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UVOD

Tato prace se zabyva evropskym endemitem a jednou z nejvzacnéjsich rostlin Ceské republiky
zabnickem vzplyvavym (Luronium natans L.) z ¢eledi Zabnikovitych (Alismataceae). Je to
rostlina se subatlantskou tendenci vyskytu a s hlavni koncentraci populaci v Anglii. U nas
dlouho povazovana za vyhynulou (kategorie Al) a znovu nalezena byla v roce 1999 na dvou
lokalitach v oblasti CHKO Labské piskovce (Suda et al., 2000). Dnes je klasifikovana jako C1
(kriticky ohrozeny druh).

Cilem prace je provedeni literarni reSerSe o studovaném druhu a testovani metody isozymové
analyzy pro stanoveni genetické diversity populaci na nalezenych lokalitach. Ziskana data
budou slouzit jako podklad pro navazujici projekty zameéfené na cilenou ochranu druhu,
véetné moznosti reintrodukce na jina stanoviste.

Tato prace bude rozdélena do nékolika tématickych oddéleni, které se budou snazit vysvétlit
razné diléi ¢asti pfinasejici zakladni data o samotné rostlin€, pfiblizeni isozymové analyzy a

zpracovani vzorku.



KAPITOLA PRVNI

CELED ZABNIKOVITE (ALISMATACEAE)

Rise: rostliny (Plantae)

PodtiSe: cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Ttida: jednodélozné (Liliopsida)

Rad: Zabnikotvaré (Alismatales)
Celed:  Zabnikovité (Alismataceae)

Jedna se o vytrvalé, vzacné jednoleté, vétSinou vodni nebo bahenni byliny, kofenici ve dné,
vétsinou s oddenky. Listy byvaji nahlou¢eny na bazi, ¢asta je heterofylie, kdy jinak vypadaji
listy ponofené a jinak listy nad hladinou. Jsou to jednodomé rostliny s jednopohlavnymi nebo
oboupohlavnymi kvéty, vzacné jsou dvoudomé. Listy jsou jednoduché, piisedlé nebo
fapikaté, s listovymi pochvami. Cepele listd jsou celistvé, ¢arkovité, kopinaté, vejité,
podlouhlé nebo stielovité, Zilnatina je soubé&Zna, zpefend nebo dlanitd. Kvéty jsou v
kvétenstvich, vzdcné jednotlivé, vétSinou v hroznech, latach nebo vrcholicich, vzéacné
okolicich. Kvéty jsou pravidelné, kvétenstvi 1 kvéty jsou Casto podepieny listeny. Kvétni
obaly jsou rozliSeny na kalich a korunu, zpravidla se jedna o 3 kalidni listky v 1 kruhu a 3
korunni listky v 1 kruhu, korunni listky maji zpravidla bilou, riZovou nebo ¢ervenou barvu.
Ty¢inek je 6 (vyjime¢né 3) v jednom kruhu, nebo 18-100 a vice, nekdy se ty€inky vétvi.
Gyneceum je slozeno ze 3 nebo ze 6-100 ¢i vice plodolistt, je apokarpni, semenik je svrchni.

Plod je suchy, pukavy nebo nikoliv, v souplodi, jedna se zpravidla o méchyiky nebo nazky

Je zndmo 11-12 rodl a asi 80-90 druhd, které jsou rozsifeny skoro po celém svété, mimo
chladné oblasti.

Alisma (zZabnik), Baldellia, Burnatia, Caldesia (vzplyvalka), Damasonium, Echinodorus,
Limnophyton, Luronium (Zabnicek), Ranalisma, Sagittaria (Sipatka), Wiesneria.

V CR roste a je pivodni pouze 5 druhi z &eledi Zabnikovitych (Alismataceae). Sipatka
stielolista (Sagittaria sagittifolia) je napadna bahenni rostlina rozsitena hlavné v teplejsich
oblastech. Z rodu Zzabnik (Alisma) rostou v CR 3 druhy, v3echno jsou to bahenni

(obojzivelné) rostliny. Nejbéznéjsi je Zabnik jitrocelovy (Alisma plantago-aquatica), vzacnéjsi



jsou zabnik kopinaty (Alisma lanceolatum) a Zabnik travolisty (Alisma gramineum) (C2).
Kriticky ohrozenym druhem (C1) je Zabni¢ek vzplyvavy (Luronium natans) (Kubat et al.,

