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1. Cil

Cilem technologie je optimalizovat postup vzorkovani volné genetické informace (environmen-
talni DNA, déle jen eDNA) z vody a sezndmit s vysledky tohoto postupu $iroké spektrum
relevantnich subjekti, tj. organt ochrany prirody, ichtyologt, rybafskych hospodarii na voda-
renskych nadrzich, uzivateld rybarskych revirt, majitelt soukromych reviri a chovatelt ryb.

2. Popis

Analyza eDNA umoznuje pouhym odbérem vody detekci urcitého rybiho druhu (barkéding)
¢i celého rybiho spolecenstva (metabarkoding). Vyuziti eDNA je zcela neinvazivni a vysoce
citlivé s vysokym potencialem aplikace nejen pro védecké ucely, ale i standardni monitoring
vodnich utvari.

V roce 2018 probéhly prvni experimenty zaméfené na vzorkovani a zpracovani eDNA ze tii
prehradnich nadrzi a jejich pritokd. Tyto postupy byly v nasledujicich letech (2019-2020)
optimalizovany v podminkach nejen prehradnich nadrzi, ale i rybnicich, pfirozeného jezera
a tokd. Testovany byly odbéry béhem letni a podzimni sezény, stratifikovany a pravidelny design
odbéru z ruznych prostredi vodnich ttvart. Z laboratorniho zpracovani bylo testovano zpraco-
vani jednotlivych vzorka a vzorki vzniklych smisenim ¢asti jednotlivych vzorkd. Vzorky byly
filtrovany na otevienych filtrech ulozenych do alkoholu nebo zamrazeny. K extrakci DNA byla
vyuZita metoda univerzalniho moduldrniho postupu a pti pripravé genetickych knihoven
pak dvoufazova polymerazova retézova reakce (PCR). Sekvenace knihoven byla provedena
na piistroji lllumina MiSeq a ziskané sekvence nasledné bioinformaticky a statisticky zpracovany.

3. Oblast vyzkumu

Ovéreni technologie: odbér vody, filtrace, uchovani filtri, extrakce DNA, ptiprava genetickych
knihoven, bioinformatické a statistické zpracovani. Vyvoj technologie byl proveden na Hydro-
biologickém a Parazitologickém tstavu Biologického centra AV CR, v.v.i. ve spolupraci s Univer-
zitou v Hullu (Spojené kralovstvi Velké Britanie a Severniho Irska).



4. Uvod

4.1. Charakteristika eDNA

Environmentalni DNA je smés buné¢ného i mimobunécného genetického materialu rtiznych
organismtl, kterou lze ziskat ze vzorku prostfedi. Témito vzorky jsou nejcastéji voda, pida,
vzduch, led a exkrementy. eDNA je vylu¢ovana makroorganismy slizem ¢i zbytky kize, vykaly,
krvi a dal$imi télesnymi tekutinami nebo ptipadné 1ze analyzovat celé mikroorganismy. eDNA
koncentrujeme z vody chemickym srazenim ¢i filtraci.

4.2. Pfednosti eDNA metabarkodingu

Nejvyznamnéj$i prednost analyzy eDNA je jeji neinvazivnost. Voda je jedine¢nym médiem
prenosu eDNA. Odbér vody lze uskute¢nit z jakéhokoli biotopu a v jakoukoli dobu, zkoumany
organismus neni tfeba odlovit ani pozorovat. K pruzkumu sta¢i povoleni ke vstupu k vodé.
Celkové jsou analyzy rychlejsi nez tradi¢ni odlovy a Ize ocekavat jejich zlevnovani s pokrokem
technologie zpracovani a vyhodnoceni. Uzivané metody molekularni biologie jsou navic vysoce
citlivé, coz je jejich vyhoda, ale i podminka pro velmi peclivou praci. Klicovy je vybér vhodného
paru primert, ktery ohranicuje cilovou oblast DNA. Idedlnimi vlastnostmi specifického useku
DNA jsou stalost tsektl s primery a vysoka mezidruhovd variabilita sekvence tseku mezi nimi.
Pouzitim unikatné oznacenych primerii 1ze docilit individualniho rozli$eni jednotlivych vzorka
a osekvenovat az nékolik desitek vzorku soucasné (Blabolil a kol. 2021b).

4.3. Specifika eDNA metabarkodingu

Doposud nelze béznym barkédingem ani metabarkddingem zjistit velikostni a vékové slozeni
mace do jisté miry zjistit 1ze, ale béZzné se neprovadéji. K analyze eDNA obratlovcti se v soucas-
nosti nejéastéji vyuziva ¢ast mitochondrialni DNA, které je v bunice vice nez jaderné a vykazuje
vyssi variabilitu mezi druhy. Zaroven je viak tato DNA dédi¢na po matetské linii, a proto neod-
hali mezidruhové ktizence (Wang a kol. 2021).

Interpretace vysledktl je vzdy nutnd v kontextu podminek prostfedi. Béhem teplého léta,
kdy dochazi k rychlému rozkladu je ,zivotnost® eDNA v prostfedni nejvyse hodiny. Naopak,
za chladného pocasi pii nizké aktivité mikroorganismi a omezeném UV zafeni je eDNA
detekovatelnd v fadu dnf, ve zmrzlém stavu i roky a déle. Odbér vody neprovadime v blizkosti
vyusténi kanalizace, ani v oblasti koncentrace vodniho kvétu. Snazime se vyhnout i obdobi
po vydatném desti, kvili natedéni i zakalu splavenin. Tekouci voda s sebou nese ¢astice véetné
eDNA z vy$e polozenych mist a zahrnuje tak zna¢nou oblast. Ve stojaté vodé pak prevlada nava-
zani na Castice, ukladani do sedimentu a rozklad. Klicova je rovnéz aktivita ryb. Teritorialni
stiku detekujeme na mensi oblasti, nez takika nepretrzité plavajiciho bolena. Sumec je zase
aktivnéjsi pri vyssich teplotach a opacny trend pozorujeme u mnika. Mnozstvi eDNA bude
ve vodé nejvyssi béhem tfeni ryb (Milhau a kol. 2021).

Metody jsou stale ve vyvoji. Existuje jiz nékolik obecné pouzitelnych protokold, ovéem je vysoka
pravdépodobnost, Ze se ¢ast vlivem technické inovace v budoucnu zméni.



5. Studované lokality

Ovérovani technologie bylo provadéno v letech 2018 (experimentalné) a 2019-2020 (optimaliza-
ce technologie) na ¢tyrech vodarenskych udolnich nadrzich, sedmi rybnicich a jednom pfiroze-
ném jezete v Ceské republice (tabulka 1). U vech nddrzi, ¢tyfech rybniki a ptirozeného jezera
byly odebirdny vzorky i z pritékajici vody.

Tabulka 1: Vybrané vodni ttvary a jejich zdkladni charakteristiky, kde probihalo ovérovani
technologie environmentalni DNA metabarkédingu.

Volul | ey g | | G
(m)

Prehrada Klicava Rakovnik 62 31 oligotrofni
Piehrada Rimov Ceské Budéjovice 206 41 mezo-eutrofni
Piehrada | Zlutice Karlovy Vary 167 22 eutrofni
Prehrada Laz Ptibram 17 13 oligotrofni
Jezero Laka Klatovy 2,5 3,8 oligotrofni
Rybnik Horni Pravikov | Pelhfimov 2,6 2,0 eutrofni
Rybnik Kalich Pelhfimov 9,5 4,1 eutrofni
Rybnik Dolni Kladiny | Pelhfimov 29 3,3 eutrofni
Rybnik Tuksa Pelhfimov 10 3,9 eutrofni
Rybnik Stary Lusk Pisek 1,0 2,5 eutrofni
Rybnik Sirot¢i Dolni Pisek 0,7 1,6 eutrofni
Rybnik Sirot¢i Horni Pisek 0,4 1,4 eutrofni




6. Postup prace

Vsechny prepravni lahve i laboratorni materidl (pfedev$im zkumavky) jsou vzdy pred pouzitim
popsany unikdtnimi ndzvy vodéodolnym popisova¢em. Pokud neni uvedeno jinak, prace v labo-
ratofi probihaly za laboratornich teplot.

6.1. Odbér vody a filtrace

Existuje vice moznosti designu odbéru vzorkd, v této technologii byly testovany odbéry stratifi-
kované, sledujici znamé gradienty nddrzi (odbérova mista rozmisténa v pravidelnych vzdalenos-
tech, v riznych hloubkach a prostfedi volné vody a pribfezi) a pravidelné na rybnicich a pfiro-
zeném jezefe (obrazek 1). Odbér vody byl proveden sterilnimi pomtckami, pfipadné za vyuziti
pomicek k jednorazovému pouziti (pfedevsim rukavice). Sterilizace materidlu spocivala v opla-
chu 10% steriliza¢nim ¢inidlem obsahujicim 5% chlornan sodny (pf. Savo, Bochemie a.s., CZ)
na minimalné 10 min, nasledném oplachnuti v 10% detergentu (pf. Lipsol, P-LAB a.s., CZ)
po dobu opét 10 min a diikladném oplachnuti purifikovanou vodou (stfi¢ckou). Tento postup
byl vyuzit pti odbéru vzorkt v terénu i v laboratofi pro sterilizaci opakované pouzivaného
materidlu.

