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ABSTRAKT

Rozsivky jsou jednobunééné organismy, pattici do skupiny mikroskopickych fas,
které se vyskytuji ve vSech vodnich prostiedich. Diky jejich rozsifeni a citlivosti na
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kratkého useku DNA, tzv. DNA barcodes. Pro ucinné pouziti je zapotiebi dobie
vytvofena databaze, ktera zahrnuje morfologicka, molekularni a ekologickd data o
rozsivkovych druzich. V této praci byla zpracovana reserSe k tomuto tématu na navazujici
diplomovou praci, detailng;si charakteristika sledované skupiny fas a byly vyzkouseny
metody sbéru, izolace a kultivace materidlu. Vzorky rozsivek byly odebrany na 12
lokalitdich a ze vSech vytvofeny trvalé preparaty. Z 8 vzorka byly izolovany klonové
kultury rozsivek pro dalsi zpracovani. Na zavér prace bylo vytvoreno praktické cviceni

na téma: ,,Rozsivky v pfirodé a pod drobnohledem* pro studenty SS.

Klicova slova: DNA barcoding, rozsivky, praktické cviceni, piskovny, Morava
Pocet stran: 75
Pocet ptiloh: 13

Jazyk: Cesky



BIBLIOGRAFIC IDENTIFICATION

First name and surname of the autor: Tereza Reimerova

Name of the thesis: DNA barcode database for identification of diatoms inhabiting

sandpits

Type of thesis: Bachelor

Workplace: Department of Botany, Faculty of Science
Thesis supervisor: Prof. RNDr. Aloisie Pouli¢kova, CSc.

Year of defence: 2019

ABSTRACT
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taxonomic expertise. Currently, the DNA barcoding method is suggested for easier
identification of diatoms. DNA barcoding is based on the identification of a short DNA
segment, the so-called DNA barcode. A well-developed database that includes
morphological, molecular and ecological data on diatom species is needed for effective
use. This bachelor theses (as introduction of the diploma theses) focus on detail
characterization of investigated algal group and training methods of diatom sampling,
isolation and cultivation. Diatoms from 12 sites were sampled, cleaned and mounted in
Naphrax pernamet slides. Finally, a practical exercise “Diatoms in nature and under

microscope” arised as a didactic output for secondary school students.

Keywords: DNA barcoding, diatoms, practical exercise, sandpits, Morava
Number of pages: 75
Number of appendices: 13

Language: Czech



OBSAH

UVOD ..ot b bbbttt n bbb 8
CILE PRACE ..ottt 9
TEORETICKA CAST .......ovvvoiviieiieristists st 10
1 CHARAKTERISTIKA TRIDY BACILLARIOPHYCEAE ...........c..ccc........... 10
1.1 Taxonomické zafazeni a Vyvoj TOZSIVEK ......cccvvvviiiiiiiniiiiiiiiic e 10
1.1.1  SyStEM FOZSIVEK .uvvviiiiiiiiiiie ittt ine e 12

1.2 Stavba BUNKY ..veiciiiiiiiic it 12
121 FrUSHULA. ..o 12
1.2.2  RAPNE....eee s 14
1.2.3  PrOtOPIaST ...c..oieiiiiieieeee s 14

1.3 ROZMNOZOVANT ....tiiiiiiiiiiiie ettt bbbt sneas 16
1.3.1  Nepohlavni rOZMNOZOVANT ......ccoeiveiiiiiiieiece e 16
1.3.2  Pohlavni roZmMNOZOVANT........ccceiiuieiiieiieiiee e 17

I (o] (o] o TSR 19

2 VYBRANE RODY PISKOVEN .........cooooumirimrinienisnississsssssssssenens 20
3 DNABARCODING V BIOMONITORINGU ......ccocoviiiiiiiiicciisse s 35
3.1 BIOMONITOTING .veivieiieie ettt e ste e reesre e 35
3.2 DNADACOUING .. 36
3.3  DNA barcoding U rOZSIVEK .........ccoiiiiiieiiieiese e 36
3.4 Princip identifikace pomoci DNA barcodingu..........cccvvverviiiiieciiiiiinieseeins 37
PRAKTICKA CAST ...ttt 39
4 LOKALITY ot 39
4.1  Charakteristika jednotlivych lokalit .........ccccooviiiiiiiiiiiiie 39

5 METODIKA bbb 44
O. 1 Terénni PraCE ....cuviivieiiiiieiiieie e 44
5.2 LabOoratorni PIACE .......cccueiieriiriiiiieiisie sttt 44
5.2.1  Trvalé PreParaLY ..occvecveiuieieiiiesieeie ettt 45
5.2.2  Zpracovani nativnich vZorkl...........ccoooviiiiiiiiiiiicc e 45

6 DIDAKTICKA CAST......oooviiiiriiirieiiieeisssisssssss s 47
6.1  Praktické cviceni uréené pro studenty SS .........cccoooereiirieciecieeeseiese e, 47
6.2  Praktické cviteni — verze pro uitele SS .......coviirroeiiieriieeceeere e, 51
ZAVER ..ottt 52
REFERENCNI SEZNAM ........oooiiiiieieeeieteeeeee e seesees s 53



Univerzita Palackého v Olomouci, Prirodovédecka fakulta 8
UVOD

Rozsivky jsou vyznamnou skupinou jednobunécnych mikroskopickych fas
s vyskytem ve sladkych, brakickych i slanych vodach, v planktonu i bentosu a v Siroké
Skale ekologickych podminek s vyjimkou horkych pramenti a hypersalinnich vod
(Zimmermann et al., 2014). Jejich citlivost K jednotlivym ekologickym faktorim je
druhové specifickd, proto jsou v ramci statt EU vyuzivany pro biomonitoring Cistoty
hydrobiologové jako Prof. Vladimir Sladec¢ek a Dr. Petr Marvan (Poulickova, 2011).
Systémy indikace trofie a saprobity pouzivané u nds i v EU jsou zaloZzeny na
morfologické identifikaci rozsivek ve svételném mikroskopu a maji své nevyhody: jsou
pracné, zdlouhavé a vyzaduji dobrou znalost taxonomie rozsivek. Tyto nevyhody by
mohly byt eliminovany vyuzitim molekularnich metod, u nichz se v blizké budoucnosti
predpokladd rozvoj, vétsi dostupnost a snizovani financnich nakladt. Ekologické
informace, které jsou dostupné pro jednotlivé druhy rozsivek, je tfeba propojit
s modernimi molekuldrnimi metodami formou databdze (Zimmermann et al. 2014).
Databaze by méla obsahovat vSechny dostupné informace ke kazdému bioindika¢nimu
druhu, tj. morfometrii, morfologii s fotografickou dokumentaci, ekologickou valenci a
sekvenci, tzv. DNA barcode. Diatomologové =z evropskych zemi vytvofili na
Mezinarodni diatomologické konferenci v Ghentu vroce 2011 volné spoleCenstvi
DIADEM, kter¢ usiluje o dopliiovani databaze a prosazeni nové metody DNA barcodingu
do norem EU.
Moje prace se vénuje dokumentaci diverzity rozsivek zijicich pfisedle na vodnich

rostlinach v dosud piehlizenych vodnich nédrzich - piskovnach.
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CILE PRACE

Cilem mé bakalafské prace je ptiprava na praci diplomovou, kterd by méla ptispét
k dopInéni databaze rozsivek o druhy typické pro piskovny. Soucasti DNA barcode
databaze jsou data morfologicka, ekologicka a molekularni a ma v budoucnu slouzit pro
ucely moderniho biomonitoringu povrchovych vod. Bakalaiska prace je literarni resersi
k danému tématu, dale je tfeba nasbirat vzorky z vybranych piskoven na Moravé a naucit
se metody zpracovani vzorkd.

Dalsim cilem prace je aplikace rozsivek ve vyuce na stiednich Skolach vytvofenim

praktického cviceni na téma: ,,Rozsivky v ptirodé a pod drobnohledem*.

Bakalatska prace:

1) Vytvofeni literarni reserse

2) Vybeér lokalit a sbér vzorka

3) Vytvofeni trvalych preparatt a kultivace vzorka

4) Vybeér a popis nejcastéji se vyskytujicich rodu rozsivek v piskovnach

5) Vytvofeni praktického cviteni pro studenty SS
Diplomova prace:

1) Determinace vzorkt na zakladé morfologickych znakt
2) Izolace klonovych kultur rozsivek
3) Izolace DNA a sekvenovani

4) Vyhodnoceni druhového slozeni piskoven
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TEORETICKA CAST

1 CHARAKTERISTIKA TRiDY BACILLARIOPHYCEAE

Rozsivky (Bacillariophyceae) jsou mikroskopické jednobunééné eukaryotické
fasy. Tyto jednobunécné organismy mohou zit samostatné nebo vytvaret kolonie, ty jsou
ve tvaru vlaken, pasa ¢i trubek (Hildebrant, 2011). Samotnou buiku rozsivek chrani
kiemicita frustula slozend vzdy ze dvou casti. Frustuly mohou byt bilateralné soumérné
(penatni rozsivky) nebo paprsCité soumérné (centrické rozsivky). Rozsivky jsou
organismy, které obsahuji chlorofyl a + ¢, B-karoten a nékteré xantofyly, jako naptiklad
fukoxantin, diatoxantin a diadinoxantin. Zasobni latkou rozsivek je chrysolaminaran a
olej. Rozsivky se rozmnozuji nepohlavné i pohlavng a jejich zivotni cyklus je gameticky

(Kalina & Vana, 2010).

1.1 Taxonomické zaFazeni a vyvoj rozsivek

Rozsivky patii mezi Stramenopiles do vyvojové skupiny SAR (Stramenopiles,
Alveolata, Rhizaria) (Adl et al., 2019).

Nase znalosti o pivodu rozsivek rozsifuji a potvrzuji informace, které byly
odhaleny fylogenomickymi analyzami. Jiz pfed vice nez 30 lety bylo na zakladé
plastidové infrastruktury navrhnuto, ze skupina Stramenopiles (soucasti jsou rozsivky) se
vyvinula sekundarni endosymbidzou (graficky zndzornéno na obr. 1). Diky této udalosti
nesou rozsivkové genomy stopy obou endosymbiotickych fas (Bowler et al., 2009). Tato
udalost probéhla ptiblizné pied 1200 az 700 Ma (Benoiston et al., 2017).

Skupina Bacillariophyceae se diive rozdélovala na dvé hlavni skupiny, a to
centrické a penatni rozsivky, které jsou nekdy popisovany jako dva tady (Centrales a
Pennales) (Hoek van den et al., 1995). Tyto dvé skupiny se od sebe odliSuji symetrii
schranky, vzorovanim, zplsobem pohlavniho rozmnoZovéni, poctem a strukturou
plastidii (Round et al., 1990). Od vyvojov¢ starSich rozsivek centrickych se cca pred 70
Ma odstépily vyvojoveé mladsi rozsivky penatni (Theriot et al., 2010; Benoiston et al.,
2017).

