seSkrabu jsem na podlozni sklo pipetou kapla 2-3 kapky vzorku. Kazdé takové podlozni
sklo bylo opatieno kdédem, napt. K-100217-LE, kde prvni pismeno je zkratka dané lokality
(C = Castotice, K = Kamenna, Ko = Kojatin, P = Pocoucov, R = Rudikov), ¢iselny udaj
znac¢i datum odbéru (mésic, den, rok) a ,,LE* mé inicialy. Po zaschnuti kapky jsem z takto
ptipravenych voucheru délala trvalé preparaty. V piipadé krycich skel s narosty ziskanych
metodou ,,in situ® (expozice v lomu) bylo nasledné vypalovani provadéno piimo na krycim
skle. Tvorba trvalych preparati probihala v digestofi. Podlozni/kryci skla se zaschlymi
vzorky jsem umistila na laboratorni vafi¢ (typ Stuart CB160), na kterém byla umisténa
hlinikova deska (rozméry 15 x 25 cm). Po rozehtati na cca 170 °C jsem na podlozni skla
kapala po jedné kapce 30% peroxid vodiku a to tfikrat, vzdy po disledném odpaieni.
Timto zptsobem byla ze vzorku odstranéna organicka ¢ast, kiemicité frustuly rozsivek
zistaly zachovany. Na takto upraveny vzorek jsme poté piiklopila kryci sklo s kapkou
pryskyfice Naphrax atémét hotovy trvaly preparat jsem zhruba minutu nechala jesté
na horké hlinikové desce z divodu odpafeni toluenu, jenz je soucéasti Naphraxu.
Po vychladnuti trvalych preparati je jiz bylo moZzné mikroskopovat. Rozsivky jsem
determinovala na zéakladé mikroskopovani trvalych preparati mikroskopem (Olympus
CX21) s imerznim objektivem pii zvétseni 10 x 100 s pouzitim klasickych determinaénich
klich: Krammer & Lange-Bertalot 1986; 1988; 1991a; 1991b; 2004; Hoffmann, Lange-
Bertalot & Werum 2011.
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5.2.2 Dalsi laboratorni zpracovani

Pro dalsi studium rozsivek ze zatopenych loma byly ziskané vzorky dale
zpracovavany. Z kazdého vzorku byla ponechdna Cast na ptipravu trvalého preparatu,
K pozd¢jsimu vyhodnoceni druhového slozeni vzorku. Nativni pfirodni vzorky jsem
rozetiela v Petriho miskach (primér 10 cm) na agaru s WC médiem (Guillard & Lorenzen
1972). Po10-15 dnech jsem pozorovala narostlé kolonie riznych fas
pod stereomikroskopem. Pomoci sterilni sklenéné Pasteurovy pipety vytazené do kapilary
jsem jednotlivé kolonie izolovala do serologickych desti¢ek s tekutym WC médiem.
Pti izolaci jsem se na agaru vyhybala koloniim plisni, bakterii a zelenych fas, aby izolaty
nebyly kontaminovany. Mezi izolaci jednotlivych kolonii jsem kapilaru sterilizovala
ve vafici destilované vodé umisténé na rychlovarné plotynce (typ Stuart CB160). Kazda
kolonie reprezentovala klon rozsivky jednoho druhu a v misti¢kach serologické desti¢ky
izolaty rostly po dobu 2—4 tydntl. Cisté jednodruhové kultury byly pieockovany do Petriho
misek o priméru 5 cm a ¢ast byla ponechéna na pfipravu trvalého preparatu (voucher).
Kontaminované kultury (sinice, zelené fasy, vic nez jeden druh rozsivek) se nepouzily,
pokud ale obsahovaly zajimavou rozsivku, pouZila jsem reizolaci (opét pies agarovou
plotnu). Takto ziskané kultury je tfeba urCit do druhu klasickymi morfologickymi
metodami a poté mohou byt zdrojem DNA pro molekularni praci. Zjednodusené schéma
postupu je znazornéno v Obrazku 2. Z unialgalnich kultur jsem izolovala DNA, ktera bude
nasledné osekvenovéana. Soucasti extrakce a izolace DNA je fyzické rozbiti kiemicitych
frustul rozsivek a ndsledné uvolnéni protoplastu. S pouzitim vhodnych primerti se poté
pomoci polymerdzové fetézové reakce (PCR) amplifikuje cilova oblast DNA, tzv. barcode,
ktery ma pro kazdy druh specifickou strukturu, resp. poradi bazi DNA. K vizualizaci
a kontrole PCR produktl dochazi pii gelové elektroforéze. Ziskany PCR produkt je
purifikovan a poté podroben Sangerovu sekvenovani. Ziskané sekvence jsou srovnavany