=\

200 m

Obrazek 1: Priklad stratifikovaného odbéru vzorku na nédrzi Klicava (levd ¢ast obrazku)
a pravidelného na rybniku Kladiny Dolni (prava ¢ast obrazku).



V ptipadé odbéru vody z hladinové vrstvy a v tekouci vodé, byly vzorky odebrany primo
do prepravnich lahvi (obrdzek 2). V ramci jednoho mista byl vzdy vytvoien integrovany vzorek
smisenim péti podvzorkd (napf. 5x 400 ml do 2 1) z blizkého okoli (100 m u nadrzi, 5-20 m
u rybniki). K odbéru vody z hlubsich vrstev bylo pouzito Friedingerovo odbérové zatizeni,
které bylo mezi jednotlivymi odbéry chemicky sterilizovano.

Obrazek 2: Odbér vody pro analyzu eDNA do sterilni odbérové nadoby.

Prepravni lahve a odbérové zarizeni byly na kazdé lokalité oplachnuty vzorkovanou vodou.
V pripadé vyskytu silného vodniho kvétu bylo vyuzito predfiltra¢ni zafizeni na odstranéni
sestonu, konkrétné sterilni planktonni sit s oky 100 um a 40 pm tésné uzaviena mezi dvé plasto-
vé trubice (obrazek 3). Pro kontrolu ¢istoty prace byly do terénu privezeny vzorky purifikované
vody (tzv. negativni kontroly), s nimiz bylo pracovano jako se standardnimi vzorky. Tato voda
byla nalita do odbérového zatizeni a zpét. Mezi odbérem a laboratornim zpracovanim byly vzor-
ky uloZeny ve sterilnim boxu ve tmé s teplotou zhruba 4 °C zaji$ténou obloZenim vzork bloky
ledovacu, obrazek 4).



Obrazek 3: Schéma predfiltra¢niho zarfizeni k odstranéni sestonu.
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Obrazek 4: Prepravni nadoba naplnéna vzorky oblozenymi bloky ledovaci.



Ve sterilni laboratofi (veskeré povrchy byly otfeny steriliza¢nim ¢inidlem a pred zad¢atkem praci
zapnuto UV zafeni po dobu minimalné 20 minut) byla voda filtrovana pres sterilni celul6zo-
acetatovy / -nitratovy filtr o priméru 47 mm a porozité 0,45 pm (Whatman, UK) za vyuziti
filtra¢ni jednotky Nalgene a vakuové pumpy (obrazek 5). Objem prefiltrované vody pres jeden
filtr ¢inil 0,25-0,5 1 v zavislosti na poctu castic ve vodé. Mezi filtraci jednotlivych vzorka byly
filtra¢ni jednotky sterilizovany. Po proteceni veskeré vody ptes filtr byl tento ponechan po dobu
jedné minuty na filtra¢ni jednotce k zaschnuti filtratu a nasledné byl pomoci sterilnich pinzet
sejmut. Filtry byly uchovany ve zkumavkach (Axygen SCT-5ML-S, UK, s konickym dnem
o objemu 7 ml) s pfedem navazenym 0,5 g sterilniho drceného mineralu granatu zrnitosti
0,15 mm a 1,0-1,4 mm. Do kazdé zkumavky s granatem byly uloZeny dva filtry, které byly k sobé
ptiloZeny stranou bez filtratu (filtrat byl z vnéjsi a vnitfni strany). Druhym zptisobem uloZeni
bylo jednotlivé filtry slozit ,,do vé&jite ve zkumavkach o objemu 2 ml s 96% etanolem. Na zacat-
ku, zhruba uprostted filtraci a na konci byly filtrovany vzorky negativni kontroly. Filtrace byla
vzdy provedena do 24 hodin od odbéru v terénu, nejlépe do 12 hodin, pti¢emz po celou dobu
byly vzorky ulozeny v chladu a tmé. Zkumavky s filtry a granitem i etanolem byly do doby
extrakce uchovany v teploté -20 °C.
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Obrazek 5: Filtrace vzorki za vyuziti filtra¢ni jednotky a vakuové pumpy.



6.2. Extrakce DNA

K extrakci DNA z filtra byl vyuzit upraveny modularni univerzalni postup podle Sellerse a kol.
(2018). P1i tomto postupu jsou v§echny roztoky ptipravovany v laboratofi, ¢imz je kontrolovano
jejich slozeni, ¢istota a celkové je dosazeno niz$ich finan¢nich nakladi nez pti pouziti komeréné
dodéavanych kitt. VSechny chemikalie musi byt oznaceny (¢istotou pro PCR bez stop DNA,
RNaz, DNéz, a jednd se o octan amonny, ultracistou vodu (ddHZO), siran hlinito-amonny,
di-hydrat chloridu vépenatého, trisaminomethan kyseliny chlorovodikové (Tris HCI),
hydroxid sodny (NaOH), di-hydrdat EDTA di-sodné soli, guanidin hydrochlorid, guanidin
thiokyanat, dodeka-hydrat fosfore¢nanu sodného, chlorid sodny, 5 M kyselina chlorovodikova,
dodecyl-siran sodny (SDS) a 100% etanol.

6.2.1 Priprava zasobnich roztoka

1 M Tris HCI (pH 8):

Do zkumavky o objemu 100 ml bylo navdZeno 15,7 g Tris HCl a odméteno 75 ml ddH,O. Nasled-
né pridano 5 ml 5 M NaOH k tpravé pH na 8. Na zavér byla zkumavka doplnéna na kone¢ny
objem 100 ml ddH,0 a umisténa do tfepacky do rozpusténi pevnych ¢dsti.

0,5 M EDTA (pH 8):

Do zkumavky o objemu 100 ml bylo navdzeno 18,6 g di-hydratu EDTA di-sodné soli. Nasledné
ptidano 75 ml ddH,0 a 10,2 ml 5 M NaOH k tpravé pH na 8. Na zavér byla zkumavka doplnéna
na konecny objem 100 ml ddH,O a umisténa do tfepacky do rozpusténi pevnych ¢ésti.

5 M octan amonny:
Do zkumavky o objemu 100 ml bylo navazeno 38,6 g octanu amonného, doplnéno do 100 ml
ddH,0 a umisténo do tfepacky do rozpusténi pevnych ¢dsti.

180 mM dodeka-hydrdt siranu amonného a hlinitého:
Do zkumavky o objemu 100 ml bylo navazeno 8,2 g dodekahydrat siranu amonného a hlinitého,
doplnéno do 100 ml ddH,0 a umisténo do tfepacky do rozpusténi pevnych ¢asti.

3% chlorid vapenaty:
Do zkumavky o objemu 100 ml byly navazeny 3 g di-hydratu chloridu vapenatého, doplnény
do 100 ml ddH,0O a umistény do tiepacky do rozpusténi pevnych ¢dsti.

6.2.2 Priprava extrak¢nich ¢inidel

Lyzacni roztok:

Do zkumavky o objemu 100 ml bylo navazeno 1,7 g guanidin thiokyanatu, 8,7 g dodeka-hydrat
fosfore¢nanu sodného a 0,2 g chloridu sodného. Nasledné bylo odméteno 70 ml ddH20, 6,7 ml
1 M Tris HCI (pH 8) a 5,3 ml1 0,5 M EDTA (pH 8). Zkumavka s ¢inidly byla umisténa do tfepacky
do rozpusténych pevnych ¢asti. Dale bylo pridano 2,5 ml 5 M HCI k tpravé pH na 9, doplnéno
ddH,0 do konecného objemu 100 ml a vSe promiseno.

Ptisada k lyzi vzorkii vody:
Do zkumavky o objemu 100 ml bylo navdzeno 1,25 g SDS, doplnéno do 100 ml ddH,O a umisté-
no do tfepacky do rozpusténi pevnych ¢asti.



Flokulacni roztok:

Do zkumavky o objemu 50 ml bylo odméfeno 50 ml 5 M octanu sodného, pfidano 25 ml
180 mM dodeka-hydratu siranu amonného a hlinitého, oba roztoky byly promichdny a pridano
25 ml 3% chloridu vapenatého a vSe opét promiseno.

Vazebny roztok:
Do zkumavky o objemu 100 ml bylo navdZeno 52,6 g guanidin hydrochloridu, doplnéno
do 100 ml ddH,O a umisténo do tfepacky do rozpusténi pevnych ¢ésti.

Promyvaci roztok:
Do zkumavky o objemu 100 ml bylo odméteno 80 ml 100% etanolu, doplnéno do 100 ml ddH,0
a promiseno obracenim zkumavky.

Vymyvaci roztok:
Do zkumavky o objemu 100 ml byl odméten 1 ml 1 M Tris HCI (pH 8), doplnén 0,2 ml 0,5 M
EDTA (pH 8), doplnéno ddH,O do objemu 100 ml a vSe promiseno.