Nicmén¢ Round et al. (1990) rozliSuje tii tfidy — Coscinodiscophyceae (centrické
rozsivky), Fragilariophyceae (penatni rozsivky bez raphe), Bacillariophyceae (penatni
rozsivky s raphe).
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HETEROTROFNI HOSTITELSKA BUNKA e,

AUTOTROFNI AUTOTROENT

PREDCI:II;TDCE, PREDCHUDCE.
ZELENA RASA CERVENA RASA 700 -
(ENDOSYMBIONT) (ENDOSYMBIONT) T 1200 Ma

Nra

SEKUNDARNI ENDOSYMBIONT

—

PREDEK
\ ROZSIVEK

200 Ma

70 Ma

L

CENTRICKE ROZSIVKY

PENATNI ROZSIVKY

Obr. 1: Schématické znazornéni vyvoje rozsivek sekundarni endosymbiézou. N — jadro,
Nm- nukleomorf, CH — chloroplast, M — mitochondrie (upraveno podle Benoiston et al.,
2017)
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1.1.1 Systém rozsivek

Systém rozsivek podle Kalina & Vana (2010):
Podtiida: Coscinodiscophycidae (centrické rozsivky)
Rad: Coscinodiscales
Rad: Biddulphiales
Rad: Rhizosoleniales
Rad: Chaetocerales
Podttida: Fragilariophycidae (penatni rozsivky bez raphe)
Rad: Fragilariales
Podtfida: Bacillariophycidae (penatni rozsivky s raphe)
Rad: Eunotiales
Rad: Naviculales
Rad: Achnanthales
Rad: Bacillariales
Rad: Epithemiales

Rad: Surirellales

1.2  Stavba bunky

Buiky rozsivek jsou ulozeny v kiemiéité schrance a jsou vzdy jednojaderné.
Stélka je kokdlni a ve vegetativnim stddiu se u nich nenachazeji biciky. U zastupci
penatnich rozsivek bi¢ikata stadia viibec nenajdeme. Buné¢na sténa je tvotrena pektinovou
vrstvou a ta je chranéna jiz zminénou kfemicitou schrankou (frustula) (Zerov, 1977).
Pohyb u né¢kterych rodd rozsivek je umoznén diky podélné Stérbiné (raphe), ktera
prochazi pies schranku (Hindak et al., 1978). Frustula, raphe a protoplast jsou blize

popsany V nasledujicich kapitolach.

1.2.1 Frustula

Hlavnim znakem rozsivek je kiemicita frustula (Kalina & Vana, 2010). Kompletni
frustula se obvykle sklada ze dvou ¢asti tzv. thek (Cox, 2011). Vétsi theka je oznacovana
jako epitheka a ptikryva mensi theku (hypotheku) jako viko krabi¢ku. Vyska téchto dvou

polovin je pfiblizné stejna. Kazda z polovin je tvofena ze dna (valva) a bo¢ni Casti theky
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(pleura). Pleura epitheky piekryva pleuru hypotheky (Fott, 1956). Néekteré centrické
rozsivky pleuru nemaji a uzaviraji se ohnutymi okraji valvy. Schranky maji slozitou
stavbu, na které mizeme rozeznat fadu struktur jako tecky, ryhy, listy a také komurky
(areoly). Prostfednictvim tec¢ek, které predstavuji pory, je protoplast spojen s vnéjsim
okolim (Zerov, 1977). Pii pozorovani jednotlivych schranek v mikroskopu rozeznavame
valvarni pohled (vidime plochu misky) a pleuralni pohled (pozorujeme buiiku z boku)
(Kalina & Vana, 2010) (viz obr. 2).

Frustula je povazovana za pilif a jeji morfologie je vétSinou popsana ze dvou
pohledt, valvy a bo¢niho pasu (pleury, angl. girdle). Ty se nachazeji na ¢elni strané a
z boku frustuly. Vétsi morfologickou variabilitu vykazuji pohledy na valvy nez na pleury.
Valvy mohou mit tvar kruhovy az ovalny nebo rtizné podlouhly az sigmoidni (Cox, 2011).
Varianty tvaru a jejich popisy lze nalézt v Hendey (1964) a Barber & Haworth (1981).

Schranka u rozsivek mize mit bud’ bilateralni soumérnost (penatni rozsivky) nebo

radialni soumérnost (centrické rozsivky) (Hindak et al., 1978).

Obr. 2: Frustula. A — pleuralni pohled, B — valvarni pohled, a — epitheka, b — hypotheka,
r —raphe (upraveno podle Oltmannse, 1922)
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1.2.2 Raphe

U vétsiny penatnich rozsivek kromé celedi Fragilariaceae probiha ptes valvu
podélna $térbina nazyvana raphe. Stérbinovité raphe vétsinou probiha stfedem misky,
ziidka je posunuté k jednomu z jejich okraju (Cymbella). U nékterych vyvojoveé
odvozenych typl rozsivek nastala Uiplna nebo ¢aste¢na redukce raphe aspon na jedné
z misek. Ty druhy, u kterych se raphe vyvinulo, maji schopnost aktivniho pohybu. Ten
se vysvétluje proudénim cytoplazmy ve §térbinach nebo v kanalku raphe (Hindak et al.,
1978). Typy rozsivek bez raphe maji v mistech, kde raphe byva, pteruseno ryhovani
(pseudoraphe) (Zerov, 1977).

Raphe je Casto rovné, avsak vyjimkou jsou jeho centralni a polové uzly (Round et
al., 1990). Muzeme si ptedstavit, Ze rust raphe kon¢i, kdyZ narazi na tuhou piekazku,
jako je centralni uzel nebo sténa ephitheky. Ostrost ohybani konce mize odrazet tuhost
prekazky (Gordon & Tiffany, 2011).

Prvni nalez rozsivky s raphe byl z obdobi paleocenu na izemi Ruska (Sim et al.,
2006).

1.2.3 Protoplast

Protoplast vypliuje celou bunku rozsivek a zasahuje i do raphe. Ve stfedu bunky
je ulozeno + kulovité jadro. Uvnitt jadra je umisténo jedno nebo vice jadérek (nukleolt)
a drobna chromatinova zrnka (Fott, 1956). Rozmisténi chromatinu v interfaznim jadie je
druhove¢ specifické a je mozné ho pozorovat po obarveni (Poulickova et al. 2010).

Chloroplasty mohou byt velké a deskovité, bud’ s ¢lenitymi, nebo s celistvymi
okraji ¢i laloky. Mohou to byt také malé kotoucovité struktury (Cox, 1996). Chloroplasty
jsou obvykle zlatavé hnédé¢, protoze chlorofyl je maskovan pomocnym pigmentem
fukoxantinem (Hoek van den et al., 1995). Kromé fukoxantinu a chlorofylu obsahuji tyto
organely jest¢ dalsi pigment, P-karoten (Fott, 1956). U kazdého plastidu je
Vv elektronovém mikroskopu mozné vidét, ze je obklopen Ctyfmi membranami. Vngjsi dve
pfedstavuji plastické endoplasmatické retikulum a dal$i dvé jsou membrany samotné
organely. Uvnitf plastidi je fada vice €1 méné paralelnich lamel, z nichZ kazda je tvotfena
tremi thylakoidy, které vedou ptes celou délku plastidu. DNA plastidu je lokalizovana
v kruhu kolem jeho okraje, tésné pod pleurou (Round et al., 1990). U vétsSich plastida je
nékdy viditelné jedno nebo vice bilkovinnych télisek (pyrenoidy). U taxona s vétSim

mnozstvim plastidi jsou plastidy zhruba kruhovitého tvaru a jsou nepravidelné
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rozmistény po obvodu bunky (obr. 3, B). U taxonll s mensim mnozstvim plastidi jsou
tyto plastidy pomérné velké a zaujimaji charakteristické misto v bunce (obr. 3, A).

VétSina bunék obsahuje jednu nebo dvé vakuoly (obr. 3, v), takze cytoplazma je
periferni. N¢které rozsivky vytvaieji cytoplazmaticky mastek (obr. 3, cm) obsahujici
jadro (obr. 3, j). Casto jsou také v mikroskopu vidény olejové kapky (obr. 3, ok) a zrnité
inkluze (Cox, 1996).

Stejné jako chloroplasty, jadro, vakuoly, obsahuji buiky rozsivek také
mitochondrie, Golgiho aparat, endoplazmatické retikulum a ribozomy, vS§echny organely
charakteristické pro eukaryotické burnky (Hoek van den et al., 1995).

U rozsivek jsou nejdulezitéjsimi zasobnimi latkami chrysolaminaran a
B-1, 3-glukan (Roessler, 1987), které jsou ulozeny v roztocich ve specialnich vakuolach.
Chrysolaminaran se jako zasobni latka vyskytuje také u Chrysophyceae (zlativky) a
Phaeophyceae (chaluhy). Rozsivky ¢asto ve svych buiikach hromadi i tuky (Hoek van
den et al., 1995).

Obr. 3: Protoplast rozsivek. A — penatni rozsivka, B — centricka rozsivka,
ch — chloroplast, v — vakuola, j — jadro, cm — cytoplazmaticky mustek, ok — olejové

kapicky (upraveno podle Cox, 1996)
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1.3 Rozmnozovani

Kromé typické stavby schranky u rozsivek je u nich typicky také jejich zivotni
cyklus, ve kterém hraje velkou roli velikost a pohlavi. Navic je cyklus rozsivek oproti
jinym jednobunéénym organismim pomérné dlouhy (Mann, 2011). Béhem zivotniho
cyklu se stiidaji dvé faze:

1) Vegetativni faze, ve které se bunky rozmnozuji nepohlavné mitoticky a jejich
buniky se neustale zmensuji. Tato faze mlize trvat mésice az roky.
2) ,,Omlazovaci faze* — pohlavni rozmnozovani, které trva né€kolik dni a které obnovi

velikost bun¢k na maximum pomoci specialni buriky, auxospory (Round et al., 1990).