2002).
ZABNICEK VZPLYVAVY (LURONIUM NATANS)

Popis

Luronium natans (Obr. 1, Obr. 2)je evropska endemicka rostlina (Obr.3) a ptes jeji atlantské
roz§ifeni je nalez nové lokality velmi vzacny. Ubytek populaci této rostliny je zaznamenan na
celém uzemi jejiho vyskytu. Figuruje na seznamu z 21. kvétna 1992 podle evropské smérnice
92/43/EEC O zachovani pfirodnich stanovist' volné Zzijicich Zivocichu a rostlin, ktera
ptedpoklada zalozeni specialnich uzemi pro ochranu této rostliny na kazdém misté jejiho
vyskytu (SACs). Navic byla ptiddna na seznam Bernské konvence o ochrané¢ druht a
ptirodnich stanovist. Dale se vyskytuje ve vSech ¢ervenych knihach statl, na jejimz uzemi se

vyskytuje a to jako siln€ nebo kriticky ohrozeny druh (Rich, 1995).

Samotna rostlina je jedinym zastupcem svého rodu. Je vytrvala, stidlozelend, schopna cely
Zivot vegetovat ponofena pod vodni hladinou. U rostliny se vyskytuje heterofylie. Listy jsou

rozliSeny na listy vzplyvavé (natantni) a listy pod vodni hladinou (submerzni).

Submerzni listy, vyrtstajici z oddenku uchycenym v substratu dna, tvori rizici. Listy jsou
100-200 mm dlouhé, sidlovité az triangularni. Na bazi Siroké 5-6 mm, svétle zelené, prusvitné
s §ir§i zelenou hlavni Zilou listu. Vyhonky vyrastajici z baze rizice maji v priméru kolem 1
mm a doristaji délky 200 mm. Mohou mit bilé i zelené zbarveni. Ruzice listd jsou do
substratu ukotveny pomoci valcovitého oddenku s ¢etnymi tenkymi kofeny (Rich, 1995).

Natantni listy (vyskytuji se v hloubkdch vody do 60-70 cm) maji dlouhé kiehké fapiky
vyrustajici bud’ pfimo z oddenku, nebo odstupuji od vietena kvétenstvi v misté jeho vétveni.
Listy dosahuji velikosti az 40 mm, jsou ovalného az vejéitého tvaru s tupym aZ zkracenym
vrcholem. Stfedem listu probihd vyraznd centralni Zilnatina a dvojice okrajovych zilek.

Z horni strany listd je barva tmavé zelen4, leskla, na spodni strané vétSinou svétla az vybledla.



Kvétenstvi jsou dlouhd a rozvolnénd. Kvéty se objevuji nejéastéji v obdobi Cervence a srpna
(mnou pozorované pii sbéru vzorkl v pozdnim zafi). Na vietenu kvétenstvi vyrustaji
v uréitych intervalech trojice blanitych a alespon c¢éastecné vzajemné srostlych listent.
V uzlabi se zakladaji 1 az 2 dlouhé kvétni stopky a nekolik listi. Zaroven zde muze dochazet
k tvorbé vegetativnich i generativnich orgédnd, coz je v rostlinné #isi jev dosti ojedinély a
muazeme se snim setkat jiz jen u nékolika druhl napt. u americké Sipatky (Sagitaria
subulata)(Suda et al, 2000).

Jednotlivé kvéty jsou vynaSeny piimo na, nebo i nad hladinu. Kvét je tvofen trojici bilych
korunnich listd se Zlutou skvrnou na bazi(Obr.1, Obr. 2). Kvét je miskovity, oboupohlavny,
bez znatelné viné, s prumérem 12-15 mm, produkuje nektar lakajici drobny hmyz, ktery
zajistuje opylovani. Jeho Zivotnost je pouze jeden den. Allogamie (opylovani kiizem) se
uplatiiuje do vysky vodniho sloupce 60-70 cm a pfi jasném pocasi. Pti zatazenych a vétrnych
dnech se kvét (podle literatury) neotevira a dochazi tak k samoopyleni (Kay,1999).

Pti vySce vodniho sloupce pfesahujici hodnotu 70 cm se zaéina vyskytovat kveteni podvodni,
tzn. stopky nesouci kvét nedosahuji nad hladinu, celé kvéty zustavaji ponotfené ve vod¢ a jsou
trvale uzavieny. Dochazi k opyleni bez otevieni kvétu (kleistogamie) (Rich, 1995).