S databazi.

Ziskané vyizolované DNA unialgéalnich kultur, resp. osekvenované DNA se stanou

predmétem detailniho studia pro navazujici diplomovou praci.
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Obrazek 2: Schéma postupu (upraveno podle Zimmermann et al. 2014)
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

Celkem jsem zpracovala 31 vzorkt z 5 lokalit okresu Ttebi¢ (Castotice, Kamenna,
Kojatin, Pocoucov, Rudikov), 1 vzorek z lokality okresu Olomouc (Nova Ves) a 1 vzorek
z lokality okresu Pierov (Vykleky). Mapy zachycujici zkoumané lokality jsou v ptiloze
(Ptiloha 1-5). Mé&fené fyzikalné-chemické charakteristiky (pH, konduktivita) jsou uvedeny
v tabulce v pfiloze (Ptiloha 6). Hodnota pH se pohybovalaod 5,82 do 8,48. Konduktivita se
pohybovala od 40 pS*cm™ do 616 pS*ecm™.

Ve vzorcich bylo zastoupeno 26 rodu, nejcastéji se vyskytoval rod Nitzschia, pouze
jednim druhem byly zastoupeny rody Cyclotella, Cymbopleura, Diadesmis, Eunotia,
Platessa, Selaphora, Stenopterobia, Stephanodiscus. Celkem jsem determinovala 102
taxonti rozsivek.Vyskyt taxont v jednotlivych lokalitich je zaznamenan v Tabulce 1.
Kompletni nazvy taxont jsou uvedeny v piiloze (Pfiloha 7). Druhova bohatost v lokalitach
se pohybovala od 4 do 31 druh. Druhové nejbohatsi lokalitou byl lom v Pocoucove,
druhové nejchudsi byl lom ve Vyklekach. Tyto hodnoty ovSem nelze srovnavat, nebot
ve Vyklekdch byl proveden pouze jeden odbér vzorku, zatimco v Pocoucové bylo
provedeno osm odbéri. Druhova bohatost jednotlivych vzorkll se pohybovala od 2 (lom
Castotice, kod trvalého preparatu C-100217-LE) do 15 druhd (lom Kojatin, kod trvalého
preparatu  Ko-041717-LE). Pro porovnani, druhova bohatost epifytickych narostl
V rybnicich a tocich v povodi feky Svitavy a v pohoii Bilé Karpaty se pohybuje v rozmezi
od 1 do 34 druht na vzorek (Kollar et al. 2015). Celkova druhova bohatost epifytickych
narostii v rybnicich nachézejicich se v raznych &astech Ceské republiky se pohybuje
v rozmezi od 11 do 51 druhti (Poulickova et al. 2017).

Téméf na vsech lokalitach byla pfitomna rozsivka Achnanthidium minutissimum agg.
Jde o nejrozsifenéjSi druhovy komplex, ktery dominuje 1 v rybnicich a potocich (Kollar
et al. 2015; Letakova et al. 2018). Dalsi druhové komplexy, které se v epilitonu v lomech

vyskytly, byly Gomphonema parvulum agg., Navicula cryptocephala agg., Nitzschia palea

Poulickova et al. (2017). Z indikac¢nich druht se v lomech vyskytla acidofilni Eunotia
bilunaris, a to vlomu Castotice (pH 5,82) a také v lomu Pocoucov (pH 7,86). Jako
indikator kyselych vod je uvadéna v literatuie (Krammer & Lange-Bertalot 1991).
Planktonni rozsivky byly zastoupeny rozsivkou Cyclotella ocellata. Na substrat se
centrické rozsivky dostavaji obvykle sedimentaci z planktonu (Poulickova et al. 2008).