1.3.1 Nepohlavni rozmnoZovani

U rozsivek prevladd nepohlavni rozmnozovani, tzv. déleni. Ptfi tomto dé¢leni
vzniknou dvé dcefiné buniky a kazd4 z nich obdrzi jednu polovinu frustuly. Protoze si
mohou dotvofit pouze hypotheku (mensi ¢ast frustuly), tak dochédzi k tomu, Ze cast
populace, ktera pti dé€leni obdrzela hypotheku, se v pribéhu vegetativniho mnozeni
zmenSuje (obr. 4). Tomuto principu, ktery je u rozsivek unikatni, se tikd Pfitzer-
MacDonaldovo pravidlo (Pfitzner, 1869; Macdonald, 1869). K neustalému zmenSovani
bun¢k dochéazi az do dosaZeni pohlavni zralosti. Pohlavniho rozmnoZovéani jsou rozsivky
schopné v urcitém velikostnim rozpéti, které je druhové specifické (Kalina & Vana,
2010). Jako je tomu u bunék vSech organismu, i bufika rozsivek musi zdvojnasobit
vSechny své organely, replikovat chromozomy a nasledné vSe rozdélit mezi dvé dcetiné
bunky (Round et al., 1990).

Dobfe Ize zménu velikosti schranky pozorovat na velkych rozsivkach, protoze je

viditelné, Ze hypotheka je mensi nez epitheka (Round et al., 1990).

Obr. 4: Schéma d¢leni schranky u rozsivek. 1 — epitheka matetské bunky, 2 — hypotheka

matefské buniky, 3 — novée vytvorena hypotheka, 4 — nové vytvorena hypotheka
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Naptiklad u velkého rodu Coscinodiscus se mize primér schranky zmensit z 600
na 250 um, coz zpisobi také snizeni objemu bunky. Takové velké zmény velikosti vedou
k problémtim v identifikaci a klasifikaci rozsivek. Hlavn¢ kvuli tomu, ze u vétSiny druhd
neni znama cela skala velikosti od pocatecni nejvetsi buiiky (inicialni buiiky) po pohlavné
aktivni bunku (gametangium), nebo nejsou tyto informace dostate¢né¢ dokumentovany
(Round et al., 1990).

U centrickych rozsivek se hlavni tvarové vlastnosti schranky téméf neméni. U
penatnich rozsivek zlstava struktura a vzorovani schranky stejné, ale jeji obrys se miize
Z linearniho ¢i linedrné-kopinatého zménit na ovalny az témét kruhovy. Déje se tak proto,
ze Sitka schranky u penatnich rozsivek klesa umérné mnohem pomaleji nez jejich délka
(napt. rody Rhaphoneis a Delphineis) (Round et al., 1990).

Nicméné existuje né€kolik zdznaml (Geitler, 1932; Locker, 1950), hlavné
z experimentalnich studii, ze u n€kterych taxont k redukci velikosti viibec nedochazi.
Avsak neni dosud znamo, jak Casto se tento jev vyskytuje v ptirodé. U Eunotia pectinalis
(Geitler, 1932) je teoreticky mozné, a v kulturach se vyskytujici, Ze jeji dcefiné schranky
mohou byt vétsi nez rodiCovské. OvSem za predpokladu, Ze pleura je dostate¢né klenuta
(Round et al., 1990).

1.3.2 Pohlavni rozmnoZovani

Po fazi nepohlavniho rozmnoZovani (dé€leni), kdy se buiiky neustale zmenSuji,
nasleduje faze auxosporulace, kdy se diky expanzi auxospory obnovi vychozi velikost
bunky. Této fazi vétSinou (existuji vyjimky) pfedchazi meidza a pohlavni rozmnoZzovani
(Round et al., 1990). Pohlavniho rozmnozovani jsou rozsivky schopné v urCitém
velikostnim rozpéti, které je druhové specifické (Kalina & Vana, 2010).

Rozsivky jsou diploidni a meidza nastava béhem gametogeneze (Mann, 2011).
Jedinou haploidni buiikou u rozsivek je gameta (Kalina & Vana, 2010). K tomu, aby se
buiiky zacaly pohlavné mnozit, jsou potiebné, kromé dosazeni urcitého rozpéti velikosti,
také faktory prostiedi: optimalni podminky a hustota populace (Mann, 2011).

Dilezitym objevem v rozmnoZovani rozsivek je fakt, Ze mnoho penatnich
rozsivek je heterothalickych a vétSina centrickych, kromé vyjimek, je homothalickych.
Jsou to obecné proterogyni¢ni hermafroditi, kteti v prvni fazi produkuji samici vaje¢nou
buniku. Nasleduje faze druhd, kdy bunka produkuje samcéi pohlavni buiiky,
spermatozoidy. Tyto faze se Casto piekryvaji (Chepurnov & Mann, 2004).
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U centrickych rozsivek probihd oogamie. V tomto procesu dochazi k oplodnéni
velké sami¢i nepohyblivé buitkky mensi pohyblivou sam¢i gametou (spermatozoid) za
vzniku auxospory (Round et al., 1990). Spermatozoidy mohou vznikat vice zptsoby.
V nejjednodussim  piipadé¢ dochazi k pfimé produkci spermatocyti  pomoci
nediferencovanych bunék (Geitler, 1952). V jinych pftipadech jsou spermatocyty
produkovany spermatogoniemi, coz jsou diferencované a mitoticky aktivni buiky.
Spermatozoidy centrickych rozsivek jsou jedinym monadoidnim stddiem u rozsivek a
maji jeden bi¢ik (Round et al., 1990). Vaje¢né buiiky jsou produkovany jednoduseji nez
spermatozoidy, protoze mezi vegetativni buiikou a oocytem neprobiha mitdza. Oocyt se
od vegetativni bunky 1i8i vétsi délkou, hustsi cytoplazmou a cetnéj§imi plazmidy. Mohou
se vytvaret tii rizné typy vaje¢nych bunék v zavislosti na tom, jestli po meidze I nastdva
cytokineze ¢i nikoli (Drebes, 1977).

Penatni rozsivky se rozmnozuji izogamicky (ob€ gamety jsou stejné morfologicky
i chovanim) nebo anizogamicky (jedna z gamet je aktivni, druhd pasivni). Tyto rozsivky
maji bezbicikaté gamety omezené¢ho, amoeboidniho pohybu. Po splynuti gamet vznika
zygota, nazyvand auxospora. Auxospora zacne expandovat, vyvijet a uvniti ni vznika
inicialni buiika, ktera obnovi velikost buniky redukovanou vegetativnim délenim (Kalina
& Vana, 2010).

U nékterych druhi nebylo pohlavni rozmnoZovani dosud pozorovéano a u
nékterych pouze v uréitych podminkach (Mann, 2011). Napfiklad u motské bentické
rozsivky Cocconeis scutellum var. ornata probiha pohlavni proces pii kombinaci nizkych
teplot (10 - 14°C) a kratkych dnti. Zatimco pro vegetativni rist jsou nejlepsi podminky
pii vyssich teplotach (14 - 18°C) a delsich dnech (Mizuno & Okuda, 1985).

Pokud u populace rozsivek nedojde k pohlavnimu rozmnozovani v daném
velikostnim rozmezi, buniky se dale déli, délka se zmenSuje, schranky se deformuji a

populace odumfe.
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1.4  Ekologie

Na celém svété existuje vice nez 250 rodu zijicich rozsivek s piiblizné¢ 100 000
druhy (Round et al., 1990). Bacillariophyceae jsou rozsifeny ve sladkovodnich i
moiskych stanovistich a kromé moie a sladké vody se mohou nékteré druhy vyskytovat
také na vlhkych skalach nebo na ptdé. V moftich se vyskytuji spiSe centrické rozsivky,
zatimco ve sladkych vodach pievladaji rozsivky penatni (Fott, 1956).

Fytoplankton oceant se sklada z velkého mnozstvi rozsivek. Zejména ve vodach
bohatych na ziviny jsou rozsivky z velké ¢asti odpovédné za velmi vysokou primarni
produktivitu, ktera zde probiha (Seibold & Berger, 1982). Velké fosilni nanosy
z minulych geologickych obdobi (v tfetihorach) jsou nyni téZeny jako kiemelina. Ta se
vyuziva pro vyrobu filtrd, deodorantii, odbarvujicich ¢inidel a jako brusivo, napiiklad
Vv zubni pasté (Hoek van den et al., 1995).

Planktonni rozsivky ve sladkych vodéch jsou tvarové mnohem jednodussi nez
moiské. Vlastnosti vod na jednotlivych stanovistich jsou dobie charakterizovany
nékterymi druhy, které slouzi jako bioindikatory: oligotrofni vody rod Cyclotella a
Synedra, eutrofni vody rod Melosira a Stephanodiscus hantzschii a vody dystrofni rod
Frustulia a Tabellaria flocculosa. Daji se vyuzit jako indikatory fyzikalné - chemickych
vlastnosti povrchovych vod (Fott, 1956).

Kromé planktonnich rozsivek existuje také mnoho bentickych forem Zijicich na
rostlinach, sedimentech nebo na skalach (Mclntire & Moore W. Wendy, 1977). Tyto
bentické druhy vétSinou patii do skupiny penatnich rozsivek. Mnoho z nich ma raphe,
diky kterému se mohou pohybovat pfes nebo skrz substrat (Hoek van den et al., 1995).
Bentické rozsivky jsou z ekologického hlediska méne pochopeny nez planktonni druhy.
Z hlediska poctu druhil a forem Zivota je bentos mnohem pestiejsi nez vySe zminovany
plankton (Round et al., 1990).

Dal$i druhy rozsivek miZzeme rozliSit podle substratu, na kterém Ziji, na
epipsamické (pisCity substrat), epilithické (skala nebo kamenity substrat), epifytické (na
rostlinném substratu) a epizotické (na zviratech) (Round et al., 1990).

Epifytické rozsivky, které se vyskytuji na ponofenych rostlinach a fasach, mohou
byt pripevnény k podklady pomoci slizové stopky (Gomphonema), slizového polstaiku
(Synedra) nebo lezi ve slizovych trubicich (Encyonema) (Fott, 1956).
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2 VYBRANE RODY PISKOVEN

Piskovny/stérkovny jsou jamy po tézbé Stérkopisku zaplavené vodou. Byvaji
hluboké a pomérné Cisté s chudym fytoplanktonem. Litoral nebyva vyvinuty s ohledem
na strmé biehy. Vyvoj eutrofizace téchto lokalit je zdvisly na charakteru okolnich
pozemkd (lesy, pole, louky, bodové zdroje Zivin) a zptisobu vyuziti (rybafeni, rekreace
atd.) (Hetesa et al., 2012).