Plodem je podélné ryhovana nazka dosahujici velikosti 1-2 mm. V mélkych vodach a silné
podmacéenych stanovistich je nejvétsi produkce semen z divodl lehéiho zplisobu pienosu
pylu mezi riznymi rostlinami. Pylova zrna jsou charakteristicka oktagonalnim tvarem prufezu
(Kay,1999). Avsak diky vegetativnimu rozmnozovani, kdy odnozené razice tvoii podvodni
shluky spojené pomoci tenkych vybézki, jde Casto o geitonogamii (opyleni v rdmci téhoz
klonu) nez o allogamické opylovani (Suda et al., 2000).

Nazky se po dozrani uvolnuji z kvétniho 1dzka, klesaji ke dnu, kde pro dal$i vyvoj potiebuji
chladovou stratifikaci. Kli¢ici semenacky jsou schopné plavat na hlading, avSak uchyceni
byva dosti problematické. Dospélosti se tedy doziva pouhy zlomek rostlin z ptivodniho
mnozstvi semen. Proto vyznamnym $itenim druhu na dané lokalité je klondalni Sifeni pomoci
Cetnych vybézki.

Na vétsi vzdalenosti mezi lokalitami se uvaZzuje o rozsifovani diaspor (nazek a fragmentl
dospélych rostlin) pomoci vodnich ptakd. Za dukaz této teorie miZeme povazovat vyskyt
geneticky stejnych, &i velmi podobnych populaci L. natans ve Svédsku, které jsou od sebe
neziidka vzdalené desitky azZ stovky kilometrt, pfi¢emz vodni toky nebo nadrze, ve kterych se

populace vyskytuji, ndlezi k riznym povodim (Kay,1999).



Stanovisté

Jak jiz bylo uvedeno v vodu, za centrum rozsifeni populaci L. natans 1 oblast nejveétsi
genetické diversity se nachdzi na uzemi Velké Britanie. Zde se vyskytuje na tfech hlavnich
druzich stanovist.

Hlavnimi spojovacimi znaky stanovi$t vyskytu jsou zZivotni podminky L. natans. Voda by
méla byt oligotrofni az mezotrofni, lehce kysela, se stadlou nebo pouze lehce rozkolisanou
vySkou vodni hladiny v prib¢hu sezédny. Rostliny negativné reaguji na vyskyt i malého
mnozstvi vapniku.

Prvnim typem stanovisté jsou jezera a rybniky v nadmotskych vyskach do 400 m nad moiem,
kde se rostliny vyskytuji ptevazné v podob¢ podvodnich razic v hloubkach 1-2 m vyjimecné 4
m. Tato extrémni hodnota byla pozorovana jen ve velmi cistych jezerech na ndhornich
ploSinaich Welsu. Kvetouci ¢i natantni formy se vyskytuji opravdu jen zfidka v melkych
ptibfeznich vodach. Patii sem také nizinna oligotrofni jezera, ktera jsou velmi ohroZzenym
biotopem vyskytu L. natans z divodi lidského hospodateni od poloviny 19. stoleti (mozZnost
vysledovat zacatky eutrofizace jezer).

Druhym typickym stanovi§tém jsou pfimoiské nizkopolozené rybniky a jezirka v zapadni
Casti Anglie. Literatura ze zacatku 19. stoleti popisuje Siroky a Casty vyskyt. V dne$ni dobé¢
jsou vsak registrovany pouze dvé takova stanovisté s vyskytem L. natans - Ramsey Island a
Dowrog Common - v zapadnim Welsu. Ubytek stanoviit je opét piipisovan eutrofizaci,
odvodiovani krajiny a zménam v systému hospodareni (Kay,1999).

Poslednim stanovis$tém jsou pomalu tekouci oligotrofni az stfedné mezotrofni feky. Dfive
bylo zndmo sedm takovychto fek podporujici vitdlni populace, avSak v dneSni dobé jsou
znamy pouze dvé. Tento, dnes jiZ vzacny typ stanovisté, vSak od poloviny 19. stoleti zacinaji
nahrazovat malo pouzivané vodni kanaly. Predpoklada se, Ze kanaly by mohly efektivné
nahradit diiveéjsi Siroké rozsifeni druhu. Toto rozsifeni na druhou stranu nejspi$ zapficinilo
snizeni pozornosti na ochranu druhu (Perring & Farrell 1983), kdyZ se obnovily nanejvys
dfivejsi ztraty druhu v nizZinach a tekach. Podle pozorovani (Briggs 1988, Willby & Eaton
1993, Trueman at al. 1995) se povazuje populace kanadli pouze za nestabilni a pifechodné
zacina tykat problém eutrofizace, napiimovani toki, a zvySeni dopravniho ruchu (pfevazné