Pred zacatkem izolace DNA byly v§echny roztoky sterilizovany UV svétlem (min. 20 min). Bylo
pripraveno stejné mnozstvi novych zkumavek o objemu 1,5 ml jako bylo vzork a do nich odmé-
feno 200 ul flokula¢niho roztoku, ktery byl pfed pouzitim umistén do chladni¢ky nastavené
na 4 °C. Obdobné byl ptipraven vazebny roztok do zkumavek (2 ml) o objemu 1200 ul, oviem
tyto zkumavky a vymyvaci roztok byly zahtaty v inkubatoru na 55 °C. Na zavér byly ptipraveny
prazdné zkumavky (1,5 ml), kterym bylo odsttizeno vi¢ko.

6.2.3 Postup extrakce

Pokud byly filtry uloZeny ve zkumavce s granatem pti teploté pod bodem mrazu, byly ponechany
k roztati pri laboratorni teploté. V pripadé ulozeni filtri v etanolu byly filtry z etanolu vyjmuty
a rozprostfeny na pootevrenych sterilnich Petriho miskach ve sterilni digestori do vysuseni.
Suché filtry byly nasledné umistény do zkumavek s granatem. Kromé vzorki s filtry byly
k extrakei vyuzity i vzorky kontroly ¢istoty filtrace a kontrola ¢istoty extrakee, kde byla pouzita
zkumavka bez filtru stejnym zptisobem.

Do kazdé zkumavky s filtry a granatem bylo pridano 900 pl lyzaéniho roztoku, 300 pl prisady
k lyzi vzorkt vody a zkumavka umisténa na 5 minut do vortexu (30 Hz). Nasledné byla provede-
na centrifugace pfi nastaveni rychlosti na 4000x g po dobu 2 minut. Celkovy objem roztoku
(~600 pl) z kazdé zkumavky byl odpipetovan do zkumavek s pfipravenym flokula¢nim ¢inidlem,
roztok byl promisen a umistén do chladnicky na 10 minut. Po této dobé byly zkumavky centri-
fugovany pfi nastaveni rychlosti na 11000x g po dobu 1 minuty. 750 ul supernatantu bylo prene-
seno do pripravenych zkumavek s vazebnym roztokem. Roztoky byly promiseny a centrifugova-
ny pfi 11000x g po dobu 5 sekund. V dal$im kroku bylo pfeneseno 670 pl roztoku do zkumavky
s kolonkou, centrifugovano pii 11000x g po dobu 10 sekund a prosla tekutina vylita. Pfeneseni
na kolonku, centrifugace a vyliti tekutiny bylo jesté 2x zopakovano, kdy v ptvodni zkumavce
jiz nezbyl zadny roztok. Do zkumavky s kolonkou bylo nésledné napipetovano 500 pl promyva-
ctho roztoku, opét centrifugovano pfi 11000x g po dobu 10 sekund a vylita prosla tekutina.
Stejné zkumavky byly cenrifugovany pti 11000x g po dobu dvou minut a nasledné cely spodni
dil s tekutinou odstranén. Kolonka byla ndasledné opatrné prenesena do zkumavky (1,5 ml)
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s odstfizenym vickem, bylo ptiddno 100 ul vymyvaciho roztoku na membranu kolonky, kde byl
ponechan po dobu 1 minuty pfilaboratorni teploté. Nasledné byla sestava kolonky ve zkumavce
centrifugovana pri 11000x g po dobu 1 minuty. Prosla tekutina byla nasledné vracena na mem-
branu kolonky, opét inkubovéana a centrifugovana. Obsah zkumavky (predisténa DNA) byl pre-
mistén do nové zkumavky s popiskem (1,5 ml). Zkumavky s DNA byly do dals$iho zpracovani
uloZeny v mrazaku pii -66 °C.

Pro ovéfeni koncentrace a ¢istoty extrahované DNA bylo provedeno méfeni na spektrofotomet-
rickém pfistroji NanoDrop 1000. Optimdlni koncentrace DNA byly v oblasti 1-150 ng/ul
a poméry vlnovych délek 260/280 hodnoty 1,8 a 260/230 hodnoty 2.

6.3. Priprava genetickych knihoven

Genetické knihovny byly pfipraveny pomoci dvoufdzové PCR. Pfi prvni PCR byl namnozen
usek DNA ohranic¢eny primery specifickymi pro celou vyvojovou linii obratlovci a zdroven
sekvence mezi témito primery je variabilni mezi druhy (pfedevsim u kostnatych ryb). Sekvence
pouzitych primert jsou 12S-V5-F (5"-ACTGGGATTAGATACCCC-3") a 12S-V5-R (5-TAGAA-
CAGGCTCCTCTAG-3"), které se vazi na mitochondridlni 12S ribozomalni RNA (Riaz et al.,
2011). Béhem prvni PCR jsou navic k primertm pridany umélé sekvence, které se mezi jednotli-
vymi vzorky lisi (bylo pouzito 24 unikatnich kombinaci). Nasledné byly vzorky smiseny
do genetickych knihoven, v ramci nichz lze vzorky spolehlivé rozlisit. Genetické knihovny byly
dale pouzity v druhé PCR, kde jsou k primertim opét pfipojeny umélé sekvence k jejich rozliseni.
Timto zptisobem byly vytvoreny kone¢né genetické knihovny obsahujici az nékolik set vzorkd,
které 1ze osekvenovat zaroven. Vsechny pripravné prace probihaly ve sterilni digestofi.

6.3.1 PCR1

Pro kazdy vzorek byly pti prvni PCR provedeny tfi opakovani (triplikat). K ptipravé prvni PCR
bylo pro kazdy vzorek zapotrebi: 12,5 ul enzymu Q5 (High-Fidelity 2X Master Mix,
New England Biolabs Inc., MA, USA), 7 pl ultracisté molekuldrni vody, 3 ul (1,5 pl od kazdého,
10 uM) primert se znackou, 0,5 ul hovéziho sérového albuminu (BSA Bovine Serum Albumin
Thermo Scientific, Fisher Scientific, UK) a 2 pl DNA. Celkovy objem kazdé reakce tak ¢ini 25 pl.
Po pripravé byla do kazdé mikrozkumavky pridana kapka mineralniho oleje k omezeni vyparu
tekutin. Mikrozkumavky byly vlozeny do termocykleru podle uvedeného nastaveni:

PCR podminky
Pocate¢ni denaturace | 35 cykla hybridizace | Kone¢nad syntetickd faze | Ukondeni
98 °C 98°C 58°C 72°C |72°C 4°C
5 min 10s 20s 30s 7 min oo

Pro kontrolu ¢istoty prace byly mezi vzorky zarazeny i negativni kontroly terénnich vzorkd,
které byly zdroven kontroly ¢istoty filtrace, kontroly ¢istoty extrakce, dale negativni kontroly
PCR (misto 2 pl DNA byla pouzita voda) a dale pozitivni kontrola PCR (2 ul tkanové DNA
tlamovce pricnopruhého Maylandia zebra o koncentraci 0,05 ng/ul) (obrazek 6).
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Obrazek 6: Priprava chemikalii pfi prvni PCR ve sterilnim boxu.

Po ukonéeni reakce byly vSechny tfi vzorky téze PCR reakce (véetné vSech kontrol) smiseny
a jejich produkt zobrazen gelovou elektroforézou (2% koncentrace agarézy s pridavkem GelRed
od Cambridge Bioscience, UK) (Obrazek 7).
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Obrazek 7: Priprava vzorkt k vizualizaci produktti prvni PCR pii elektroforéze.

Vsechny individualné oznacené vzorky béhem prvni PCR byly smiseny do genetické knihovny
na priblizny objem 100 ul normalizaci. Objemy jednotlivych vzorka ke smiseni byly uréeny
intenzitou prouzkt zobrazenych pii gelové elektroforéze (velmi jasny = 5 pl, jasny = 10 pl,
slaby = 15 p a velmi slaby nebo zadny viditelny prouzek = 20 ul) (obrazek 8). Kontrolni vzorky
(filtrace, extrakce, PCR negativni kontrola) byly pfidany v objemech 10 ul a vzorek PCR pozitiv-
ni kontroly o objemu 1 pl.

<= 6L 6P 61 65 67 7L 7P 71 ZL ZP 71 75 ZT MA

- . S
- L I R i el - - ™ .

- -

Obrazek 8: Fotografie gelu zobrazujici produkty prvni PCR. V prvnim sloupci levé ¢ésti
je zobrazen molekularni zebfik, nésleduji jednotlivé vzorky (6L-MA) a kontroly (N - negativni
PCR kontrola, F - filtra¢ni kontrola a P - pozitivni PCR kontrola). Cervena ipka oznacuje cilovy
fragment, ostatni prouzky jsou kontaminace a nevyuzité primery.
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Po vytvoreni genetickych knihoven nasleduje jejich ¢isténi selektivnimi magnetickymi kulicka-
mi (pt. Mag-Bind TotalPure NGS, Omega Bio-tek, USA). Na zobrazeni PCR produktt gelovou
elektroforézou byly vidét druhotné prouzky nespecifickych PCR produktii o délce ~100 pari
bazi (bp, dimery primert) a ~ 300 bp. K ¢isténi byly vyuzity poméry magnetickych kuli¢ek 0,9x
a 0,15x k celkovému objemu 100 pl PCR produktu. Pomér 0,9x vaze jakykoli produkt od 300 bp
vySe, zatimco druhy pomeér (0,15x) vaze vétsi sekundarni produkty o délce ~ 1000 bp. Proto bylo
k 100 ul PCR produktu ptidano nejprve 90 pl a nasledné 15 ul magnetickych kulicek.