Rozsivky piskoven a §térkoven v Ceské Republice nejsou zatim vyznamngji
prozkoumany. Ze $térkoven v Podyji uvadi Hetesa et al. (2012) zejména rody Synedra,
Cymbella, Diatoma, Cyclotella, Navicula, Achnanthidium, Amphora, Rhopalodia,
Fragilaria, Gomphonema, Nitzschia, Cocconeis. Stejné rody z piskoven popisuje i John
(1993), zda se vsak, ze druhové sloZeni je odlisné a koresponduje s vyrazné kyselejSim
pH téchto lokalit v Zapadni Australii. Prace Navratila & Poulickové (2001) se zabyva
fytoplanktonem Stérkovisté Chomoutov u Olomouce, kde bylo popsano 13 druht
rozsivek. V podobnych lokalitach - vytézenych lomech v okoli Plzn¢ - bylo nalezeno 31
druhil rozsivek (ValeSova, 2015). Na Slovensku bylo prozkoumano vice piskoven a
Stérkoven. Tyto prace popisuji druhové slozeni sinic a fas ve $térkovnach na Slovensku.
Z vysledku studii je patrné, ze rozsivky tvoii vice nez polovinu skladby studovanych
organismu (sinic a fas) (Kapusta & Kovacik, 2000; Hinddk & Hindékova, 2002; Hindak
& Hindakova, 2003; Hindak & Hindakova, 2005; Hindakova & Hindak, 2014). Detailnéji
rozsivky studovala Hindakova (1996) ve stérkovnach v Bratislave.

Na zaklad¢ literarnich udajti, zejména rozsivkové flory piskoven jizni Moravy
(Hetesa et al., 2012), jsem do dalsi ¢asti vybrala 12 nejcastéjSich rodt rozsivek, které jsem
ve svych vzorcich nachazela, dokumentovala a blize je charakterizovala. Ptilozené
fotografie byly pofizeny pomoci svételného mikroskopu (a kamery) pfi zvétseni 100x. Na
kazdé strance je piilozeno méftitko 10 um, které je platné pro vsechny fotografie na
strance. Urcovani jednotlivych druhll rozsivek bylo provedeno pomoci klice pro
identifikaci bentickych rozsivek (Hofmann et al., 2013). Nomenklatura penatnich
rozsivek byla sjednocena podle Hofmann et al. (2013) a centrickych rozsivek podle
Kastovsky et al. (2018).

Vybrané rody rozsivek jsou: Navicula, Nitzschia, Gyrosigma, Cocconeis,
Meridion, Fragilaria, Amphora, Cyclotella, Cymbella, Gomphonema, Cymatopleura,
Caloneis.
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2.1 Navicula

Vétsina druht rodu Navicula se nachazi ve valvarnim pohledu, avsak nékteré
druhy leZi v pleurdlnim pohledu. Buiiky obsahuji dva chloroplasty, které se nachazeji
podél pleury. V kazdém chloroplastu je podlouhly tyCovity pyrenoid. Valvy maji
kopinaty az linearni tvar. Navicula je epipelicky, velice bézny rod. Jedna se o druhy
sladkovodni i mofské a ziji samostatné (Round et al., 1990).

Rod Navicula se vyskytoval ve vSech vybranych piskovnach.

8 v ‘ Obr. 6: Navicula radiosa

Obr. 5: Navicula radiosa Kiitzing, lokalita:

Hlusovice, autor Tereza

Kiitzing, lokalita: Piskovny mezi

. Reimerova
Olomouci a Chomoutovem,

autor Tereza Reimerova

Obr. 7: Navicula cryptocephala Kiitzing,

lokalita: Slajza, autor Tereza Reimerova



Univerzita Palackého v Olomouci, Prirodovédecka fakulta 22

2.2 Nitzschia

Obvykle maji rovny jehlicovity tvar, nékdy sigmoidni. Obsahuji dva chloroplasty,
kazdy lezi na jednom konci burniky (bipolarni). Chloroplasty u rodu Nitzschia obsahuji
jeden az mnoho tyckovitych pyrenoidd. Valvy jsou uzké, linearni, kopinaté nebo
eliptické. Vyskytuji se ve sladké, ale i slané vodé, obvykle jsou epipelické nebo
planktonni. Mohou se vyskytovat jednotlive, tvoii fetézovité ¢i hvézdicovité kolonie nebo

ziji ve slizovitych trubkach (Round et al., 1990).

Rod Nitzschia se vyskytoval ve vSech vybranych piskovnach.

Obr. 8: Nitzschia sp. Hassall, lokalita: Chomoutovské jezero, autor Tereza

Reimerova

Obr. 10: Nitzschia sp.

Obr. 9: Nitzschia sp. Hassall. lokalita:

Hassall, lokalita: Kréman,

Prikazska $térkovna, autor

autor Tereza Reimerova . )
Tereza Reimerova
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2.3  Gyrosigma

Buiky rodu Gyrosigma lezi obvykle ve valvarnim pohledu. Obsahuji dva velké
deskovité chloroplasty podél pleury. Okraje chloroplastii jsou Casto lalo¢naté. Valvy jsou
sigmoidni, linedrni az kopinaté. Raphe se obvykle nachéazi podél stfedové linie valvy a
ma také sigmoidni tvar. Jedna se prevazné o epipelické druhy, které ziji v brakickych
biotopech, ale zasahuji i do mofskych a sladkovodnich stanovist’. Ziji samostatné, nékdy
uvnitt slizovych trubek (Round et al., 1990).

Rod Gyrosigma se vyskytoval v téchto piskovnach: Slajza, Medkovy rybniky,

Hruby rybnik (Hraza), Kréman, Podébrady, Naklo, Chomoutovské jezero.

Obr. 11: Gyrosigma obtusatum (Sullivan & Wormley) C. S. Boyer,

lokalita: Naklo, autor Tereza Reimerova

2.4 Cocconeis

Ve vétsin¢ ptipadi lezi rod Cocconeis ve valvarnim pohledu. Obsahuji jeden
chloroplast, ktery je plochy a tvarem pfipomind pismeno C. Okraje chloroplastu mohou
byt celistvé nebo vyrazné lalocnaté. Uvniti chloroplastu se nachazi jeden az nékolik
podlouhlych pyrenoida. Valvy jsou eliptické az kruhovité. Jedna valva obsahuje raphe a
druhé valva pseudoraphe. Ob¢ raphe jsou centrdlni a rovné. Jedna se o sladkovodni i

moftské druhy zijici na rostlinach, skalach a jinych substratech. Na substraty jsou buiky

pripojeny slizem. Ziji samostatn& a nevytvéieji kolonie (Round et al., 1990).
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Rod Cocconeis se vyskytoval v téchto piskovnach: Slajza, Medkovy rybniky,
Kréman, Podébrady, Piskovny mezi Olomouci a Chomoutovem, Hlusovice, Ptikazska

Stérkovna, Néklo, Kaluhy, Nemilanska piskovna, Chomoutovské jezero.

Obr. 12: Cocconeis placentula Obr. 13: Cocconeis placentula

Ehrenberg, lokalita: Piskovny Ehrenberg, lokalita: Piikazska
mezi Olomouci a Chomoutovem, Stérkovna, autor Tereza
autor Tereza Reimerova Reimerova

2.5  Meridion

Burnky rodu Meridion ptiléhaji valvami tésné k sobé& a vytvareji véjitovité kolonie.
Obsahuji mnoho chloroplastti, které jsou spisSe nepravidelné, diskoidni a lezi podél valvy.
Valvy maji klinovity tvar. Tento rod patii k vyhradné sladkovodnim zastuplim rozsivek.
Nejcastéji je ptisedly na kamenech ¢i rostlinach. Rod Meridion je podobny rodtm
Fragilaria, Hannaea a Synedra.

Rod Meridion se vyskytoval v téchto piskovnach: Slajza, Hruby rybnik (Hraza),

Krémai, Néklo, Chomoutovské jezero.

Obr. 14: Meridion sp. C. Agardh, lokalita:

Naklo, autor Tereza Reimerova
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2.6  Fragilaria

Buiky rodu Fragilaria jsou spojeny stfedem bunék a vytvati pasovité kolonie.
Obsahuji dva centralni deskovité plastidy. Valvy mohou byt linearni, linearné-kopinaté a
eliptické. Mnoho druhii se vyskytuje na sedimentech ve sladkych vodach a jen zfidka
v planktonu (Round et al., 1990).

Rod Fragilaria se vyskytoval v téchto piskovnach: Slajza, Podébrady, Piskovny
mezi Olomouci a Chomoutovem, HluSovice, Piikazskd Stérkovna, Naklo, Kaluhy,

Nemilanska piskovna, Chomoutovské jezero.
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Obr. 15: Fragilaria ulna (Nitzsch) Lange-Bertalot, lokalita: Naklo, autor Tereza

Reimerova

Obr. 16: Fragilaria ef. radians (Kiitzing) Williams & Round,

lokalita: Piikazska Stérkovna, autor Tereza Reimerova
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Obr. 17: Fragilaria construens f. subsalina Hustedt,

lokalita: Chomoutovské jezero, autor Tereza Reimerova
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2.7  Amphora

Témét vzdy rod Amphora mizeme pozorovat v pleuralnim pohledu. Jeho tvar je
pak elipticky nebo kopinaty se zkracenymi konci. Obsahuje obvykle 1 — 2 chloroplasty,
které jsou velmi riznorodé tvarem, strukturou i polohou. Raphe na obou valvéch lezi na
stejné (ventralni) stran¢€. Valvy jsou asymetrické kolem apikélni roviny a nékdy jsou
zuzeny uprostied nebo v blizkosti pola. Struktura pleury je velice dulezita pro spravnou
identifikaci. Jedna se pfedevsim o rod Zijici v mofich, ale najdou se zastupci i ve sladkych
vodach. Buiikky rodu Amphora Ziji samostatné, obvykle jsou pohyblivé, nékdy mohou byt
ptisedlé (Round et al., 1990).

Rod Amphora se vyskytoval v téchto piskovnach: Slajza, Medkovy rybniky,

Nemilanska piskovna, Chmoutovské jezero.

-

Obr. 18: Amphora ovalis Kiitzing, lokalita: Piskovny mezi Olomouci a

Chomoutovem, autor Tereza Reimerova
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2.8  Cyclotella

Bunky u Cyclotelly jsou kratké a maji bubnovity tvar. Uvnit buriky se nachazi
mnoho chloroplasti diskoidniho tvaru. Valvy jsou kruhovitého tvaru s koncentrickym
zvlnénim Celni strany. Druhy rody Cyclotella jsou hlavné sladkovodni a planktonni.
Mohou zit volng, nebo vytvaret vlakna, fetézce ¢i shluky spojené slizem (Round et al.,
1990). Tento rod je velice podobny rodim Stephanodiscus a Cyclostephanos.

Rod Cyclotella a Stephanodiscus se vyskytovaly v téchto piskovnach: Slajza,
Medkovy rybniky, Hruby rybnik (Hrdza), Kréman, Piskovny mezi Olomouci a

Chomoutovem, Hlusovice, Ptikazska Stérkovna, Naklo, Nemilanska piskovna.