Pritomnost aerofytickych rozsivek Diadesmis sp. div., Hantzschia amphioxys, Luticola sp.
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div., Pinnularia borealis svéd¢i o tom, ze odbérova mista byvaji periodicky obnazena,
pfi kolisani vodni hladiny v lomu. Vyskyt téchto druhti byl zaznamenan v lomu Kamenna.
Tyto druhy jsou velmi odolné vici vysychani (Krammer & Lange-Bertalot 1986). Dale se
vyskytly i druhy typicky epifytické, napt. Cocconeis sp. div. (Letakova et al. 2018),

ptipadné druhy znamé z tekoucich vod Diatoma sp. div.

Tab. 1: Zaznamenany vyskyt taxont V jednotlivych lokalitach. Zkratky lokalit: C
Castotice, K = Kamenna, Ko = Kojatin, P = Pocoucov, R = Rudikov, V = Vykleky, NV =

Nova Ves. Pro zaznamenany vyskyt druhu je pouzito oznaceni ,,+*, v opacném piipadé ,,-.

Lokalita

Nazev taxonu C K Ko P R Vv NV

Achnanthes sp. - - - - - + -
Achnanthes exigua - - - + - - -
Achnanthidium caldonicum + - - - - - -
Achnanthidium lanceolatum -
Achnanthidium minutissimum +
Cocconeis pediculus +
Cocconeis placentula -
Cyclotella ocellata - - - - - -
Cymbella cymbiformis + - - - - -
Cymbella excisa - + - +
Cymbella tumida - - - + - - -
Cymbopleura inaequalis - - - - - - +
Diadesmis brekkaensis - + - - - - -
Diatoma mesodon - - + - - - -
Diatoma tenuis - - - - - - +
Encyonema caespitosum - - + + - - -
Encyonema minutum - + - - - - -
Encyonema silesiacum + + +

Encyonema ventricosum - - + + - - -
Enycyonema lacustre - - - +

Epithemia adnata - - - - + - -
Eunotia bilunaris + - -
Fragilaria sp. - -
Fragiaria nanana - -
Fragilaria acus - -
Fragilaria construem - -
Fragilaria tenera + -
Fragilaria vaucherie - -
Gomphonema acidoclinatum + +

+ + +
1
1
1
1

+ + +
1
1
1
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Tab. 1: Pokradovani.

Lokalita

Nazev taxonu

Gomphonema acuminatum
Gomphonema exilissimum +
Gomphonema innocens - - - +
Gomphonema lacustre - - - +
Gomphonema olivaceolacuum - - + -
Gomphonema parvulum - + + -
Gomphonema parvulum f.

saprophilum - - + -
Gomphonema sp. - - - -
Gomphonema truncatum + - + +
Hantzchia amphioxys -
Hantzschia abundans +
Luticola nivalis -
Luticola ventriconfusa -
Navicula cryptocephala + - + -
Navicula cryptofallax - - - -
Navicula cryptotenella - - +
Navicula exilis - - + -
Navicula germanii + - - -
Navicula gregaria - - - -
Navicula lanceolata + - - -
Navicula radiosa - - - -
Navicula schadei - - - -
Navicula vandamii - - - +
Navicula veneta - - - +
Navicula wildii - - + +
Nitschia palea - - + -
Nitzchia fonticola - + - +
Nitzchia tabellaria - - - -
Nitzschia sp. - + - -
Nitzschia abbreviata - - + +
Nitzschia adamata - + - +
Nitzschia brunoi - - - +
Nitzschia communis - - - +
Nitzschia draveillensis - - - -
Nitzschia filiformis - +

Nitzschia fonticola - + - +
Nitzschia frustulum - +

Nitzschia gracilis - - - -
Nitzschia heufleriana - + - -
Nitzschia intermedia + - - -
Nitzschia linearis - - - -

+ + [
A
A
o
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Tab. 1: Pokradovani.