Zkumavky o objemu 1,5 ml byly umistény do stojanku v po¢tu odpovidajicim poctu genetickych
knihoven. Magnetické kuli¢ky o laboratorni teploté (dlouhodobé se ukladaji do mrazéku) byly
zhomogenizovany vortexem a nasledné bylo odméreno do kazdé zkumavky 90 ul magnetickych
kuli¢ek. K magnetickym kuli¢kdm bylo ptiddno 100 pl genetické knihovny. Vzorek s magentic-
kymi kulickami byl promichdn 5-10x nasatim do Spicky pipety, opétovnym vypusténim
a néasledné na vortex po dobu 30 sekund. Velmi kratce po dobu asi 2 sekund byla provedena
centrifugace kazdého vzorku, aby doslo k sjednoceni materialu i ze stén zkumavky. Smés
genetické knihovny s magnetickymi kulickami byla na stojanku pro pomalé miseni ponechana
po dobu 5 minut. Zkumavky se smési byly nasledné umistény do magnetického stojanku, dokud
se vSechny magnetické kuli¢ky nenavazaly na sténu zkumavky, ¢imz doslo k vy¢isténi roztoku.
Podle sily magnetu trvé &isténi kuli¢ek zhruba 1 minutu. Cird tekutina (supernatant) byla piene-
sena do nové 1,5 ml zkumavky a piivodni, s navazanymi magnetickymi zkumavkami na sténé,
odstranény. Do nové zkumavky bylo pridano 15 pl magnetickych kulicek, roztok opét dobre
promichan a odstfedén po dobu 2 sekund. Nasledovala inkubace po dobu 5 minut na stojanku
pro pomalé michani. Zkumavky byly umistény na magneticky stojanek do vy¢isténi roztoku
(~1 min). Supernatant byl odsat a odstranén, pricemz ve zkumavce zbyly pouze magnetické
kuli¢ky navdzané na sténu zkumavky. Do zkumavky bylo opatrné pridano 200 pl 80% etanolu
tak, aby nedoslo k naruseni magnetickych kulic¢ek. Etanol byl ve zkumavce ponechan 30 sekund
anasledné odstranén. Precisténi etanolem bylo stejné provedeno 2x. Zbytky etanolu byly odsaty
tenkou pipetou ($picky 10/20 pl). Zkumavky s otevienymi vicky byly ponechany na magnetic-
kém stojanku po dobu 10-15 minut (v zévislosti na teploté) k odpafeni etanolu a vysu$eni
magnetickych kuli¢ek. Pokud ve zkumavce stdle zbyval etanol, jeho zbytky byly odstranény.
Vsechny zkumavky byly vyjmuty z magnetického stojanku do bézného, kde bylo do kazdé
pridano 25 ul vymyvaciho roztoku. Roztok byl promichan pipetou 20x nasatim a vypusténim
a nasledné na vortexu po dobu 30 sekund. Nasledovala inkubace po dobu 5 minut na stojanku
pro pomalé michani. Zkumavky byly umistény zpét na magneticky stojanek do doby vy¢isténi
roztoku (~2-3 min). Supernantant (vycistény produkt prvni PCR slouc¢eny do genetickych kniho-
ven, ~23,5 ul) byl pfenesen do nové 1,5 ml zkumavky. Pro ovéfeni efektivity ¢isténi byly produk-
ty vSech genetickych knihoven porovndny ve stavu pred ¢isténim a po ¢isténi magnetickymi
kulickami vizualizaci gelové elektroforézy.

Pro kratkodobé uskladnéni v ramci dnt byly vy¢isténé produkty uskladnény v chladniéce pri
teploté 2-8 °C a pro dlouhodobé uskladnéni zamrazeny pii teploté -20 °C.
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6.3.2 PCR2

V druhé fazi byla pro kazdou pfecisténou genetickou knihovnu z pfedchoziho kroku provedena
druha PCR rekce, kde byla puvodni ¢ast vzorem pro namnozeni. Reakce byly provedeny
s jednim opakovanim (duplikat). V této ¢asti bylo u¢elem predevsim pripojeni umélych sekven-
ci pro rozliseni jednotlivych knihoven béhem sekvenovani na platformé Illumina MiSeq.

K ptipravé druhé PCR bylo pro kazdou genetickou knihovnu zapotfebi: 25 pul enzymu Q5 2X,
15 pl ultracisté molekularni vody, 6 ul (3 pl od kazdého) znacenych primerti a 4 pl precisténého
produktu prvni PCR. Celkovy objem kazdé reakce tak ¢ini 50 ul. Mikrozkumavky byly vloZeny
do termocykleru podle uvedeného nastaveni:

PCR podminky
Pocate¢ni denaturace | 35 cyclti hybridizace | Konec¢na synteticka faze | Ukonceni
95°C 98°C 72°C 72°C 4°C
3 min 20s 1 min 5 min oo

Oba vzorky téze PCR reakce byly smiseny a jejich produkt (PCR2) spolu s piivodnim precisté-
nym produktem prvni PCR zobrazen gelovou elektroforézou. Produkt druhé PCR byl delsi
o pripojené ¢asti (a proto umistén vyse) a prouzek sytéjsi nez ptvodni produkt prvni PCR
(obrazek 9).

PCR PCR PCR PCR PCR PCR PCR PCR PCR PCR
Cl¥E - 2 g e lh1e %2 CIEIE RO cli1 2 clid 22

“ ” - - - -
e = o : .- —

Obrazek 9: Fotografie gelu zobrazujici precisténé produkty prvni PCR (PCR cl 1) spolu s pro-
dukty druhé PCR (PCR 2) a molekularnim zebtikem v levé ¢asti obrazku.

Na zobrazeni druhého produktu PCR byly vidét druhotné prouzky o délce ~200bp, které byly
odstranény selektivnimi magnetickymi kulickami. K ¢isténi byly vyuzity poméry 0,7x a 0,15x
magnetickych kuli¢ek k celkovému objemu 50 ul produktu druhé PCR. Pomér 0,7x vaze nespe-
cifické produkty od délky 200 bp vyse, zatimco druhy pomér (0,15x) vaze vétsi sekundarni
produkty o délce ~ 1000 bp. Proto bylo k 50 pl produktu druhé PCR ptiddno nejprve 35 pl
a nasledné 7,5 pl magnetickych kuli¢ek. Postup byl shodny s ¢isténim produktt prvni PCR, viz
vyse. Opét byly porovnany produkty vSech genetickych knihoven po druhé PCR vizualizaci
gelovou elektroforézou ve stavu pred ¢isténim a po ¢isténi magnetickymi kulickami.

15



6.3.3 Zavérecna priprava genetickych knihoven

V dal$im kroku byly v§echny precisténé genetické knihovny po druhé PCR smiseny. Koncentra-
ce DNA kazdé z nich byla zméfena na pristroji Qubit dsDNA High-Sensitivity:
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/Qubit_dsDNA_HS_Assay UG.pdf
Podle hodnot koncentrace DNA a mnozstvi vzorki obsazené v kazdé z knihoven byly vypocteny
objemy pro smiseni kone¢né genetické knihovny tak, aby celkovy objem dosahoval >100 pl.

Konecna geneticka knihovna byla ¢isténa selektivnimi magnetickymi kulickami podle postupu
pouzitém na ¢isténi produktu druhé PCR, tedy poméry 0,7x a 0,15x k ¢isténi 50 pl koneéné
genetické knihovny. Produkty koneéné precisténé genetické knihovny pred ¢isténim magnetic-
kymi kulickami a po ¢i$téni byly zobrazeny gelovou elektroforézou. Nésledovalo fedéni precis-
téné konecné genetické knihovny na koncentraci 4 nM vymyvacim roztokem za predpokladu
délky 330 bp.