¢
-
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Obr. 20: Cyclotella meneghiniana
Kiitzing, lokalita: Nemilanska

piskovna, autor Tereza Reimerova

Obr. 19: Puncticulata balatonis (Pantocsek)

Wojtal & Budzynska, lokalita: HluSovice,

autor Tereza Reimerova

Obr. 21: Cyclostephanos dubius
(Hustedt) Round, lokalita: Piskovny

Obr. 22: Cyclostephanos
dubius (Hustedt) Round,
mezi Olomouci a Chomoutovem, lokalita: Piikazska $térkovna,

autor Tereza Reimerova autor Tereza Reimerova
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2.9  Cymbella

Buiky u rodu Cymbella jsou mirn¢ az silné dorsoventralni. Obsahuji jeden
chloroplast, ktery se sklada ze dvou desek a jeho tvar pfipomind pismeno H. K dorzalni
stran¢ pleury je chloroplast pfipojen mustkem obsahujici pyrenoid. Okraje chloroplastti
jsou vétsinou celistvé, vyjimkou je Cymbella lanceolata, u které maji chloroplasty
lalo€naté okraje. Valvy jsou téméf naviculoidni a siln€ obloukovité. Raphe lezi podél
stfedové linie valvy. Druhy rodu Cymbella jsou epifytické, epilithické nebo epipelické a
ziji ve sladkovodnich ekosystémech. Vyskytuji se volné nebo mohou vytvaret kolonie
tvotici vétvené slizové stonky. Tento rod je podobny rodu Encyonema. Lisi se dorzalnim
plastidem, ventralnim jadrem, strukturou a orientaci raphe (Round et al., 1990).

Rod Cymbella se vyskytoval v téchto piskovnach: Slajza, Medkovy rybniky,
Hruby rybnik (Hréaza), Piskovny mezi Olomoci a Chomoutovem, HluSovice, Piikazska

Stérkovna, Naklo, Nemilanska piskovna.

Obr. 23: Cymbella tumida (Brébisson)
Van Heurck, lokalita: Slajza, autor

Obr. 24: Cymbella neocystula

Tereza Reimerova )
Krammer, lokalita: Prikazska

Sterkovna, autor Tereza Reimerova
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2.10 Gomphonema

Tvary rodu Gomphonema mohou byt riznorodé. Obsahuji jeden chloroplast,
lezici na jedné stran€ pleury, ve kterém se nachédzi pyrenoid. Valvy jsou linedrni nebo
kopinaté, heteropolarni, s jednim pélem uzkym a druhym pélem rozsifenym. Raphe je
centralni. Rod Gomphonema je velmi rozsiteny ve sladkych vodach. Bunky tvoii kolonie
a rozvétvené slizovité stonky ptipojené k pevnému substratu. (Round et al., 1990).

Rod Gomphonema se vyskytoval v t&chto piskovnach: Slajza, Medkovy rybniky,
Kréman, Podébrady, Kaluhy, Chomoutovské jezero.

Obr. 25: Gomphonema
truncatum Ehrenberg,
lokalita: Slajza, autor

Tereza Reimerova

Obr. 26: Gomphonema acuminatum

Ehrenberg, lokalita: Piskovny mezi
Olomouci a Chomoutovem, autor

Tereza Reimerova

Obr. 27: Gomphonema sp.
Ehrenberg, lokalita: Podébrady,

autor Tereza Reimerova
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2.11 Cymatopleura

Frustula je izopolarni, ob¢as zkroucena kolem apikélni osy. Buiika obsahuje jeden
chloroplast, ktery je sloZzen ze dvou uzce spojenych velkych desek. Okraje chloroplastu
jsou Casto velice lalo¢naté a zasahuji do pleury. Valvy jsou ve tvaru “buraku®, nebo
linearni az eliptické. Raphe probihd podél celého obvodu valvy. Ackoli je frustula
izopolarni, samotnd bunka uvnif je heteropolarni. Jedna se o sladkovodni epipelické
druhy vyskytujici se spie ve vodach s vétsi vodivosti. Ziji samostatné a nevytvaieji
kolonie (Round et al., 1990).

Rod Cymatopleura se vyskytoval v piskovné: Hruby rybnik (Hraza).

Obr. 28: Cymatopleura solea (Brébisson) W. Smith, lokalita: Hruby

rybnik (Hraza), autor Tereza Reimerova
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2.12 Caloneis

Rod Caloneis se nachazi jak ve valvarnim, tak i v pleuralnim pohledu. Bunky
obsahuji dva podlouhlé deskovité chloroplasty. Jejich okraj mize byt nékdy vysoce
Clenity. Nékteré druhy vytvareji jeden chloroplast ve tvaru pismene H, ktery ma dvé ¢asti
spojené uzkym mustkem. Valvy jsou linearni, kopinaté nebo eliptické. Raphe je obvykle
umisténo centralné. Jednad se o rozSiteny epipelicky druh, vyskytujici se hlavné ve
sladkych a ziidka i ve slanych vodach. Ziji samostatné nebo mohou vzacné vytvatet

kolonie ve tvaru pasu (Round et al., 1990). Tento rod je velice podobny rodu Pinnularia.

Rod Caloneis se vyskytoval v piskovné: Hruby rybnik (Hraza).

-

Obr. 29: Caloneis silicula (Ehrenberg) Cleve, lokalita: Hruby rybnik (Hraza),

autor Tereza Reimerova
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2.13 Priklady dal$i nalezenych druhii ve vybranych lokalitach

Obr. 30: Encyonema auerswaldii Obr. 31: Encyonema silesiacum
Rabenhorst, lokalita: Hruby rybnik (Hraza), (Bleisch) D. G Mann, lokalita:
autor Tereza Reimerova Chomoutovské jezero, autor

Tereza Reimerova

Obr. 32: Craticula sp. Grunow, lokalita: Kré¢man, autor Tereza Reimerova
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Obr. 33: Epithemia odonata (Kiitzing) Brébisson., lokalita: Piskovny

mezi Olomouci a Chomoutovem, autor Tereza Reimerova

Obr. 34: Asterionela formosa Hassall, lokalita: Piskovny mezi Olomouci a

Chomoutovem, autor Tereza Reimerova
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Obr. 35: Tabularia sp. Kiitzing, lokalita: Piikazska stérkovna, autor Tereza

Reimerova

Obr. 36: Hantzschia amphioxys (Ehrenberg) Obr. 37: Rhoicophenia sp.
Grunow, lokalita: Kaluhy, autor Tereza Grunow, lokalita: Podébrady,
Reimerova autor Tereza Reimerova

Obr. 38: Rhopalodia gibba (Ehrenberg) O. Miiller, lokalita:

Naklo, autor Tereza Reimerova
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3 DNA BARCODING V BIOMONITORINGU

3.1 Biomonitoring

Vsechny sladkovodni biotopy na celém svéte Celi vaznym hrozbam, coz zvySuje
zdjem o jejich ochranu. Monitorovani téchto vod se neustdle vyviji. Jednim z cilii
environmentalnich védcu je zhodnotit, jak se v prib¢hu ¢asu méni kvalita vody. Rychlé
zdokonalovani biomolekularnich technik zptisobuje vyvoj, jakym védci popisuji
biologicka spoleCenstva a prinaseji tak zasadni zmény v biomonitoringu. V kombinaci
s vysoce vykonnym sekvenovanim je DNA barcoding rychly, ekonomicky efektivni a
vytvaii obrovské mnozstvi dat. Toto velké mnozstvi dat vede ke zlepSeni uc¢innosti
biologického monitorovani jednotlivych spolecenstev sladkovodnich vod (Keck et al.,
2017).

Biomonitoring je zalozen na organismech, které maji vyrazné ekologické
pozadavky, nebo na specifickych reakcich napf. znecisténi a velké mnozstvi Zivin
(Poulickova et al., 2017). VétSina biomonitoringovych metod vyzaduje taxonomicky
popis ,,spolecenstva‘“. Biomonitoring v podstaté spoc¢iva ve sbéru vzorkt, taxonomické
identifikaci a pouziti seznamu organismu a jejich individudlnich trofickych nebo
saprobnich index k odhadu stavu prostfedi dané lokality (trofie, saprobity). Trofie
vyjadfuje stupei zatizeni zivinami (N, P) a rozd€luje biotopy od nejcistSich na oligotrofni,
mezotrofni, eutrofni, hypertrofni. Saprobita vyjadiuje stupen zatiZeni organickymi
latkami a zde rozliSujeme stupné oligosaprobni, a- a B-mezosaprobni a polysaprobni.
Nevyhody tohoto zpusobu biomonitoringu souviseji ptredev§im s taxonomickou
identifikaci, ktera je zalozena na morfologickych kritériich. Tento proces je ¢asove velice
naro¢ny, slozity a vyzaduje zna¢nou odbornost (Keck et al., 2017).

Morfologicky ptistup urovani druhi ma hned Ctyfi znaéné nevyhody. Prvnim
omezenim je jak fenotypova plasticita, tak i genetickd variabilita znakd pouZzivanych
k rozpoznavani druhti, které mohou vést az k nespravné identifikaci (Knowlton, 1993).
Castedné je to zpuisobeno zivotnim cyklem rozsivek (viz kapitola 1.3 RozmnoZovani),
kdy dochazi ke zménam ve velikosti a tvaru rozsivek, ¢aste¢né zménami pod vlivem
ekologickych podminek (napf. salinita). Za druhé tento ptistup ptehlizi morfologicky
kryptické taxony, které jsou bézné v tad¢ skupin (Jarman & Elliott, 2000). Bylo
prokazano, ze tada tradicnich morfologickych druhli je ve skutecnosti druhovym
komplexem, v némz jednotlivé kryptické druhy nelze morfologicky rozlisit (Poulickova

et al., 2017). Bohuzel, druhové komplexy mohou tvofit vétSinu spoleCenstva — napf.
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Achnanthidium minutissimum az 88% (Kollar et al., 2015). Za tieti, mnoho jedinct nelze
identifikovat, protoze jsou v preparatu poSkozeny, lezi v pleuralni poloze nebo jsou
piekryty necistotami. Poslednim omezenim je fakt, ze tyto metody vyzaduji vysokou
uroven odbornych znalosti, morfometrické charakteristiky se Casto ptekryvaji a zarazeni
do druhti je do jisté miry subjektivni, poplatné erudici a dostupné urCovaci literatuie
(Hebert et al., 2003).