rekreacni motorové lod€). Diky ekologické podobnosti a svazanosti stanovist s pomalu

very



fi¢nich stanovist. I kdyZ je dost mozné, Ze samotné fiéni populace také byly diive pouze
ostrovnimi populacemi zakladnich populaci z ndhorniho Welsu. Zda se ze dnes$ni i minulé
populace L. natans byly do tek splaveny z jezer sjiz zaloZenymi rozsahlymi populacemi
(Kay, 1999). Jako piechodné kratkodoba stanovisté se udavaji ptikopy, zaplavované biehy
rybnik(, mélké kaluze, v kterych je L. natans schopny dokonce i vykvést, av§ak v dusledku

ey

nizkych zimnich teplot oddenky vymrzaji a rostliny nepieziji trvale. (Suda et al., 2000)

Evropské rozsireni

Luronium natans je endemitem evropského kontinentu se subatlantskou tendenci
vyskytu. Nejrozsifenéjsi je ve Velké Britanii, hlavné v severnim Welsu. V samotné Evropé
jsou za nejjiznéjsi vyskyt povazovany dvé lokality na severu Spanélska. Dalsi vyskyty jsou
drzici se ptevazné na Luzici. Pfesahuje do Danska a Polska (zde v poslednich sto letech
vymizela vice nez polovina znamych stanovi$t). Za severni hranici vyskytu se povaZuje
Skandinavie.

V nedavné dobé se zacaly prezkoumavat zdznamy ze starSich pozorovani. Timto byl potvrzen
vyskyt i v Irsku, diive povazovany za chybné uréeni druhu. Informace z literarnich prament o
vyskytu v Moldavii a Rumunsku se pokladaji za nepravdépodobné a je tfeba provést jejich
pfezkoumani. Jednalo by se tak o nejvychodnéjsi vyskyt tohoto druhu, ktery ma jinak hranict

na uzemi Litvy ve formé izolovanych stanovist (Suda et al., 2000).

Rozsireni v CR

Prvni zminky o vyskytu L. natans na naSem uzemi pochazeji z pocatku 19. stol. z vrchu Smrk
v Jizerskych horach. Neni piesné znamo misto ndlezu, ale predpoklada se, Ze sbér byl
proveden bud’ na upati zminéné hory, nebo na blizkém uzemi Frydlantska.

Prvni herbafova polozka dokazujici vyskyt L. natans pochazi z roku 1935 (sbirka K. Prokese)
z neznamého rybnika u Straze nad NeZarkou na Tiebonisku v jiznich Cechach. Tento nalez
nebyl nikde zminén, jelikoz byl povazovan za béZnou, hojné rozsifenou, rostlinu Zabnicku

vodniho (Alisma plantago-aquatica). Ttetim a poslednim mistem nalezu do roku 1999 je



sever Frydlantského vybézku, kde byl sbiran na jedné lokalité v letech 1958 a 1960 V.
Jehlikem (Suda et al., 2000).

Az do roku 1999 byla tato rostlina v nasi kvéten¢ klasifikovana jako A1 (rostlina vyhynula
déle nez 30 let). Jak uz byl zminéno v uvodu, vtomto roce byla v oblasti CHKO Labské
piskovce opét objevena pii botanickém inventarizaénim priizkumu NP Ceské Svycarsko a
CHKO Labské piskovce, a to hned na dvou lokalitach - Mlynsky rybnik u Maxiéek a mala
hasicska nadrz pobliZ cesty z Maxi¢ek do Dolniho Zlebu.