Nazev taxonu

Lokalita

35

P

Nitzschia palea
Nitzschia palea var.
tenuirostris

Nitzschia paleaeformis
Nitzschia pura

Nitzschia radicula
Nitzschia solgensis
Nitzschia subaciculari
Nitzschia supralitorea
Nitzschia tenuis
Nitzschia tabellaria
Nitzschia umbonata
Pinnularia borealis
Pinnularia gibba
Pinnularia marchica
Pinnularia subrupestris
Placoneis paraelginensis
Placoneis placentula
Planothidium joursacence
Planothidium lanceolatum
Planothidium rostratum
Platessa hustedtii
Selaphora auldreekie
Stauroneis kriegeri
Stenopterobia delicatissima
Stephanodiscus sp.
Surirella sp.

Surirella brebissonii var.
kuetzingii

Surirella breibissonii
Surirella crumena
Surirella minuta
Surirella subsalsa
Surirella visurgis

+ + + + +

+

Celkem taxonu v lokalité

29
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ZAVER
Bakalaiska prace uvadi do problematiky tvorby DNA barcode databaze a shrnuje

dosavadni znalosti o identifikaci rozsivek ve smyslu polyfazického piistupu (tj. kombinace

molekularnich, morfologickych a ekologickych dat) v podob¢ literarni reserse.

Pfi sbéru v terénu byly vyzkouseny dvé metody — seSkrab a expozice krycich
sklicek, obé se osvédCily a je mozno je kombinovat. Idealni doba expozice sklicek je 14
dnii. Dosud bylo determinovano 102 taxont rozsivek, fotografickd dokumentace byla
pofizena u 32 taxond. Dale byly vyzkouSeny i metody preparace, izolace a kultivace
rozsivek. Zatim bylo ziskano 55 vouchert ke vzorkiim zlomd, 14 cistych klonovych
kultur, 14 vouchert k témto kulturam. Kromé toho byla optimalizovana metoda izolace
DNA, dosud jsem ziskala DNA u 14 druhii. V této Cinnosti se bude dale pokracovat

Vv diplomové praci.

Ukazalo se ze epilithon zatopenych lomi je co do celkové diverzity a druhové
bohatosti rozsivek srovnatelny s rybniky, jezery i toky. Nejvice jsou zastoupeny rody
Gomphonema, Navicula a Nitzschia. Z druhi je nejvice zastoupen komplex Achnanthidium
minutissimum agg. a Planothidium lanceolatum agg. Kromé¢ typickych narostovych druhi
se vyskytuji sedimentované druhy planktonni, alochtonni druhy tekoucich vod (z pfitoki)
arovnéz Dbioindikatory, jako Eunotia bilunaris (acidofilni), Hantzschia amphioxys

a Pinnularia borealis (aerofytické — indikujici obnazovani substratu).
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Piiloha 1: Mapa lokality Castotice.
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Pfiloha 2: Mapa lokality Kamenna.

Zdroj: www.mapy.cz (upraveno)


http://www.mapy.cz/

Ptiloha 3: Mapa lokality Kojatin.
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Ptiloha 4: Mapa lokality Pocoucov.

Zdroj: www.mapy.cz (upraveno)


http://www.mapy.cz/

Ptiloha 5: Mapa lokality Rudikov.

Zdroj: www.mapy.cz (upraveno)


http://www.mapy.cz/

Ptiloha 6: Zékladni métené charakteristiky lokalit.

Lokalita Nadmorska Vodni Obvod pH* Konduktivita*
vySka plocha

] [mn.m] [m?] [m] [nS]
Castotice 466 120+93 44+36 5,82 40
Kamenna 430 257 78 8,48 460
Kojatin 485 1082 132 7,34 143
Pocoucov 451 322 67 7,86 616
Rudikov 535 105 39 7,05 219
Nova Ves 293 30000 756 - -
Vykleky 330 30000 852 - -

*Udaje byly méfeny 24. 3. 2018.

Hodnoty pH byly naméfeny pomoci multimetru Hach, typ HQ40d multi. Konduktivita byla
méfena pomoci multimetru Hanna Instruments, typ COMBO pH/EC/TDS (mS/cm) HI
98130.