Kryptické druhy definujeme jako dva odlisné druhy, které jsou klasifikovany jako
jeden taxon (Bickford et al., 2007), druhovy komplex ¢i seskupeni. Tyto druhy jsou
morfologicky velice podobné, ale jsou rozdilné na molekularni urovni (Poulickova et al.,
2017). Jsou znamé jiz stovky let, av§ak v posledni dob¢ jejich vyzkum vzrostl diky
sekvenovani DNA. Kryptickd diverzita je nejen zndma u mikrofas a rozsivek, ale i u
mnoha dal$ich skupin organismu (Bickford et al., 2007). VétSinu téchto problému by
mohl vyiesit DNA barcoding.

3.2 DNA barcoding

Barcoding byl vyvinut jako soubor technik pro identifikaci vice taxonl soucasné
ze vzorku prostiedi se standartnimi genetickymi markery (Keck et al., 2017). Analyzy
DNA by mohly nahradit morfologické metody k identifikaci jednotlivych druhti. Mnoho
biologickych vyzkumil zévisi na druhovych diagndézach a taxonomické odbornosti.
Vychodiskem pro udrzeni identifikanich schopnosti je vystavba systémt, které pouZivaji
sekvence DNA jako tzv. ¢arové kody (angl. barcodes) - ty jsou obsazeny v kazdé buiice
(Hebert et al., 2003).

Molekularni data mikroorganismi jsou stile omezena. Vybaveni a provoz
molekularnich laboratofi je dosud pomérné drahy, ale s vyvojem novych pfistupti se stale
zlevnuje. DalSim divodem je problém spojeny s izolaci DNA, molekularni metody je
tieba pro jednotlivé skupiny organismu upravovat, optimalizovat. Nékteré organismy
maji napiiklad specidlni struktury bunécnych stén (frustuly, slizové obaly), které

komplikuji izolaci DNA (Poulickova et al., 2017).

3.3 DNA barcoding u rozsivek

Rozsivky diky svému rozsifeni hraji kliCovou roli ve vSech sladkovodnich

ekosystémech a jsou dobrymi ukazateli pro kvalitu vody (Round, 1981).
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V porovnani s jinymi skupinami fas (sinice, zelené fasy) je vSak pouziti
molekularnich metod u rozsivek zna¢né opozdéné. Mize za to velmi silnd morfologicka
Skola Prof. Horsta Lange-Bertalota, ktera produkuje popisy novych druhi rozsivek bez
molekularnich dat. Dalsim divodem je obtizna kultivace rozsivek. Pro izolovani DNA
potiebujeme klonové kultury o urcité biomase. Rozsivky rostou pomalu a nékteré velké
druhy nelze kultivovat viibec (Poulickova, ustni sdéleni). Dlouhodobé udrzovani kultur
je pak prakticky nemozné, protoze bez rekonstrukce velikosti pohlavnim rozmnozovanim
kultura nakonec zahyne (viz kapitola 1.3 RozmnoZzovani). V neposledni fad¢ jsou
problémy i s izolaci DNA kvuli odolnym frustulam.

Dosud nebyl nalezen univerzalni marker pro barcoding u rozsivek (Guo et al.,
2015). Mezi nejcastéji pouzivané markery patii COIl, SSU rDNA, V4 SSU rDNA, LSU
rDNA, ITS rDNA a rbcL (Pawlowski et al., 2016; Mann, 2010; Zimmermann et al.,
2015).

3.4  Princip identifikace pomoci DNA barcodingu

K identifikaci taxonu pouziva DNA barcoding kratky fragment sekvence DNA =
barcode marker. Barcode marker je mozné lehce amplifikovat a sekvenovat jednim
¢tenim. Je ohranien konzervovanymi oblastmi, které slouzi pro nasednuti primeru
(Zimmermann et al., 2011). Jako primer oznacujeme kratky usek DNA kompatibilni
S patficnym tsekem DNA, ktery zahajuje replikaci DNA. Ziskana cilova sekvence je pak
porovnana se sekvencemi ulozenymi v referencni databazi a nasledné se ptifadi nazev
organismu. Klicem uspésné analyzy je kvalita a mnoZstvi dat v referencni databazi
(Zimmermann et al., 2014).

Nekolik krokti nutnych k provedeni DNA barcodingu (obr. 39, upraveno podle
Keck et al., 2017):

1) Sbér vzorki z urcitého prostredi

2) Extrakce DNA

3) Amplifikace DNA barcodu pomoci polymerazové fetézové reakce (PRC)
4) Sekvenovani produkti amplifikace

5) Taxonomické ptifazeni DNA pomoci referencni databaze



Univerzita Palackého v Olomouci, Prirodovédecka fakulta 38

Odebrant vzorla
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Obr. 39: Schematicky znazornény postup DNA barcodingu a vytvoreni referencni

knihovny (upraveno podle Zimmermann et al., 2014).
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PRAKTICKA CAST

4 LOKALITY

Jednotlivé vzorky rozsivek jsem postupné sbirala na 12 lokalitach. Jednalo se o
oblasti piskoven ¢i Stérkoven. VétSina lokalit se nachazi na stiedni Moravé Vv okoli
Olomouce a tfi na jizni Moravé blizko mésta Kroméfiz. Na danych mistech jsem odebrala
cast rostliny (list, stonek) ponofené ve vod¢ a nasledné jsem v laboratoii ze ziskanych

vzorku rostlin rozsivky seskrabla a dale zpracovala.
4.1 Charakteristika jednotlivych lokalit

Charakteristika jednotlivych lokalit zahrnuje polohu, rozlohu, popis jejiho okoli,
misto sbéru vzorku a ndzev rostliny, ze které byl vzorek odebran. Ke kazdé piskovné je

pfifazena mapa a fotografie, které jsou pfilozeny Vv piiloze této prace.

Obr. 40: Znizornéni vSech
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v programu QGIS
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41.1 Slajza

GPS soutadnice: 49°18'40.122"N, 17°22'51.573"E

Tato byvala zatopena piskovna se nachazi v severozapadni ¢asti Krométize. Jeji
rozloha je 5 ha. Obklopuji ji urbanni biotopy (silnice, pole, zahradky, dalnice D1)
(Kratky, 2010). Vzorek jsem odebrala na severovychodnim okraji. Misto bylo zastinéno
220 % biehovou vegetaci. Rostlina, z niz byl vzorek odebran: chrastice rakosovita

(Phalaris arundinacea L.).

4.1.2 Medkovy rybniky

GPS soutadnice: 49°17'43.768"N, 17°24'43.196"E

Tato lokalita se nachazi na okraji mésta vV primyslové oblasti vV severovychodni
¢asti Kroméftize. Jedna se o dvé mensi zatopené piskovny, které dosahuji rozlohy 2,8 ha.
Porosty biehtl, které maji relativné ptirodni charakter, tvotfi zejména staré vrby a hybridni
topoly. Na vychodnim Gzemi vychodni piskovny se nachazi uzky pas rdkosin. (Kratky,
2010). Vzorek jsem odebrala na severni Casti zapadni piskovny. Misto bylo zastinéné
ze 70 % rostlinnou vegetaci. Rostlina, z niz byl vzorek odebran: pryskyinik lity

(Ranunculus sceleratus L.).

4.1.3 Hruby rybnik (Hraza)

GPS soutadnice: 49°17'37.438"N, 17°23'46.338"E

Hraza je byvalou §térkovnou v jihovychodni ¢asti Kroméfize. Rozprostira se na
uzemi 12 ha. V minulosti probéhly na brezich revitalizacni prace, které obohatily okoli
této piskovny o nové biotopy (listnaté porosty, mensi tinky, litordlni zony). (Kratky,
2010). Vzorek jsem odebrala na severozapadnim biehu, kde bylo 90% zastinéni. Rostlina,

z niz byl vzorek odebran: kamys$nik piimoisky (Bolboschoenus maritimus L.).

41.4 Kréman

GPS soutadnice: 49°30'50.886"N, 17°19'20.454"E

Jde o piskovnu, ktera se nachdzi 1,5 km zdpadné€ od obce Kréman. Piskovna je
stale z¢asti vyuzivana na téZeni. Jeji rozloha je 16,5 ha. Kolem ni se nachézeji dalsi dvé
piskovny, zapadni, ktera je uz delsi dobu netézena, a nové vznikla jizni piskovna, na které

se stale t¢zi. Vzorek jsem odebrala na vychodnim biehu nejvetsi piskovny na misté s 10%
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zastinénim okolniho porostu. Rostlina, z niz byl vzorek odebrédn: stolistek klasnaty

(Myriophyllum spicatum L.).

4.1.5 Podébrady

GPS souradnice: 49°37'36.608"N, 17°13'31.016"E

Byvald zatopend Stérkovna, kterd se nachdzi mezi Olomouci a Horkou nad
Moravou. Jeji rozloha dosahuje 28 ha. Zhruba uprostied piskovny se nachazi maly ostrov,
kde najdeme vyznamnéjsi porosty. Biehy jsou porostlé tizkou dievinnou vegetaci, zCasti
piirozené skladby (Salix, Alnus, Fraxinus) a zcasti s neptuvodnimi druhy (hybridni
Populus, Robinia pseudoacacia L., Acer negundo L., ad.). V menSich zatokach se
mnohdy vyskytuji vodni rostliny (napt. Hydrocharis morsus-ranae L., Nuphar lutea L.,
Sparganium erectum L.). (Kratky, 2010). Vzorky byly odebrany na severovychodnim
bfehu piskovny, kde je asi 60% zastinéni biehovou vegetaci. Rostliny, z nichz byly
vzorky odebrany: stolistek klasnaty (Myriophyllum spicatum L.), zevar vzptimeny
(Sparganium erectum L.). Na této lokalité¢ jsem také pouzila metodu sbéru pomoci
exponovani umélého substratu - plexiskla, na kterém byly nalepeny kryci sklicka (vice
popsano v kapitole 5 Metodika). Umély substrat byl umistén na severovychodnim biehu

pobliz porostu orobince Sirokolistého (Typha latifolia L.).

4.1.6 Piskovny mezi Olomouci a Chomutovem

GPS souradnice: 49°37'26.553"N, 17°152.283"E

Jedna se o drobné zatopené piskovny, které spadaji pod obec Cernovir. Rozloha
dosahuje pfiblizn¢ velikosti 7,5 ha. Biehy piskoven jsou porostlé zeleni, ktera je
obklopena zeméd¢lsky vyuzivanymi prostorami, jako jsou pole a zahrady (Kratky, 2010).
Vzorek jsem odebrala na jihozapadnim biehu nejvétsi piskovny na skoro 100 %
zastinéném mist€. Rostlina, z niz byl vzorek odebran: rukev obojzivelna (Rorippa

amphibia L.).