Ob¢ lokality dostatec¢né zajist'uji ekologické naroky rostliny. Je zde &ista, chladnd, prizra¢na
voda. Bez vétsich obtizi je mozné dohlédnout na dno v hloubce 2 m. Voda obsahuje velmi
malé mnozstvi rozpusténych latek s malym mnozstvim dusiku a fosforu. V Mlynském rybnice
se hodnota dusiku pohybuje kolem 3,0 mg/l, coz je tietina povoleného mnozstvi u kojenecké
vody. (Suda et al., 2000)

Z historie Mlynského rybnika se dozvidame, Ze byl pravdépodobné zalozen jiz v 16. stoleti
pod ndzvem Koénigsmiillerteich. Postaveni katru je zminovano v roce 1577. Na mapach se
poprvé objevuje v roce 1825 jako Krummstellungs Teich. (Suda et al., 2000)

Dalsi informace se objevuji az v 50. letech 20. stol. V této dobé& doslo k rozsdhlym polomim a
silnému odlesnéni velkych ploch. Ptivalové desté poté zanesly Mlynsky rybnik surovym
humusem. Rybnik byl proto vyhmut az na jilovité podlozi. V nasledujicich letech rybnik
zustal vypustény, pravdépodobné az do roku 1964. Objevuje se snaha o opétovné vyuZiti.
Zacina se s jeho opravami s tim, Ze dno bylo opé€t vycisténo a vyhrnuto. ZkuSebni napusténi a
vypusténi se nékolikrat opakovalo. Kvili nizkému pH (kolem 3,5 pH) byla piitékajici voda
upravena pomoci drcené¢ho vapence. Od této doby jiz byl rybnik napustén, kromé jedné
prihody, kdy ho vypustily dé€ti (Suda et al., 2000).

Novodoba historie nam ukazuje pomérné kratkou dobu uchyceni zabnicku (jsou dohady o
mozném rozsifeni z nedaleké némecké lokality nedavno objevené P. Bauerem a H. Hértelem).
Historie pozami nadrze je poné¢kud kratsi. Byla vyhloubena asi pfed tficeti lety, coZ ndm opét

poukazuje na neddvné osidleni vitalni populaci zabnicku.



KAPITOLA DRUHA

BIODIVERSITA

Biodiversita (rozmanitost) na$i planety rychle upadava a to pfimym i nepfimym lidskym
zavinénim. Neznamé, ale pfesto obrovské, mnozstvi druht jiz vymielo a populace spousty
dalsich druhd se znatelné ztencily, coz je také zacalo bezprostiedné ohrozovat (Frankham,

2002).

Mnohé druhy dnes vyzaduji zasah na zlepSeni jejich podminek a spravy jejich tzemi pro
zajisténi jejich preziti. Za nejdulezitéjsi taktor piispivajici k vymirani druhi se daji povazovat
ztraty piirozeného prostiedi, zavleceni novych druht a znecisténi. VSechny tyto faktory jsou
zpusobené lidmi, a nebo jsou pfimo spojeny s rustem lidské populace. Tykaji se zivotniho
prostiedi, demografie a v neposledni fadé genetiky. Je nutno poukézat, Ze i kdyz bude
pavodni divod poklesu populace odstranén, problémy spojené s malymi nebo roztrouSenymi
populacemi budou stale pietrvavat.

Existuje velké mnozstvi riznych definici biodiversity, nebot se jednd o sloZity nékolika
uroviiovy jev. Svétovy fond ochrany pfirody definoval v roce 1989 biodiversitu jako
,Bohatstvi Zivota na Zemi, miliony rostlin, Zivo¢ichi a mikroorganisma, véetné gend, které

obsahuji, a slozité ekosystémy vytvarejici Zivotni prostiedi.*

RozliSujeme tfi zakladni trovné biodiversity:
1) genetickou (genova variabilita v ramci populace nebo celého druhu)
2) druhovou (rozmanitost na arovni druhti)

3) ekosystémovou (rozmanitost na Grovni spole¢enstev a ekosystémi)

V mé prici se zabyvam genetickou diversitou populaci. Obor zabyvajici se touto tématikou se

nazyva ochranaiska genetika (conservation genetics).



OCHRANARSKA GENETIKA (CONSERVATION
GENETICS)

Tento obor se zabyvad genetickymi faktory ovliviiujicimi riziko vyhynuti a navrhovanim

vhodného genetického managementu potiebného k jejich minimalizaci. Hlavni otazky jsou:

e Negativni efekt pfibuzenského kiiZeni na reprodukci a pieziti (inbreeding depression)

e Ztrata genetické diversity a schopnosti vyrovnat se se zménami prostredi

e Fragmentace populaci a sniZeni genetického toku

o Geneticky drift potlacujici piirozenou selekci a hlavni evoluéni procesy

e Hromadéni a ztrata zhoubnych mutaci

e Reseni taxonomickych nejasnosti

e Urceni vhodného zpisobu managementu studovaného druhu

e Vyuziti analyz molekularni genetiky k porozuméni genetickych pochodt v populacich
ur¢itého druhu pottebnych pro jeho zachranu

o Ucinky vzdaleného kiiZeni na vitalitu jedince (outbreeding depresion)