Ptiloha 7: Seznam zaznamenanych taxont S kompletnimi nazvy.

Kompletni nazev taxonu

Achnanthes sp. Bory

Achnanthes exigua Grunow

Achnanthidium caledonicum (Lange-Bertalot) Lange-Bertalot
Achnanthidium lanceolatum (Brébisson ex Kiitzing)
Achnanthidium minutissimum (Kiitzig) Czarnecki
Cocconeis pediculus Ehrenberg

Cocconeis placentula Ehrengerg

Cyclotella ocellata Pantocsek

Cymbella cymbiformis C. Agardh

Cymbella excisa Kiitzing

Cymbella tumida (Brébisson) Van Heurck
Cymbopleura inaequalis (Ehrenberg) Krammer
Diadesmis brekkaensis (Peterson) D. G. Mann
Diatoma mesodon (Ehrenberg) Kiitzing

Diatoma tenuis C. Agardh

Encyonema caespitosum Kiitzing

Encyonema minutum (Hilse) D. G. Mann
Encyonema silesiacum (Bleisch) D. G. Mann
Encyonema ventricosum (C. Agardh) Grunow




Pfiloha 7: Pokradovani.

Kompletni nazev taxonu

Encyonema lacustre (C. Agardh) Pantocsek

Epithemia adnata (Kiitzing) Brébisson

Eunotia bilunaris (Ehrenberg) Schaarschmidt

Fragilaria sp. Lyngbye, 1819

Fragilaria nanana Lange-Bertalot

Fragilaria acus (Kiitzing) Lange-Bertalot

Fragilaria construens (Ehrenberg) Grunow

Fragilaria tenera (W. Smith) Lange-Bertalot

Fragilaria vaucheriae (Kiitzing) Petersen

Gomphonema acidoclinatum Lange-Bertalot & Reichardt
Gomphonema acuminatum Ehrenberg

Gomphonema exilissimum (Grunow) Lange-Bertalot & E. Reichardt
Gomphonema innocens E, Reichardt

Gomphonema olivaceolacuum (Lange-Bertalot & E. Reichardt) Lange-Bertalot &
E. Reichardt

Gomphonema parvulum (Kiitzing) Kiitzing
Gomphonema parvulum f. saprophilum Lange-Bertalot & E. Reichardt
Gomphonema sp. Ehrenberg, 1832

Gomphonema truncatum Ehrengerb

Hantzschia amphioxys (Ehrenberg) Grunow
Hantzschia abundans Lange-Bertalot

Luticola nivalis (Ehrenberg) D. G. Mann

Luticola ventriconfusa Lange-Bertalot

Navicula cryptocephala Kiitzing

Navicula cryptofallax Lange-Bertalot & G. Hofmann
Navicula cryptotenella Lange-Bertalot

Navicula exilis Kiitzing

Navicula germanii Grunow

Navicula gregaria Donkin

Navicula lanceolata Ehrenberg

Navicula radiosa Kiitzing

Navicula schadei Krasske

Navicula vandamii Schoeman & R. E. M. Archibald
Navicula veneta Kiitzing

Navicula wildii Lange-Bertalot

Nitschia palea (Kiitzing) W. Smith

Nitzchia fonticola (Grunow) Grunow

Nitzchia tabellaria (Grunow) Grunow

Nitzschia sp. Hassall, 1845

Nitzschia abbreviata Hustedt

Nitzschia adamata Hustedt

Nitzschia brunoi Lange-Bertalot

Nitzschia communis Rabenhorst



Pfiloha 7: Pokradovani.