4.1.7 HluSovice

GPS soutadnice: 49°38'11.791"N, 17°16'0.515"E
Tato zatopena byvala piskovna se nachazi zapadné od obce HluSovice v okrese
Olomouc. Rozloha této piskovny ¢ini 3,1 ha. Na jizni a vychodni strang je z¢asti oslunéna,

ze severni a zapadni strany je obklopena listnatymi lesiky. Tato lokalita je vyznamna
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predevsim vyskytem vodni rostliny prustky obecné (Hippuris vulgaris L.) (Kratky, 2010).
Vzorek jsem odebrala ze severni ¢asti, ktera byla z 50 % zastinéna. Rostlina, z niz byl

vzorek odebran: zabnik travolisty (Alisma gramineum Lej.).

4.1.8 Prikazska Stérkovna

GPS souradnice: 49°39'35.446"N, 17°9'54.888"E

V tomto piipad¢ jde o byvalou zatopenou stérkovnu mezi obcemi Piikazy a
Hynkov, v okrese Olomouc. Tato Stérkovna ma rozlohu 4,1 ha. Na zapadnim a
jihozapadnim biehu se nachazi zachovaly zbytek luzniho lesa (Kratky, 2010). VVzorek
jsem vzala na severovychodnim biehu, asi z 50 % zastinéného mista. Rostlina, z niZ byl
vzorek odebran: vrbina penizkova (Lysimachia nummularia L.). Na této lokalité¢ jsem
pouzila i metodu s plexisklem, na kterém byly nalepeny kryci sklicka (vice popséno
v kapitole 5.1 Terénni prace). Umély substrat byl umistén na jihovychodnim biehu, kde

byla témét 100% zastinénost.

4.1.9 Naklo

GPS souradnice: 49°40'19.087"N, 17°7'58.714"E

Néklo je stale téZena zatopena Stérkovna mezi obcemi Lhota nad Moravou,
Btezové a Néklo, v okrese Olomouc. Rozloha této Stérkovny je 101 ha. Tato Stérkovna je
hojné vyuzivana v 1été k rekreaci. Mezi vyznamny druh rostliny, ktery zde roste, se fadi
preslicka riznobarva (Equisetum variegatum Schleich.) (Kratky, 2010). Vzorek jsem
odebrala na vychodnim biehu piskovny na téméf nezastinéném misté. Rostlina, z niz byl

vzorek odebran: stolistek klasnaty (Myriophyllum spicatum L.).

4.1.10 Kaluhy

GPS soufadnice: 49°31'39.119"N, 17°15'42.534"E

Byvala piskovna Kaluhy se nachazi jihovychodn¢ od Tazal. Jeji rozloha je 0,4 ha.
Okoli kolem piskovny je tvofeno obdé€lavanymi poli. Vzorek jsem odebrala na
vychodnim biehu a toto misto bylo z 20 % zastinéno biechovou vegetaci. Rostlina, z niz

byl vzorek odebran: jmeli bil¢ (Viscum album L.).
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4.1.11 Nemilanska piskovna

GPS souradnice: 49°32'34.881"N, 17°15'32.866"E

Byvala zatopena piskovna se nachazi u feky Moravy mezi obcemi Nemilany a
Kozusany-Tazaly v okrese Olomouc. Zaujima rozlohu 1,6 ha (Kratky, 2010). Vzorek byl
odebran na severnim biehu. Misto bylo z 30 % zastinéno bfezni vegetaci. Rostlina, z niz

byl vzorek odebran: ostiice zobankata (Carex rostrata Stokes).

4.1.12 Chomoutovské jezero

GPS soufadnice: 49°39'12.987"N, 17°14'17.91"E

Jedna se o zatopenou byvalou Stérkovnu, ktera se nachazi severné od obce
Chomoutov v okrese Olomouc. Rozloha c¢ini 88 ha. Vzorky jsem odebrala na
severozapadnim biehu v blizkosti porostu orobince Sirokolistého (Typha latifolia L.).
Rostliny, z nichz byly vzorky odebrany: orobinec Sirokolisty (Typha latifolia L.),
rizkatec ponotfeny (Ceratophyllum demersum L.), stolistek klasnaty (Myriophyllum

spicatum L.).
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5 METODIKA

5.1  Terénni prace

Terénni prace zahrnovaly sbér vzorkil z vySe uvedenych zatopenych piskoven:
Slajza, Medkovy rybniky, Hréza, Krémaii, Podébrady, Piskovny mezi Olomouci a
Chomoutovem, HluSovice, Piikazska stérkovna, Naklo, Kaluhy, Nemilanska piskovna,
Chomoutovské jezero. VétSina sbéru byla provedena jednorazové. Vice sbéri bylo
provedeno na Podébradech a na Ptikazské stérkovné. Vzorky jsem odebirala v obdobi od
¢ervna do fijna 2018. Jednotlivé vzorky z lokalit byly odebrany dvéma riiznymi zptisoby
a poté zpracovany v laboratofi.

Prvnim zpGsobem byl sbér vzorkil z ¢asti rostliny, kterd byla ponotfena ve vodé.
U biehu jsem si nasla rostlinu, ktera byla bud’ tipIné&, nebo z vétsi ¢asti ponotena. Pomoci
ntzek jsem odsttihla uréitou ¢ast dané rostliny (list, stonek). Odstfizenou ¢ast jsem vlozila
do mikrotenového sacku, ktery byl popsan ¢islem piitazenym konkrétni lokalité. Takto
nasbirané vzorky byly uchovany v chladu a poté zpracovany v laboratofi.

Druhym zpiisobem byl sbér vzorkii Z exponovanych umélych substrati. Nosi¢em
pro umg¢lé substraty bylo plexisklo, na kterém byla izolepou nalepena kryci sklicka.
Plexisklo mélo rozmér 10 x 13 cm. Kryci sklicka méla rozmér 2,2 x 2,2 cm. Sklicka byla
nalepena po obvodu izolepou na plexisklo ve dvou fadach po tfech (Podébrady) a ve dvou
fadach po dvou (Ptikazské Sterkovna). Plexisklo jsem nahofe pomoci povoskovaného
provazku ptichytila na prazdnou PET lahev slouzici jako plovak a dole jsem na provazek
jako kotvu pfipevnila sacek, ve kterém byly kameny (fotografie v pfiloze ¢. 13). Zatizeni
bylo umisténo tak, aby kryci sklicka visela cca 20 cm pod hladinou. Po ¢trnacti dnech
jsem plexisklo vyjmula z vody a opatrné jsem odlepila kryci skli¢ka. Tyto sklicka jsem
pak vlozila do pfedem ptipravené nadobky, kde byla voda z dané lokality. Opét jsem tyto

vzorky uchovala v chladu a na druhy den zpracovala v laboratofi.

5.2  Laboratorni prace

V laboratofti byla ¢ast vzorku pouzita na ptipravu trvalého preparatu, ¢ast vzorku
slouzila k izolaci klonovych kultur pro navazujici diplomovou praci. Vzorky a trvalé
preparaty byly prohlizeny pod svételnym mikroskopem Primostar ZEISS (Némecko),
objektivy zvétSujicimi 40x a 100x (s olejovou imerzi). Mikrofotografie byly potizeny

kamerou ZEISS AxioCam ERc 5s se softwarem ZEISS AxioVision software 4.9.1.
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5.2.1 Trvalé preparaty

Pro urcovani rozsivek do druhl je tieba vzorek zbavit organickych latek a
z Cistych kiemicitych frustul se ptipravi trvalé preparaty zalitim do pryskyftice. Nejdiive
jsem z jednotlivé casti rostliny seskrabla nanos, ktery jsem umistila do kapky vody na
podlozni sklicko. Kazdé sklicko jsem popsala ¢islem dané lokality a ndsledn¢ jsem na néj
nalepila Stitek, kde bylo napsano datum, nazev lokality a nazev rostliny, ze které byl
vzorek odebran.

Po zaschnuti kapky vody jsem sklicko umistila na hlinikovou desticku, kterd byla
umisténa na rozehiatém plotynkovém varici, a na misto se vzorkem jsem kapla dv¢ kapky
30% peroxidu vodiku. Peroxid vodiku se na teple odpatuje a zbavuje vzorek organickych
soucasti. Postup jsem opakovala ttikrat — az do vybéleni vzorku na sklicku.

Po odstranéni organického materidlu nasledovalo dokonceni trvalého preparatu
pomoci pryskytice. Na kryci sklicko jsem dala kapku pryskyfice Naphrax a umistila na
podlozni sklicko se vzorkem. Cely komplet jsem opét polozila na rozehtatou desticku.
Jakmile pryskyfice ptestala pod krycim skli¢kem bublat, odebrala jsem preparat a nechala
ho vychladnout. Trvalé preparaty budou dale pouzity pro identifikaci rozsivek pomoci
morfologickych znak.

Pozn.: U vzorkli z umélych substratll, které byly na krycim sklicku vytazeny
pfimo z lokality, jsem postupovala stejné, pouze s tim rozdilem, Ze material byl na krycim

sklicku a pryskyftice na podloznim sklicku.

5.2.2 Zpracovani nativnich vzorki

Pted izolaci klonovych kultur bylo tfeba pfipravit 11 kultivatniho média pro
rozsivky oznacovaného ,,WC* dle ndvodu v literatute (Poulickova, 2011). Pied sterilizaci
v autoklavu jsem do dvou pillitrovych lahvi s modrym uzévérem (uréenych do
autoklavu) nalila 400 ml WC media a odvazila agar na vyslednou koncentraci 2 %. Po
sterilizaci jsem horky viskozni roztok ve flowboxu rozlévala do jednorazovych Petriho
misek o priméru 10 cm do vysky cca 0,5 cm. Ze 400 ml roztoku lze pfipravit 19
agarovych ploten. Po vychladnuti je mozné agarové plotny pouzit, nebo uchovat zabalené
v alobalu v chladni¢ce na pozdé&jsi pouziti.

Vsechny prace s nativnimi vzorky byly provadény ve sterilnim prostfeni ve
flowboxu. Z kazdé rostliny jsem sterilni ockovaci klickou seskrabla nanos a lehce otiskla

na agarovou plotnu. Potom jsem provedla bakteriologicky roztér (obr. 41) materialu po
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agarové plotné. Po 5 tydnech jsem pod stereomikroskopem na Petriho miskach
pozorovala narostlé kolonie fas. Za pouziti sklenéné Pasteurovy pipety vytazené do
kapilary jsem vybrané kolonie rozsivek izolovala do serologickych desticek (25
kultiva¢nich mist) s tekutym WC médiem. Pipetu jsem mezi izolacemi sterilizovala ve
vrouci destilované vodé umisténé v kddince na varné desce. Po dvou tydnech je mozno
kultury zkontrolovat pod inverznim mikroskopem a po nékolika tydnech, az rozsivky
zaplni dno kultiva¢ni nddobky, se pteockuji do Petriho misek o priméru 5 cm. V tekutém

WC médiu se ponechaji rist az do ziskani dostatecné biomasy pro izolaci DNA.