Ohrozené druhy maji pfevazné malé nebo upadajici populace, takze inbreeding a ztrata
genetické diversity jsou nevyhnutelné. Tento problém se netykd apomikticky se
rozmozujicich druhi a druhi s autogamickym rozmnozovanim. Zatimco inbreeding snizuje
schopnost reprodukce a pravdépodobnost preziti, ztrata genetické diversity snizuje schopnost
populaci vypotadat se se zménami prostiedi. (Frankel and Soulé, 1981) a dalsi se domnivaji,

Ze genetické faktory pfispivaji ke zvyseni pravdépodobnosti extinkce u ohrozenych druhu.

Ztrata genetické rozmanitosti

V prubéhu vyvoje se musely druhy vyporadat s nové vznikajicimi podminkami a celit tak
vyhynuti. Velké populace s vysokou genetickou variabilitou jsou schopny 1épe vyrovnavat
rozdily mezi jedinci v jejich reakcich na zmény prostiedi (Frankham, 2002).

Proto jednim z faktorti ohroZujicich populace je ztrata genetické diversity. Pfedpoklada se, Ze

k této ztraté piispiva fragmentace stanovist a nasledné zmenSeni velikosti populaci. Ty jsou
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nasledn¢ postizeny ztratou genetické diversity (Jain, 1994; Young at al., 1996; Smith et al.,
2003; Shaal, 2005).

Populace alogamickych druhti snizkou genetickou diversitou casto maji veétsi
pravdépodobnost vyhynuti. Naptiklad pti studiu Clarkia pulchella (Oenotheraceae) se
ukdzalo, ze populace s nizkou genetickou diversitou vykazovaly 75% umrtnosti ve trech
generacich oproti 21% u populace s vyssi genetickou diversitou (Newman & Pilsen, 1997;
Shaal, 2003). Dalsi studie (Reed et al., 2003) piedpokladd, ze ztrata genetické rozmanitosti
v dlouhodobém métitku negativné ovliviiuje vétSinu druhi (pouze allogamické druhy). Je
vSak potieba poukazat, Ze tento trend se nepotvrdil u vSech provedenych studii. Je mozné, ze
téchto opacnych vysledki bylo dosazeno zdivodi rozdilnych faktori pusobicich pii
vyzkumu, napf. velikost studovanych populaci, nebo intenzita inbreeding-u.

Déle se ptredpoklada, Ze populace snizkou genetickou diversitou jsou téZ nachylné;jsi
k napadeni nemocemi, hmyzimi Skudci a parazity oproti populacim s vysokou genetickou
variabilitou (Frankham, 2002). Malé populace maji obecné niz$i genetickou variabilitu nez
populace velké. To znamena, zZe ztrata genetické variability u malych populaci vaZzné snizuje
schopnost odolavat kompeti¢nim tlakGim a pfizpGsobit se novym podminkam.

VétSina (ne vSechny) genetické vyzkumy populaci se vSak provadéji na experimentalnich
populacich, casto pfenesenych zbé&Znych podminek, kde nejsou populace vystaveny

ptirodnim vlivim jako naptiklad kompetice, herbivorie, $ktidci a nemoci (Shaal, 2003).

Geneticky posun (genetic drift)

Dal$im tématem kterym se ochranaiska genetika zabyva je geneticky posun. Tento jev se
objevuje zejména u populaci s fragmentovanymi stanovisti. Jakmile jsou stanovisté rozdé€lena,
populace se stavaji izolované nejen prostorové, ale i geneticky (Ellstrand, 1992; Gliddon &
Goudet, 1994). Vznikaji tak populace, které jiZ nejsou spojeny genetickym tokem (genetic
flow).