Kompletni nazev taxonu

Nitzschia draveillensis Coste & Ricard

Nitzschia filiformis (W. Smith) Van Heurck

Nitzschia fonticola (Grunow) Grunow

Nitzschia frustulum (Kiitzing) Grunow

Nitzschia gracilis Hantzsch

Nitzschia heufleriana Grunow

Nitzschia intermedia Hantzsch

Nitzschia linearis (C. Agardh) W. Smith

Nitzschia palea (Kiitzing) W. Smith

Nitzschia palea var. tenuirostris Grunow

Nitzschia paleaeformis Hustedt

Nitzschia pura Hustedt

Nitzschia radicula Hustedt

Nitzschia solgensis Cleve-Euler

Nitzschia subacicularis Hustedt

Nitzschia supralitorea Lange-Bertalot

Nitzschia tenuis W. Smith

Nitzschia tabellaria Grunow

Nitzschia umbonata (Ehrenberg) Lange-Bertalot

Pinnularia borealis Ehrenberg

Pinnularia gibba (Ehrenberg) Ehrenberg

Pinnularia marchica I. Schonfelder

Pinnularia subrupestris Krammer

Placoneis paraelginensis Lange-Bertalot

Placoneis placentula (Ehrenberg) Mereschkowsky
Planothidium joursacence (Héribaud-Joseph) Lange-Bertalot
Planothidium lanceolatum (Brébisson ex Kiitzing) Lange-Bertalot
Planothidium rostratum (@strup) Lange-Bertalot

Platessa hustedtii (Krasske) Lange-Bertalot

Selaphora auldreekie D. G. Mann & S. M. McDonald
Stauroneis kriegeri Patrick

Stenopterobia delicatissima (F.W.Lewis) Brébisson ex Van Heurck
Stephanodiscus sp. Ehrenberg

Surirella sp. Turpin

Surirella brebissonii var. Kuetzingii Krammer & Lange-Bertalot
Surirella breibissonii Krammer & Lange-Bertalot

Surirella crumena Brébisson ex Kiitzing

Surirella minuta Brébisson ex Kiitzing

Surirella subsalsa W.Smith

Surirella visurgis Hustedt
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Ptiloha 8: Mikrofotografie rozsivek z vytvotenych trvalych preparata 1.
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Kompletni nazev taxonu Kéd preparatu Lokalita
1-  Hantzschia amphioxys (Ehrenberg) Grunow K-050217-LE Kamenna
2 - Hantzschia amphioxys (Ehrenberg) Grunow K-050217-LE Kamenna
3-  Luticola ventriconfusa Lange-Bertalot K-050217-LE Kamenna
4 - Luticola nivalis (Ehrenberg) D. G. Mann K-050217-LE Kamenna
5-  Surirella minuta Brébisson ex Kiitzing 1849 K-050217-LE Kamenna
6-  Diadesmis brekkaensis (Peterson) D. G. Mann K-050217-LE Kamenna
7-  Navicula schadei Krasske NV-5.4.2017  Nova Ves
8-  Selaphora auldreekie D. G. Mann & S. M. McDonald K-050217-LE Kamenna
9-  Gomphonema acuminatumEhrenberg Ko-041717-LE  Kojatin
10 - Gomphonema truncatum Ehrberg NV-5.4.2017  Nova Ves
11 - Gomphonema acidoclinatum Lange-Bertalot & Reichardt Ko-041717-LE  Kojatin
12 - Gomphonema parvulum (Kiitzing) Kiitzing K-050217-LE Kamenna
13 - Nitzschia tabellaria Grunow NV-5.4.2017  Nova Ves
14 - Stephanodiscus sp. Ehrenberg Ko-041717-LE  Kojatin
15 - Cyclotella ocellata Pantocsek NV-5.4.2017  Nova Ves
16 - Cyclotella ocellata Pantocsek NV-5.4.2017  Nova Ves
17 - Planothidium lanceolatum (Brébisson ex Kiitzing) Lange-Bertalot ~K-050217-LE Kamenna
18 -  Planothidium lanceolatum (Brébisson ex Kiitzing) Lange-Bertalot Ko0-041717-LE  Kojatin
19 - Planothidium lanceolatum (Brébisson ex Kiitzing) Lange-Bertalot Ko0-041717-LE  Kojatin
20 - Planothidium lanceolatum (Brébisson ex Kiitzing) Lange-Bertalot Ko0-041717-LE  Kojatin
21 - Planothidium lanceolatum (Brébisson ex Kiitzing) Lange-Bertalot P-092517-LE Pocoucov
22 - Encyonema silesiacum (Bleisch) D. G. Mann K-050217-LE Kamenna
23 - Encyonema silesiacum (Bleisch) D. G. Mann Ko-041717-LE  Kojatin
24 - Encyonema silesiacum (Bleisch) D. G. Mann K-050217-LE Kamenna
25 - Encyonema silesiacum (Bleisch) D. G. Mann Ko-041717-LE  Kojatin
26 - Cymbella cymbiformis C. Agardh 1830 NV-5.4.2017  Nova Ves