Obr. 41: Bakteriologicky roztér
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6 DIDAKTICKA CAST

V didaktické ¢asti jsem vytvoiila praktické cviceni na téma: ,,Rozsivky v ptirodé
a pod drobnohledem*. Studenti maji za tikol nasbirat vzorky z lokalit (piskoven), vytvofit
preparat, pozorovat jednotlivé rozsivky pod mikroskopem a urcit jejich tvar, rod a pocet
chloroplastii. Rozsivky, co studenti uvidi v mikroskopu, zakresli mékkou tuzkou do

nakresu. Na zavér zhodnoti, kolik rodt rozsivek pozorovali.

6.1  Praktické cvi¢eni uréené pro studenty SS

PRAKTICKE CVICENI{
Téma: ,,Rozsivky v ptirod¢ a pod drobnohledem*
Ukol &. 1: Sbér a pozorovani tvaru rozsivek

Pomiicky: pipeta, nizky, preparacni jehla/skalpel, mikrotenovy sacek, nadobka na
vzorky, mikroskop zvétSujici minimalné 400x, papirovy kapesnik, podloZzni a kryci

sklicko

Teoreticka ¢ast:
1. Zékladni charakteristiky rozsivek (viz. Teoreticka ¢ast bakalarské prace, str. 10)
2. Obrazky nejbéznéjSich rodl rozsivek v zatopenych piskovnach (zékladni tvary

schranek, vyobrazeni vybranych rodd, pocet a tvar chloroplastt, obr. 42, 43)
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Obr. 42: Pocet, tvar a uloZeni chloroplastii u vybranych rodua rozsivek (zjednoduseno):
1 — Navicula (dva podéln¢ ulozené chloroplasty), 2 — Nitzschia (dva chloroplasty
umisténé bipolarn¢), 3 — Gyrosigma (dva podélné ulozené chloroplasty), 4 — Cocconeis
(jeden chloroplast tvaru pismene C), 5 — Meridion (mnoho diskovitych chloroplastt),

6 — Fragilaria (dva centralni chloroplasty pfitisklé k valvam), 7 — Amphora (jeden
chloroplast ve tvaru pismene H), 8 — Cyclotella (mnoho diskovitych chloroplasti),

9 — Cymbella (jeden chloroplast ve tvaru pismene H), 10 — Gomphonema (jeden
chloroplast ve tvaru pismene H), 11 — Cymatopleura (jeden chloroplast s 2 laloky
umisténymi proti kazdé zvalv), 12 — Caloneis (dva podélné ulozené chloroplasty)

(upraveno podle Fott, 1956)
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1000
L

Obr. 43: Tvary schranek. Valvarni pohled: a - linearni, b - kopinaty, ¢ - elipticky,

d - esovity, e - obloukovity, f- vejcity, g - tvar “buraku‘, h - linearni s konkavnim stfedem,
pleuralni pohled: i — obdélnikovity, j — klinovity (upraveno podle Barber & Haworth,
1981; Cox, 1996)
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Postup:

Na piedem zvolenou zatopenou piskovnu si vezmeme pomiicky k odebrani
vzorktll. Na bezpecném misté u biehu si najdeme ponotenou rostlinu, ustfihneme list nebo
¢ast stonku a vlozime do saCku (epifyton). Druhou moznosti, jak odebrat vzorek, je
nasatim pomoci pipety. Vodu spole¢né¢ s ndnosem na listech nebo dné (pod vodou;
epipelon) nasajeme pipetou a pieneseme do pfipravené nadobky. Rovnéz je mozno
vyjmout z vody kamen a do lahvi¢ky oSkrabat starym zubnim kartackem (epilithon).

V laboratoii si na podlozni sklicko naneseme kapku vody, seskrabneme pomoci
jehly nénos z rostliny, pfikryjeme krycim sklickem a pozorujeme. Piipadné pipetou
kapneme husty vzorek epipelonu ¢i epilithonu ze dna lahvicky. Jednotlivé pfitomné
rozsivky zakreslime a ur¢ime tvar schranek, ptipadné pocet chloroplastii podle navodu
Vv teoretické Casti. Objekty kreslime velké alesponn 6 cm mékkou tuzkou na nelinkovany
papir. Snazime se vykreslit co nejvice detailii. U zivych rozsivek je vidét zejména hnédy
chloroplast, u prazdnych schranek velkych rozsivek miizeme pozorovat raphe 1 zebirka.
Pozorované objekty se pokusime pfifadit k nejbéznéjSim rodim vyobrazenym
Vv teoretické Casti. Do zavéru napiSeme zastupce rozsivek, které jsme pozorovali
v mikroskopu.

Sikovni studenti s velmi dobrym mikroskopem se mohou pokusit uréit rozsivku

podle Atlasu sinic a fas CR dostupné na http://www.sinicearasy.cz/matlas.

Nakres:

Ukol &. 2: Opakovéni na téma rozsivky
Postup: Dopln chybé¢jici slova

Rozsivky jsou mikroskopické jednobunécné eukaryotické fasy. Mohou Zzit

samostatné anebo vytvaret . Samotnou buiiku rozsivek chrani kfemité
schranka, ktera se nazyva . Tato schranka je sloZena ze casti.
Zasobni latkou rozsivek je . Nékteré rozsivky se pohybuji pomoci
struktury, kterd se jmenuje . Rozsivky se primdrné rozmnoZzuji a

nasleduje rozmnozovani.
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6.2  Praktické cvieni — verze pro ulitele SS

Ukol &. 2: Opakovani na téma rozsivky
Postup: Dopln chybéjici slova

Rozsivky jsou mikroskopické jednobunécné eukaryotické fasy. Mohou zit
samostatné anebo vytvaret kolonie. Samotnou bunku rozsivek chrani kemita schranka,
ktera se nazyva frustula. Tato schranka je slozena ze dvou ¢asti. Hlavni zasobni latkou
rozsivek je chrysolaminaran. Nékteré rozsivky se pohybuji pomoci struktury, ktera se
jmenuje raphe. Rozsivky se primarné rozmnozuji nepohlavné/délenim a nasleduje

pohlavni rozmnoZovani.



Univerzita Palackého v Olomouci, Prirodovédecka fakulta 52

ZAVER

V této bakalaiské praci jsem se vramci literarni reserSe k tématu zaméfila na
detailni charakteristiku rozsivek a stru¢né vysvétleni principu vyuziti DNA barcodingu
rozsivek v biomonitoringu. Charakteristika rozsivek zahrnuje taxonomické zatazeni,
systém, stavbu buiiky, rozmnoZovani a jejich ekologii.

V ramci bakalaiské prace jsem dale odebrala 25 vzorkd z 12 lokalit v okoli
Olomouc a Krométize. U vSech lokalit se jedna o zatopené piskovny ¢i Stérkovny, jejichz
charakteristiky, poloha a fotograficka dokumentace je v kapitole Lokality. Metody sbéru
a zpracovani vzorkd jsou dale uvedeny v kapitole Metody. Pii sbéru rozsivek jsem
vyuzila dvé metody. Prvni metodou byl sbér vzorkli odebranim ¢asti ponotfené rostliny
(epifyton) a nasledné seskrabnuti ndnosu na dané ¢asti. Druhou metodou byl sbér vzorku
z exponovanych umélych substrati. Celkem jsem pfiipravila 25 trvalych preparati a z 8
lokalit jsem izolovala 50 kultur rozsivek.

Vytvotené trvalé preparaty vyuziji V diplomové praci na urCeni rozsivek
z jednotlivych piskoven na zakladé morfologie. Vyizolované kultury pozdé&ji pouziji v
navazujici diplomové préci pro izolaci DNA a sekvenovani.

Ze vzorkd jsem vybrala 12 nejCastéjSich rodi rozsivek a blize jsem je
charakterizovala a dokumentovala vlastnimi mikrofotografiemi z vybranych lokalit. Tyto
rody jsem dale pouzila do didaktické ¢asti.

V didaktické ¢asti jsem navrhla pracovni list k praktickému cviceni pro studenty
sttednich 8kol na téma: ,,Rozsivky v ptirod¢ a pod drobnohledem®. Praktické cviceni je
zaloZzeno na sbéru vzork v pfirod€é, pozorovani rozsivek v mikroskopu a zatazeni

rozsivek podle tvaru frustuly do rodu, pfipadné urceni poctu chloroplasta.
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Piiloha 1: Mapa a fotografie lokality — Slajza

Foto z 23. 6. 2018, autor Tereza Reimerova
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Zdroj: Vlastni zpracovani v programu QGIS
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Priloha 2: Mapa a fotografie lokality — Medkovy rybniky

Foto z 23. 6. 2018, autor Tereza Reimerova
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Zdroj: Vlastni zpracovani v programu QGIS
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Priloha 3: Mapa a fotografie lokality — Hruby rybnik (Hraza)
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Zdroj: Vlastni zpracovani v programu QGIS
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Ptiloha 4: Mapa a fotografie lokality — Kréman

Foto z 24. 6. 2018, autor Tereza Reimerova
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Zdroj: Vlastni zpracovani v programu QGIS
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Priloha 5: Mapa a fotografie lokality — Pod¢brady
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Zdroj: Vlastni zpracovani v programu QGIS
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Ptiloha 6: Mapa a fotografie lokality — Piskovna mezi Olomouci a Chomoutovem

Foto z 24. 6. 2018, autor Tereza Reimerova
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Zdroj: Vlastni zpracovani v programu QGIS
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Priloha 7: Mapa a fotografie lokality — HluSovice

Foto z 24. 6. 2018, autor Tereza Reimerova
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Zdroj: Vlastni zpracovani v programu QGIS
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Priloha 8: Mapa a fotografie lokality — Ptikazska Stérkovna

Zdroj: Vlastni zpracovani v programu QGIS
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Priloha 9: Mapa a fotografie lokality — Naklo

Foto z 24. 6. 2018, autor Tereza Reimerova
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Zdroj: Vlastni zpracovani v programu QGIS
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Priloha 10: Mapa a fotografie lokality — Kaluhy
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Zdroj: Vlastni zpracovani v programu QGIS
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Priloha 11: Mapa a fotografie lokality — Nemilanska piskovna

Foto z 24. 6. 2018, autor Tereza Reimerova
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Priloha 12: Mapa a fotografie lokality — Chomoutovské jezero

Zdroj: Vlastni zpracovani v programu QGIS
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Ptiloha 13: Fotografie metody odbéru vzorkti pomoci plexiskla
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