Koncentrace byla ovérena na pristroji Qubit dsDNA High-Sensitivity a v ptipadé potieby prove-
deno druhé fedéni. Pro presnéjsi ovéreni byl proveden vypocet koncentrace pomoci kvantitativ-
ni PCR (NEBNext Library Quant Kit for Illumina, New England Biolabs Inc., MA, USA):
https://www.neb.com/protocols/2015/05/14/nebnext-library-quant-kit-protocol-e7630
https://nebiocalculator.neb.com/#!/qPCRGen

Déle byla provedena digitalni elekroforéza na pristroji Agilent 2200 TapeStation and High
Sensitivity D1000 ScreenTape (Agilent Technologies, CA, USA) k odhaleni velikostni distribuce
produkti:
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/Public/ScreenTape_ HSD1000_QG.pdf

Na zavér byla provedena denaturace vzorku (0,2 N NaOH), fedéni na 13 pM s 10% PhiX Control
v3 a spusténa sekvenace na pristroji MiSeq s 600 cykly (Illumina, Inc., CA, USA):
https://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/sys-
tem_documentation/miseq/miseq-system-guide-for-miseq-reporter-1000000061014-00.pdf
(obréazek 10)

Obrazek 10: Illumina MiSeq se spusténou sekvenaci vzorku.
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6.4. Bioinformatické zpracovani

K bioinformatickému zpracovani byl vyuzit Linux Ubuntu Mate server s Intel Xeon CPU
E5-2620 v2 2.10 GHz x 12 and 24 GB RAM. Kvalita ziskanych sekvenci byla ovéfena pomoci
programu FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). Sekvence byly
nésledné rozdéleny do jednotlivych knihoven (demultiplex) a zpracovany kody sdruzenymi
v aplikaci metaBEAT v0.97.11 (bioinformatic pipeline, https://github.com/HullUnibioinforma-
tics/ metaBEAT). Odstranény byly méné kvalitni sekvence (phred <30), adaptéry (trimming,
program Trimmomatic 0.32) a sekvence krat$i nez 90 bp. Pary kompatibilnich sekvenci (¢teni
od 3’a 5"koncti) byly slou¢eny programem FLASH 1.2.11 (dereplikace). Ze zbylych sekvenci byly
déle vyrazeny chimérické sekvence porovnanim s referen¢ni databazi sekvenci pomoci funkce
uchime_ref v programu VSEARCH 1.1 (https://github.com/torognes/vsearch). Pouzitd referenc-
ni databaze sekvenci byla vytvorena na Univerzité¢ v Hullu (https://github.com/HullUni-bioin-
formatics/Curated_reference_databases) s doplnénim sekvenci bolena dravého Leuciscus aspius
(GenBank ¢isla: MT163435, MT163450, MT163449) a sitha marény Coregonus maraena
(GenBank ¢isla: MT163451, MT163458, MT163460). Sekvence byly slou¢eny podle podobnosti
do skupin pomoci programu VSEARCH 1.1 (anotace). Pokud byly ve skupiné méné nez tfi
sekvence, byly povazovany s vysokou pravdépodobnosti za chybné a vylouceny. Ostatni sekven-
ce byly porovnany s referen¢ni databazi sekvenci programem BLAST (100% shoda). Vystupy
byly v pripadé identickych sekvenci pro rizné druhy postoupeny o taxonomickou troven nize
principem nejblizsiho spole¢ného predka. Vystupem byla tabulka s jednotlivymi vzorky (fadky)
a druhy (sloupce) vyplnéna poctem zjisténych sekvenci jednotlivych druhi.

6.5. Statistické zpracovani

V pripadé detekce sekvenci cetnosti méné nez 0,1 % ve vzorku, byly tyto sekvence povazovany
za nevérohodné a vyrazeny. Nasledné bylo ovéfeno oznaceni zjisténych druht pro piipad,
ze by byl detekovan druh, ktery se v dané lokalité s vysokou pravdépodobnosti nevyskytuje
(fale$né pozitivni zaznam). V nékterych ptipadech bylo malo vérohodné druhové prirazeni
upraveno na troven druhového komplexu karase stéibtitého (Carrasius auratus + C. gibelio),
rodu (sth Coregonus, tolstolobik Hypophthalmichthys) a Celedé (jeseteroviti Acipenseridae).
V pripadé ¢tyt druhu, které patii do rtiznych rodd, avsak pouzité sekvence byly vidy pro dva
druhy identické, byly tyto druhy spojeny do druhovych part cejnek maly (Blicca bjoerkna)
+ podoustev ti¢ni (Vimba vimba), bolen dravy (Leuciscus aspius) + perlin ostrobfichy
(Scardinius erythrophthalmus), jelec proudnik (Leuciscus leuciscus) + jelec jesen (Leuciscus idus)
a candat obecny (Sander lucioperca) + okoun ti¢ni (Perca fluviatilis). Témért u véech vzorka doslo
k prifazeni sekvenci na troven celedi (kaproviti Cyprinidae, okounoviti Percidae, lososoviti
Salmonidae), které byly z nadchdzejicich analyz vylouceny, jelikoz sdruzovaly potencionalné
degradovanou DNA vice druht s odlisSnym vyuzivanim prostredi. V pripadé ostatnich skupin
organismi bylo postupovano shodnym zptisobem.
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7. Okruhy ovéreni

7.1. Zjistit pocty ziskanych sekvenci a jejich zastoupeni prifazené k jednotlivym taxonomic-
kym drovnim.

7.2. Stanovit miru kontaminace vzorkd negativnich a pozitivnich kontrol.

7.3. Urcit slozeni spolecenstva ryb a mihuli zkoumanych lokalit na zédkladé sekvenci eDNA
metabarkdodingu.

7.4. Popsat spole¢enstva skupin obratlovci mimo rybovitych obratlovcii.

7.5. Doplnit priklady vyuziti ziskanych udajti o rybim spole¢enstvu k ekologickym studiim.

8. Vysledky a diskuse

8.1. Pocty sekvenci

Jednotlivymi genetickymi knihovnami bylo v priméru vygenerovano 23,3 miliénia sekvenci
(17,2-28,2 mil,, nejméné-nejvice). Z tohoto mnozstvi bylo v priameéru 86,9 (80,6-93,1) %
sekvenci prifazeno k jednotlivym vzorkim. Vytézek sekvenci odpovidd spravnému nastaveni
sekvendtoru a pouziti unikatné znacenych genetickych knihoven bez zdsadnich chyb béhem
¢teni sekvenci.

8.2. Kontaminace vzorku

Ve vsech genetickych knihovnach bylo pouzito 135 negativnich kontrol, z nichz byla v 10 ptipa-
dech zjisténa kontaminace detekci rybi DNA. Jednalo se vzdy o nejc¢astéjsi druhy v dané sadé
vzorki. Polty téchto sekvenci zpravidla nepfesahovaly 100 a bylo by je mozné striktnéjsim
bioinformatickym filtrem odstranit. Zjisténé kontaminace mohly byt zptsobeny chybou pfi
laboratornim zpracovani vzorkd (pfenos aerosolu) nebo nespravnym prectenim oznaceni
vzorku. Negativni vzorky jsou velmi nachylné ke kontaminaci, nebot v nich neni v optimdlnim
pripadé obsazena zadnd DNA (Sepulveda a kol. 2020).

Z dalsich obratlovct byly ve ¢tyrech pripadech detekovany hospodarska zvirata, konkrétné kur
domaci (Gallus gallus), tur domaci (Bos taurus) a prase domaci (Sus scrofa), coz mtize byt labora-
torni kontaminace (potraviny) i z chemikalii (napt. albumin hovéziho séra, BSA). Nejcastéjsi
kontaminace byla lidskou DNA, v priiméru 70,9 (55,6-88,0) %. I pfes mnohd preventivni opat-
feni se do vzorku dostava pri zpracovani lidska eDNA a pfi interpretaci vysledki je nutné
na tyto interni kontroly brat zfetel.

Pozitivnich PCR kontrol bylo pouzito 52. Vzdy byla detekovana cichlida tlamovec pfi¢nopruhy,
coz doklada spravnou funkénost PCR. Kontaminace rybi eDNA byla zjisténa v jednom vzorku,
pricemz zpétné bylo dohleddno, ze §lo o kontaminaci z nedostate¢né sterilizovaného minerdlni-
ho oleje (uzéavérem neproniklo UV zafeni). Z ostatnich obratlovct byla zjisténa kontaminace
jen lidskou eDNA v primeéru u 17,3 (0-33,3) % pripadui. V kazdé genetické knihovneé s vyskytem
kontaminace je tfeba zvazovat pravdépodobnost chybné detekce druhu, ktery byl zjistén
v kontrole.

8.3. Spolecenstva ryb a mihuli
V prehradnich nadrzich byl zjistén jeden druh mihule, 27 druht ryb, komplex karase stiibfité-
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ho, ¢tyti pary druht, dva rody a jedna celed (tabulka 2). Nejvice taxond (34) bylo zjisténo
v nadrzi Rimov a nejméné (5) v nadrzi Laz. Nejcastéjsimi druhy byly: plotice obecnd (Rutilus
rutilus), lin obecny (Tinca tinca) a stika obecna (Esox lucius), z part druht pak bolen + perlin
a candat + okoun. Naopak jen pfi jednom vzorkovani byly zjistény druhy: horavka horka
(Rhodeus amarus), karas obecny (Carassius carassius) a sumecek éerny (Ameiurus melas). Sloze-
ni rybiho spoledenstva odpovida druhové skladbé zjisténé tradi¢nimi metodami (napt. Blabolil
akol. 2021a). Nékteré druhy (napt. horavka horka v Kli¢avé) byly zjistény pro danou oblast viibec
poprvé, coz odpovida vysoké citlivosti metody (Lawson Handley a kol. 2019, Pond a kol. 2018).
Ve stojaté vodé byly castéji zjistény druhy: amur bily (Ctenopharyngodon idella), kapr obecny
(Cyprinus carpio), lin obecny, sumec velky (Silurus glanis), thot ti¢ni (Anguilla anguilla), z part
cejnek + podoustev a zastupci rodt sih a tolstolobik. Ve vodé tekouci byly nejcastéji zjistény
druhy: mihule poto¢ni (Lampetra planeri), hrouzek obecny (Gobio gobio), mnik jednovousy
(Lota lota) a strevlicka vychodni (Pseudorasbora parva). Detekce ryb v jednotlivych prostfedich
prevazné odpovida jejich ekologickym naroktim (Kottelat a Freyhof 2007). Zjisténé pocty
taxon®l odpovidaji trendu narastu druhové diverzity s rozlohou, objemem a velikosti povodi
vodniho télesa (Mehner a kol. 2005).
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V prirozeném jezete Laka byla zjisténa eDNA pouze pstruha obecného (Salmo trutta) a na nej-
vzdalenéj$im profilu od jezera i vranky obecné (Cottus gobio). Oba zjisténé druhy i lokality jejich
detekce zcela koresponduji s vysledky odlovii elektrickym agregatem v dobé odbéru vody
k analyze eDNA (Blabolil a kol. 2020a, 2021c).