V malych izolovanych populacich jsou zmény v alelickych frekvencich nadhodné v disledku
malého mnozstvi jedinci. Predpoklada se Ze geneticky drift vede ke sniZzeni genetické
diversity ve vlastni populaci, naopak se tim zvySuje genetickd variabilita mezi populacemi
(Evand, 1979). Pokud je populace izolovana a jeji velikost je zredukovana, v populaci za¢ne
probihat zminény geneticky drift. V populaci probéhnou nahodné zmény v alelickych

frekvencich a stava se tak rozdilnou od ostatnich populaci.
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V okamziku, kdy je efektivni velikost populace mald a dochazi v ni k inbreeding-u, geneticky
drift maze také ovlivnit frekvenci vyskytu zhoubnych alel, které by jinak byly eliminovany
béznou selekci. Nejen zZe timto jsou takové alely udrzovany v populaci, ale jejich Cetnost
vyskytu se dokonce zvysuje (Shaal, 2003). Z toho vyplyva, ze mala velikost populace zvySuje

moznost vyhynuti druhu nahromadénim téchto mutaci.

Oba zminéné procesy, ztrata genetické diversity a geneticky drift, jsou spolu tésné spjaty a
mohou vést k obéma piipadim - ztraté jednotlivych alel i snizeni celkového poctu alel
v populaci. Jako optimalni zpusob managementu se povazuje predchazet tomu, aby tato
situace vznikla. Pokud vSak jiZ nastane, nejvhodné&j$im feSenim casto byva obohaceni
genetické variability pomoci samovolné migrace, nebo cilenym posilenim alel z jinych
populaci. Tento zasah sice narusi genetickou distotu populace, ale je tézké si predstavit, Ze
kvili tomuto by se nechal vymfit ohrozeny druh (Shaal, 2003). Tento pfistup je vhodny pouze
u allogamickych druhd. Nové vzniklou otazkou po tomto zasahu je rozsah vlivu outbreedingu

(vneseni nového genotypu) na zdravi populace.

v rv

Outbreeding (vzdalené krizeni

Vzdalené kiiZeni je dalSim dulezitym tématem ochranaiské genetiky. Zabyva se zdrojem
semen nebo rostlin pro zdchranné programy (napt. geograficky ptvod rostlin pouzitych k
reintrodukci). Otazka zni: ovliviiuje michani genotypt z riznych mist vyskytu sniZeni vitality
(fitness) jedincG? Takovato ztrata fitness muize byt zapfi¢inéna kombinaci genomu
ptizpusobenych rozdilnym podminkam (Primac, 1996).

Téma outbreedingu je tudiz velmi dulezité pro ochranu rostlin in situ (na lokalité vyskytu) a
pro zachranné programy.

Vyuzitim studii genetické variability a struktury populace miZeme ziskat ptehled o moznych
Skodlivych nasledcich v zachrannych programech, které by mohly vyvstat pouzitim genotypu

z jiné populace.
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Inbreeding (pribuzenské krizeni)

Dalsim negativnim efektem, ktery se mize vyskytnou v malych populacich je inbreeding.
Pokud se velikost populace snizi, zvysi se pocetnost kiiZzeni mezi geneticky blizkymi jedinci
(inbreeding). Inbreeding zvySuje miru homozygotnosti v populaci, kterd ma nasledné
negativni efekt na fitness (Frankham, 1995). Toto opét plati pouze u allogamicky se
rozmoZzujicich rostlin.

Jak inbreeding tak outbreeding jsou procesy, které generuji genotypy s nizkym fitness uvnitt
populace, ale nemusi snizovat pocetnost alel (Shaa, 2003). Ovliviuji také distribuci genotypu,
ne vsak alel. Pfesto tyto zmény v genotypu mohou vést k dal$im, méné znamym procestim
jako je napiiklad mutace v genu v zavislosti na prostiedi a interakce mezi alelami (Fenster &

Galloway, 2000).
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KAPITOLA TRETI

V ptedchozich dvou kapitolach jsme se zabyvali n€kolika tématy: rostlinou Luronium natans,
jejimi ekologickymi naroky na stanovisté, rozSifenim a genetickou diversitou snazici se
poukazat na faktory ohrozujici malé populace. K ziskani zadkladnich pfedstav o genetickych
pomeérech probihajicich v populacich Luronium natans jsme se rozhodli pouzit isozymovou
analyzu, vyuZivajici pohyb bilkovin v elektrickém poli. Tato metoda byla vybrana pro svou
dostatecnou citlivost, potfebu malého mnozstvi zkoumaného vzorku, jednoduchou interpretaci
vysledku a relativné nizkou cenu.

Pii analyze se elektroforeticky rozlisuji vybrané enzymy prichodem nosnym médiem
v elektrickém poli. Po nasledném obarveni jsme schopni uréit rizné fenotypy enzymu
vyskytujicich se v populaci. Tento vysledek je schopny podat predstavu o genetické

variabilité populace.