Ptiloha 9: Mikrofotografie rozsivek z vytvotenych trvalych preparata 2.
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Kompletni nazev taxonu Kdéd preparatu  Lokalita
27 - Encyonema silesiacum (Bleisch) D. G. Mann K-050217-LE Kamenna
28 - Fragilaria vaucheriae (Kiitzing) Petersen Ko-041717-LE  Kojatin
29 - Fragilaria vaucheriae (Kiitzing) Petersen NV-5. 4. 2018 Nova Ves
30 - Stauroneis kriegeri Patrick Ko-041717-LE  Kojatin
31- Fragilaria tenera (W. Smith) Lange-Bertalot Ko0-041717-LE  Kojatin
32 - Fragilaria tenera (W. Smith) Lange-Bertalot Ko-041717-LE  Kojatin
33 - Fragilaria tenera (W. Smith) Lange-Bertalot Ko0-041717-LE  Kojatin
34 - Fragilaria nanana Lange-Bertalot Ko-041717-LE  Kojatin
35- Diatoma tenuis Agardh NV-5. 4. 2017 Nova Ves
36 - Diatoma tenuis Agardh NV-5. 4. 2018 Nova Ves
37 - Diatoma tenuis Agardh NV-5. 4. 2019 Nova Ves
38 - Fragilaria nanana Lange-Bertalot Ko0-041717-LE  Kojatin
39 - Navicula wildii Lange-Bertalot Ko0-041717-LE  Kojatin
40 - Navicula wildii Lange-Bertalot Ko-041717-LE  Kojatin
41 - Navicula wildii Lange-Bertalot Ko0-041717-LE  Kojatin
42 - Navicula cryptofallax Lange-Bertalot & G. Hofmann  NV-5. 4. 2017 Nova Ves
43 - Navicula wildii Lange-Bertalot P-092517-LE Pocoucov
44 - Nitzschia adamata Hustedt NV-5. 4. 2017 Nova Ves
45 - Nitzschia adamata Hustedt NV-5. 4. 2017 Nova Ves
46 - Nitzschia palea (Kiitzing) W. Smith Ko0-041717-LE  Kojatin
47 - Nitzschia palea (Kiitzing) W. Smith Ko0-041717-LE  Kojatin




Ptiloha 10: Mikrofotografie rozsivek z vytvotenych trvalych preparati 3.
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Kompletni nazev taxonu Kod preparatu  Lokalita
48 - Nitzschia linearis (C. Agardh) W. Smith NV-5. 4. 2017 Nova Ves
49 - Fragilaria nanana Ange-Bertalot Ko0-041717-LE  Kojatin

50 - Cymbopleura inaequalis (Ehrenberg) Krammer 2003 NV-5. 4. 2017 Nova Ves




Piiloha 11: Fotografie lokality Castotice.

Fotografie potizena 24. 3. 2018, autor Leona Eichlerova.

Ptiloha 12: Fotografie lokality Kamenna.

Fotografie potizena 24. 3. 2018, autor Leona Eichlerova.



Ptiloha 13: Fotografie lokality Kojatin.

Fotografie potizena 24. 3. 2018, autor Leona Eichlerova.

Ptiloha 14: Fotografie lokality Pocoucov.

Fotografie potizena 24. 3. 2018, autor Leona Eichlerova.



Ptiloha 15: Fotografie lokality Rudikov.

Fotografie potizena 24. 3. 2018, autor Leona Eichlerova.

Ptiloha 16: Fotografie metody odbéru vzorku.

Fotografie potizena 17. 4. 2017, autor Ladislav Eichler.