V rybnicich bylo zjisténo 16 druhti ryb, komplex karase sttibfitého, tfi pary druht a po jednom
rodu a ¢eledi (tabulka 3). Nejvice taxont (16) bylo zji§téno v rybnice Dolni Kladiny a nejméné (4)
ve Starém Lusku a Sirot¢im Dolnim. Nejcastéji zjisténym druhem byl kapr obecny, dale plotice
obecna a par bolen + perlin. Pouze pfi jednom priizkumu byla zjisténa parma obecna (Barbus
barbus) a ve dvou rybnicich slune¢nice pestra (Lepomis gibbosus). Detekovand rybi spole¢enstva
jsou shodnd se spolecenstvy ryb zjisténymi pii vylovu rybnika (viz ¢ast 8.5.1, Blabolil a kol.
rukopis, Di Muri a kol. 2020). Ve stojaté vodé byl nejéastéji zjistén cejn velky (Abramis brama),
sumec velky a rod tolstolobik. Vyhradné v tekouci vodé byl zjistén pouze mnik jednovousy.
V 68,6 % byly stejné druhy zjistény ve vzorcich standardnich a smésnych, v 26,5 % pak byl taxon
zjistén pouze ve vzorcich smésnych a pouze v 4,9 % byl taxon zjistén ve smésnych vzorcich
a nikoli standardnich. V ptipadé rybi obsadky, lze misto mnoha jednotlivych standardnich
vzorku analyzovat mens$i mnozstvi smésnych vzorki a detekovat tak ¢asté druhy ryb (Sato a kol.
2017).
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8.4. Ostatni skupiny obratlovcii

8.4.1 Obojzivelnici

V nddrzich Kli¢ava a Rimov byly zjistény tfi druhy Zab, coZ bylo i celkové nejvice (tabulka 4).
Dva druhy byly zjistény v nddrzi Zlutice a Zddny v Lazu. Nejéastéji byla zjisténa ropucha obecna
(Bufo bufo), pak skokan hnédy (Rana temporaria) a relativné nejvzacnéji skokan kratkonohy
(Pelophylax lessonae). Z4by byly &astéji zjistény v piitocich (42,1 %) nez ve vodé stojaté (36,8 %)
pripadné v obou prostiedich (21,1 %). Malé mnozstvi zjisténych druht odpovida nevhodnému
nacasovani (k monitoringu obojzivelnik je idealni jaro) i malo vhodnému prostfedi s homo-
gennimi biehy bez vegetace v disledku manipulace s vodni hladinou a relativné vysokou pocet-
nosti ryb (Moravec 2019).
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V jezete Laka byla zjisténa eDNA c¢olka horského (Ichthyosaura alpestris, jediny zjistény zastup-
ce ocasatych obojzivelniki) a v blizkych tocich pak skokana hnédého. Vzhledem k nac¢asovani
odbéru na pozdni podzim a vysokou nadmotskou vysku se jedna o cenné detekce prokazujici
vyuzivani téchto vod k prezimovani obojzivelnika.

V rybnicich byly zjistény ¢tyfi druhy zab (tabulka 5). Nejvice tfi druhy v rybnice Sirot¢i Dolni
a naopak zadny v Kalichu a Kladinadch Dolnich. Nejcastéji, ve tfech rybnicich, byli zjisténi
skokan kratkonohy a skokan sktehotavy (Pelophylax ridibundus). Pouze jednou byla zjisténa
ropucha obecna. Pri tfech odbérech byl stejny druh zjistén ve standardnich i ve smésnych vzor-
cich a ve dvou byl zjistén pouze ve standardnich a nikoli smésnych. Stejné jako v pfipadé nadrzi
jsou detekce obojzivelnikt v rybnicich spiSe ndhodné, a to z diivodu pocetné nasady kapri,
kteti podporuji rozvoj fytoplanktonu predaci zooplanktonu, s obojzivelniky konkuruji o potra-
vu, pri bioturbaci sedimentu poziraji bentické organismy véetné vyvojovych stadii zab i pfitom-
nosti ¢etnych dravych druhii ryb, ktefi mohou ulovit i dospélce (Kloskowski 2010). Rybniky
s Cetnéjsimi zaznamy obojzivelniki mély vzdy vyvinuty litoral s emerzni vegetaci, ktery obojzi-
velnici vyuzivali jako tkryt pred rybami (Zavadil a kol. 2011).
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8.4.2 Plazi

V zadném zkoumaném vodnim télese nebyla zjisténa eDNA Zzelvy ani hada. Uzovky obojkové
(Natrix natrix) jsou pravidelné vidany na brezich nadrzi Klicava, Rimov a Zlutice a uzovka
hladka (Coronella austriaca) pfimo u jednoho z odbérovych mist na Rimové (Blabolil osobni
pozorovani). V prehradé Laz pak byli pfi vylovu na jafe roku 2021 zji$téni dva jedinci Zelvy nad-
herné (Trachemys scripta), kteti zde s vysokou pravdépodobnosti byli i v dobé odbéru vzorkii
(Smejkal a kol. 2021). Absence detekce plazii v nagich vzorcich je ddna pevnym povrchem kaze
bez slizové vrstvy a vysokou afinitou k suchozemskému prostredi (predevs$im k rozmnozovani
a odpocinku), v literature se v§ak moznosti detekei Zelv i plazti z eDNA z vody objevuji (Davy
a kol. 2015, Hunter a kol. 2015).

8.4.3 Ptaci

V nadrzich bylo zjisténo 16 druhid ptdki a dal$ich Sest taxonomickych skupin zahrnujicich
dva az Sest druhii (tabulka 6). Nejvice taxonii (17) bylo zjisténo v Rimové a nejméné (1) v Lazu.
Nejéastéji zjisténou skupinou byly zastupci rodt Anas a Spatula (kachny, ¢irky, 1zi¢aci), déle
hvizdak eurasijsky (Mareca penelope), holubi (rod Columba) a skupina hus s labutémi (zastupci
roda Anser, Branta a Cygnus). Nejvzacnéji byli zjistény kané lesni (Buteo buteo), zrzohlavka
rudozobd (Netta rufina), slipka zelenonoha (Gallinula chloropus), tervenka obecna (Erithacus
rubecula), kralicek obecny (Regulus regulus), strakapoud velky (Dendrocopos major) a zastupce
hyli ¢i konipast (rody Pyrrhula a Motacilla). Ve stojaté vodé byly zjistény taxony: slipka zeleno-
nohd, pénice ¢ernohlava (Sylvia atricapilla), ¢ervenka obecna, kralicek obecny, strakapoud
velky, pénkavy (rod Fringilla), hyl/konipas, holubi, husy s labutémi a krkavcoviti ptaci (zastupci
rodd Corvus a Pica). V tekouci vodé byl zjistén ¢ap cerny (Ciconia nigra) a pévuska modrd
(Prunella modularis). Pocet zjisténych druht ptakt mtze byt vyrazné vys$si, nebot pouzita
referen¢ni databdze neni kompletni a v nékterych ptipadech byly urceny jen vyssi taxonomické
urovné. Stejné jako u ryb, presnéjsimu urceni by pomohly specifi¢téjsi primery. I tak je popsana
taxonomicka diverzita relativné bohata. Prevladaji divoké druhy ptaka obyvajicich bud pfimo
vodniho prosttedi nebo okolni lesniho prostiedi (Hudec 2005, 2016, Hudec a Stastny 2011).
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V jezete Laka bylo zjisténo pét taxont ptaki (skfivan polni Alauda arvensis, cervenka obecna,
kos ¢erny Turdus merula, drozd zpévny Turdus philomelos a kachny), z nichz byly kachny zjisté-
ny i v blizkych tocich, kde byly déle zjistény kur domaci a krali¢ek obecny. Detekce kura doma-
ctho je s nejvétsi pravdépodobnosti artefakt laboratorni kontaminace, nebot byl tento druh
a navic v jiném povodi. Piivod kontaminace muze byt z pouzitych chemikalii, ale i od pracovni-
ki, potraviny obsahujici driibezi maso jsou ¢asté v Anglii i v Cechéch. Vyskyt ostatnich druht
je realny i v nadmotské vysce presahujici 1000 m n.m.

V rybnicich bylo zjisténo 12 druhii a dal$ich 5 skupin ptaku (tabulka 7). Nejvice taxonti (11) bylo
zjisténo v Dolnich Kladinach a nejméné (3) v Sirot¢im Dolnim rybnice. Nejéastéji byly zjistény
kur domaci a kachny. Nejvzacnéji byli zjistény sojka obecna (Garrulus glandarius), sykora
konadra (Parus major), pénice ¢ernohlavd, cervenka obecnd, budnicek vétsi (Phylloscopus
trochilus) a polaci (rod Aythya). Stejné jako v pripadé nadrzi reflektuji zaznamy taxont ptaku
jejich ekologické néroky. Castéji ve stojaté vodé byl detekovan $pacek obecny (Sturnus vulgaris)
a v tekouci pak sojka obecna, ktivka obecna (Loxia curvirostra), sykora konadra a budnicek
vétsi. V kontrastu s udaji o ichtyofauné byla shoda v druzich detekovanych ze standardnich
vzorkil a vzorkd smisenych vyrazné nizsi (36,1 %) a vice taxont bylo zji$téno ve standardnich
vzorcich (58,3 %), pouze v 5,6 % byl taxon zjistén ve smésnych vzorcich a nikoli standardnich.
M¢éné casté detekce ve smésnych vzorcich jsou zptsobeny nizkymi koncentracemi ptaci eDNA
ve vodé. Detekce jsou tak predevsim lokalniho charakteru v mistech, kde ptak usedl na hladinu
¢i zanechal stopu ve formé exkrementu a/nebo vyvrzku (Ushio a kol. 2018).
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8.4.4 Savci

V nadrzich bylo zjisténo 23 druhti a tfi pary druhi savci (tabulka 8). Nejvice (21) taxont bylo
zji$téno v Rimové a nejméné (3) v Lazu. Ve viech typech vzorki byla zjisténa lidskd (Homo
sapiens) eDNA, casto byl zjistén i pes (Canis lupus) a prase. Tyto Casté druhy byly zjistény
i v negativnich kontrolach a je tak velmi pravdépodobné, ze minimalné v nékterych pripadech
se jednd o kontaminaci béhem laboratorniho zpracovani. Na druhou stranu je tfeba doplnit,
ze véudypritomnd lidska eDNA neni az tak prekvapujici, mtize jit o fyzickou pfitomnost ¢lovéka
(i ve vodarenskych nadrzich a Narodnim parku jsou porusovany zakazy vstupu) nebo nedosta-
te¢né ¢istény odpad z kanalizaci. Obdobny zdroj muze byt psi eDNA, kdy lidé berou psy
na prochdzky i do zakazanych oblasti. Na ¢eském venkové je stédle udrzovana tradice hospoda-
feni véetné domaciho chovu prasat a dal$iho zvifectva. Vzacné byl zjistén rejsek obecny (Sorex
araneus), krtek obecny (Talpa europaea), kan (Equus caballus), my$ domaci (Mus musculus)
a veverka obecna (Sciurus vulgaris). Pfevazné ve stojaté vodé byl zjistén pes, liska obecna (Vulpes
vulpes) a netopyti (rod Myotis). Ve vodé tekouci byl zjistén rejsek obecny. Pocet vzorkii ze stojaté
vody byl vyrazné vyssi nez z tekouci.
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V jezete Laka a blizkych tocich bylo zjisténo devét druhti a jeden druhovy par savctii: jelen evrop-
sky (Cervus elaphus), pes, vydra fi¢ni (Lutra lutra), rejsec vodni (Neomys fodiens), rejsek obecny,
krtek obecny, ¢lovék, bobr evropsky (Castor fiber), myska drobna (Micromys minutus) a kuna
skalni a/nebo lesni (Martes foina / martes). Zjisténé spolecenstvo je shodné s pozorovanim mist-
nich strazcu prirody a je az prekvapivé, kolik druht zanechava své stopy ve vodach v pramenné

oblasti a pfirozeném jezeru s kratkou dobou zdrzeni vody.

V rybnicich bylo zjisténo 14 druhi a dva druhové pary savcil. Nejvice (13) v Tukse a nejméné (2)
v Sirot¢im Dolnim rybnice (tabulka 9). Prakticky ve vSech vzorcich byla zjisténa lidska eDNA,
Casto i prase a potkan (Rattus norvegicus). Vzacné byli detekovani danék evropsky (Dama dama),
lasice kol¢ava (Mustela nivalis), netopyti a nutrie (Myocastor coypus). Ve stojaté vodé byl ¢astéji
detekovan pes a mysice (rod Apodemus); v tekouci pak rejsek vodni a myska drobna. Pouze
u 39,3 % vzorkd byl taxon zaznamendn ve vzorcich standardnich a zdroven smisenych.
V 53,6 % byl taxon zjistén pouze ve vzorcich standardnich a nikoli smisenych a opa¢né pouze
ve vzorcich smisenych v 7,1 % pripadf. Savcl byla zjisténa pomérné vysoka taxonomicka
diverzita, coz je ddno predev$im popularitou této skupiny majici vliv na konzistentni zdznamy
v referenéni knihovné. Zjistény byly drobné druhy hlodavcu i zastupci velkych jelenovitych.
Shodnym atributem je skryty Zivot, ¢asto noc¢ni aktivita a zavislost na vodnim prostiedi.
Sav¢i eDNA se muZe do vody uvolnit pfi plavani, piti, exkreci i z pfipadného zranéni. Vyuzivani
sav¢i eDNA z vody je k detekci druhil jiz relativné ¢asté (Harper a kol. 2019b, Leempoel a kol.
2020, Sales a kol. 2020).
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8.5. Priklady vyuziti

8.5.1 Shoda eDNA matabarkodingu s vylovem

Detekce druhu je sama o sobé dulezitou informaci. V ptipadé opakovanych odbért 1ze vypocitat
relativni zastoupeni vzorki s vyskytem druhu (¢i vyssi taxonomické trovné). Dal$i moznosti
je vyuzit ptimo poéty zjisténych sekvenci (u opakovaného vzorkovani priméry ze vsech
vzork). Tyto informace jsou v tésném pozitivnim vztahu s pocetnosti a biomasou ryb v daném
vodnim télese, jak bylo prokazano ve studii Blabolila a kol. (rukopis) s vyuzitim udaji z rybniki
Horni Pravikov, Kalich a Dolni Kladiny, kde probihalo v 1été a na podzim 2019 vzorkovani,
na coz navazal vylov rybniku s detailni kvantifikaci obsadky (obrazek 11).
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Obrazek 11: Zavislost mezi relativnim zastoupenim druhu (vlevo) a primérnym poctem sek-
venci druhu (vpravo) na pocetnosti a biomase jednotlivych druht zjisténych pii vylovu rybniki
Pravikov Horni (prvni radek), Kalich (prostfedni radek) a Kladiny Dolni (spodni radek).
V jednotlivych obrazcich jsou uvedeny korela¢ni koeficienty a priikaznost testu (p: *<0,05,
*#*<0,01 a ***<0,001) pro vzorkovani v 1été (modte) a na podzim pred vylovem (¢ervené).
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8.5.2 Vyuziti stratifikovaného designu k ekologické studii

Pfi sbéru tdajt ve stratifikovaném designu a zaroven zjistovani zakladnich parametri prostiedi
Ize zjisténé tidaje pouzit v ekologickych studiich. Vyse uvedené vysledky z nadrzi Kli¢ava, Rimov
a Zlutice vzorkované v 1été a na podzim roku 2018 pouzili Blabolil a kol. (2021b) ve studii, kde
prokazali, ze idaje z eDNA metabarkddingu odrazi ekologické naroky jednotlivych druhi ryb.
Obrazek 12 zobrazuje kanonickou korela¢ni analyzu (Canonical Correlation Analysis, CCA),
kterou byly vybrany tfi proménné (teplota vody, standardizované stafi vody a logaritmovana
koncentrace chlorofylu a), které maji statisticky prikazny vliv na slozeni spolec¢enstev v nadr-
zich. Identita nadrze byla pouzita jako kovariat. Na obrazku je patrné, Ze osa X znazornuje
podélny gradient od hraze s detekci slune¢nice pestré, sumce velkého a oukleje obecné pres
eurytopni druhy jakymi jsou naptiklad thot fi¢ni, jezdik obecny po druhy z pfitokovych ¢asti
a tekoucich vod (pstruh duhovy a obecny, siven americky, lipan podhorni a dalsi). Osa Y
predstavuje predevs§im hloubkovy gradient, kde byli slunecnice pestra a sumec velky castéji
zjisténi ve vrstvach u hladiny (voda vyssi teploty a koncentrace chlorofylu a) na rozdil od karase
stribritého a horavky horké, které byly detekovani v hlubsich vrstvach, tedy starsich vodach.
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Obrazek 12: Zobrazeni prvni a druhé osy kanonické korela¢ni analyzy.
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9. Zavéry

Metoda eDNA metabarkoding byla uspésné ovérena k detekci ryb a dalsich obratlovct ze vzorki
vody. Zjisténé vysledky mohou byt podkladem k vyuziti této zcela neinvazivni, a pfitom vysoce
citlivé metody k monitoringu organismt v riiznych vodnich ekosystémech. Na rozdil od tradic-
nich metod odlovii ryb neni eDNA metabarkéding druhové ani velikostné selektivni (Kubecka
a kol. 2009). Na druhou stranu zélezi na podminkdch prostredi (v chladné vodé s nizkou aktivi-
tou mikroorganismi je zivotnost eDNA del$i) a predevs$im aktivité organismi: chovani
teplomilného sumce velkého se bude diametralné lisit od chladnomilného mnika jednovousého
v rtiznych obdobich, detekce aktivniho bolena dravého bude castéjsi nez sedentarni vranky
obecné. Pfi nasem porovnani bylo vice taxonti detekovano na podzim nez v 1été. Z hlediska
porovnani prostfedi bylo vice taxontl zjisténo ve vodé tekouci nez stojaté, coz je dano sedimen-
ta¢nimi procesy ve stojaté vodé ve srovnani s proudénim nesoucim eDNA i z vét$i vzdalenosti
v tocich (Lawson Handley a kol. 2019, Pond a kol. 2018).

Metoda eDNA metabarkéding je velmi perspektivni pro praktické vyuziti. Diky jeji citlivosti
byly detekovany i druhy, které nebyly tradi¢nimi metodami doposud zjistény a lze predpokladat
jejich nizké popula¢ni hustoty. Metoda je tak velmi vhodna pro véasnou detekci invaznich druhti
jako je komplex karase st¥ibtitého, stfevlicka vychodni a sumeéek ¢erny (Keskin 2014). Pri v¢as-
né detekci lze zabranit rozsiteni populace nezadoucich druht, které jinak ptisobi vyznamné
$kody v hospodateni i ekosystémovych funkcich. Déle je metoda vhodna k monitoringu
citlivych druht podléhajicich ochrané (Brys a kol. 2020). Zcela neinvazivnim zptisobem lze
zmapovat vyskyt téchto druhf a nastavit managementova opatfeni k ochrané téchto lokalit.
V neposledni fadé Ize udaje vyuzit k hodnoceni ekologické kvality pro Rdmcovou smérnici
o vodach a dal$i povinné smérnice na narodni i mezinarodni urovni (Hering a kol. 2018).

Kromé cilového spolecenstva ichtyofauny byly zjistény zdstupci dalsich skupin obratlovct.
Tyto udaje zde prezentujeme jako doplnkové. Opét by bylo mozné rozebrat indikacni potencial
jednotlivych taxont, afinitu k jednotlivym prostfedim ¢i stupen ochrany. V kazdém pripadé,
pro zjisténi obdobnych informaci tradi¢nimi metodami by bylo nezbytné provést monitoring
odborniky na jednotlivé skupiny, ktefi pouzivaji odli$né metody. Vysledky by tak byly nejen
nakladnéjsi, ale i vzajemné neporovnatelné (Cao a kol. 2007).

Prace s eDNA ma své specifické stranky, zasadni je velmi pecliva prace k omezeni kontaminace
vzorki. Nejcastéjsi kontaminaci je lidskd eDNA, coz lze pripadné fesit specifickymi inhibitory
¢i vyuzit primery, které nebudou mit specifické misto pro lidskou DNA. K omezeni ndhodné
variability pti PCR reakci byla v prvni PCR pouzita tfi opakovani. Z jednoho vzorku bylo ziska-
no dostate¢né mnozstvi eDNA k vice reakcim, s vice opakovanimi by bylo lépe postizeno rozli-
$eni jednotlivych vzorkt (Harper a kol. 2019a).

Ne vzdy bylo dosazeno rozliseni jednotlivych druht. Pouzité primery ohranicuji relativné krat-
kou oblast 73-110 part bazi. Pro lepsi rozliSeni je mozné otestovat specifictéjsi primery, jakymi
jsou pro ryby MiFish (Myia a kol. 2015) nebo Teleo (Valentini a kol. 2016). Referen¢ni knihovna
sekvenci byla doplnéna k pokryti zndmé druhové diverzity ichtyofauny Ceské republiky
(Kottelat a Freyhof 2007, Lusk a kol. 2017), nelze vyloucit, ze se v nadrzich vyskytuji dalsi druhy

7y

z okrasnych chovtl, které nebyly do databaze zarazeny. Vétsina ryb je Siroce rozsifena i v dalsich
statech, z nichz pochazi ¢ast sekvenci. V idealnim pripadé by méla byt osekvenovana reprezen-
tativni ¢ast mistni populace, které mtize mit lokalni adaptace zachycené v DNA (Weigand

a kol. 2019).
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10. Novost postupii

V soucasné dobé se k monitoringu ryb vyuziva predevsim elektricky agregat v tocich (Jurajda
a kol. 2019) a sitové odlovy ve vodach stojatych (Kubecka a kol. 2010). Tyto metody zasahuji
do prostredi i zivota ryb a dalsich vodnich organism, ptisobi jejich stres, pfipadné zranéni
a jsou vzdy selektivni pro urcité druhy a velikostni skupiny. Popsand metodika eDNA
metabarkédingu je zcela neinvazivni, vysoce citlivd a neni selektivni. S vyvojem metody lze
ocekavat detailni rozliSeni jednotlivych druht a zjisténi i dalsich informaci o jejich pocetnosti
a kondici. Tato ovérena technologie popisuje dostupny material véetné detailnich parametrd,
postup odbéru vody, jeji filtraci, extrakci DNA, PCR a pripravu genetickych knihoven. Uvedeny
jsou i priklady vyuziti v riznych vodnich prostredich, zjisténé vysledky a moznost interpretace
v kontextu parametrt vody.

11. Ekonomické aspekty

S rozvojem technologii se stavaji molekularni metody stale dostupnéjsi a stars$i funké¢ni verze
levnéjsi. Vycisleni ndkladt na zpracovani vzorki zavisi pfedevsim na vybavenosti pracovisté.
Vzhledem k vysoké citlivosti metody je nezbytné vy¢lenit zvlastni mistnosti pro jednotlivé kroky
zpracovani. Jednotlivé laboratore musi byt oddéleny, ¢imz vznika potieba vybaveni kazdé z nich.
Na druhou stranu jsou pouzivané ptistroje béznym vybavenim a jejich jednordzova potizovaci
cena je v fadu tisicti az desetitisicti korun. Pfi zpracovani je tfeba pouzivat jednordzové ochran-
né pomucky a ¢isté chemikalie. Nejnakladnéjsim zarizenim je sekvenator, ktery vétsinou vlastni
pouze specializované laboratofe, Castéji je sekvenace objednavana formou sluzby. Rovnéz
bioinformatické zpracovani vyzaduje vykonnou vypocetni techniku, coz je ale stale dostupnéjsi
polozka. Cena za zpracovany vzorek se pohybuje od stokorun do jednotek tisict.

Prace s eDNA je vyrazné rychlejsi nez odlovy tradi¢nimi metodami. S méné pracovniky lze
béhem kratké doby odebrat vzorky z vice lokalit a ziskat tak porovnatelné vysledky vhodné
k hodnoceni ekologické kvality (Hanfling a kol. 2021). Podle zaméreni studie Ize ziskat informa-
ce nejen o rybim spolecenstvu, ale i o ostatnich skupinach obratlovci, coz by jinak vyzadovalo
monitoring odborniky na jednotlivé skupiny.

Zavedeni technologie do systému komplexnich odlovti Oddéleni ekologie ryb a zooplanktonu
na Hydrobiologickém tstavu Biologického centra AV CR, viv.i. vyznamné rozifuje vyzkumné
zaméry studia rybich obsadek. Az nyni lze efektivné zjiStovat slozeni rybich spolecenstev
ze vSech prostfedi jednotnou metodou. Vysoka citlivost odhalila pfitomnost i velmi vzacnych
druhti ve studovanych vodnich utvarech. Jejim zaclenéni do odlovného schématu dojde
ke snizeni lovného usili u tradi¢nich technologii a tim i poklesu celkovych nakladu na ichtyolo-
gické prizkumy.
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12. Popis uplatnéni technologie

Molekularni metody nachazi stale castéji uplatnéni v aplikovanych odvétvich. Uplatnéni
ovéfené technologie mtize byt u organtl ochrany prirody, ichtyologt, rybaiskych hospodari
na vodarenskych nadrzich, uzivatel rybarskych revirt, majitelti soukromych revirti a chovatelii
ryb s potfebou managementu vodnich ekosystému. Informace o sloZeni rybich obsadek
a pripadné vyuzivani lokalit jinymi skupinami obratlovct jsou zasadni pro hospodafteni, ochra-
nu a podporu biodiverzity a zajisténi jeji stability.

Smlouva o uplatnéni ovérené technologie byla uzaviena se statnim podnikem Povodi Vltavy
se sidlem Hole¢kova 3178/8, 150 00 Praha 5 — Smichov.
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