ENZYMY

Enzymy jsou jednoduché ¢i slozené bilkoviny, které katalyzuji chemické ptemény v Zivych
organismech. Enzymy urcuji povahu i rychlost chemickych reakci a vytvareji tak v Zivych
organismech harmonickou souhru chemickych funkeci. Aktivita enzymi, spocivajici v
ovlivnéni rychlosti chemickych reakci snizovanim jejich aktivacni energie, je zavisla

zejména na koncentraci substratu, teploté, pH, aktivatorech a inhibitorech.

Isoenzymy

Jako isozymy (isoenzymy) se oznacuji vSechny funkéné podobné formy daného enzymu,
véetné vSech polymeru sloZenych z podjednotek, kédovanych bud’ riznymi lokusy, nebo
raznymi alelami téhoz lokusu (Munclinger, 2004). Proto se odliSuji bud’ velikosti molekuly,
nebo zaménou aminokyselin v molekule. Tyto zmény se proto mohou projevit jako:

e zména naboje a konformace molekuly

e zména katalytické aktivity enzymu

e zména tepelné stability enzymu
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e zména pH optima

e zména specificity reakce

e zména chovani k aktivatorim a inhibitorim
[sozymy mohou mit navic v organismu raznou funkci v zavislosti na pH optimu, ale
ptedevsim vzhledem k rozdilné regulovatelnosti inhibitory a aktivatory.
Alozymy tvofi podmnozinu isozymu, které jsou variantami polypeptida ptedstavujicich riizné

alelické varianty jednoho lokusu (Munclinger, 2004).
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ELEKTROFOREZA PROTEINU

[sozymova analyza je jednim z mnoha typu elektroforetického zpracovani proteinti. Nazev
,elektroforéza™ pochazi z fectiny a obecné znamena transport pomoci elektiiny. Elektroforéza
proteinl tedy znamend soubor zplsobl rozliSeni riznych enzymatickych makromolekul a
neenzymatickych bilkovin s rozdilnym elektrickym nabojem v elektrickém poli.

Zaklad elektroforézy byl zalozen jiz na konci 19. stoleti. Za prvniho prikopnika této metody
je povazovan Svédsky elektrochemik Ame Thiseliusem, ktery roku 1937 vynalezl tzv.
metodu pohyblivého rozhrani. K dalsimu vylepSeni metody doslo koncem 40. let 20. stoleti
vyuzitim zénové elektroforézy a papirového nosicée, ktery znamenal stokrat men$i mnozZstvi
vzorkl, nez prvotné vyuzivany zpusob. Dal$i rozvoj umoznilo nalezeni nového nosného
média. Byl pouzit skrobovy gel a zapocato histologické barveni enzymi, vyuZivajici jejich
katalytickych vlastnosti. Nasledoval velky rozmach této metody s vyuzitim novych poznatki

a pristupl. Byly nalezeny nova nosna média a typy pfistroji (Munclinger, 2004).

Zakladni predpoklady vyuziti elektroforézy

Zakladnim ptredpokladem pouziti elektroforetickych dat je, Ze zména v mobilité proteinu je
podminéna zménami aminokyselin v sekvenci DNA. Protein tim muize byt ovlivnén nékolika
zpusoby (Kirshner, 2000):

¢ zména naboje proteinu

e zmeéna velikosti proteinu

e zména tvaru proteinu

e zména aktivity ¢i substratové specifiky

Dalsim ptfedpokladem je kodominantni charakter exprese proteinu, tzn. Ze u heterozygota
jsou fenotypové vyjadieny obé alely. Musime brat v potaz, Ze u rostlin jsou né€které enzymy
omezeny na cytosol, jiné jsou soustfedény pouze v chloroplastech. Také je potieba rozliSovat
tkang, z kterych byly vzorky odebrany. Enzymy se v riznych tkanich mohou liit mnoZstvim,

zastoupenim nebo aktivitou podjednotek (Munclinger, 2004).
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Princip elektroforézy

Proteiny (bilkoviny) jsou molekuly skladajici se z aminokyselin spojenych kovalentnimi, tzv.
peptidickymi, vazbami. Za proteiny povazujeme molekuly slozené zvice nez sta
aminokyselin (molekulova hmotnost vétsi nez 10000), kratsi fetézce nazyvame peptidy.
Moznost elektroforetického rozliSeni proteini nam dava potadi a povaha aminokyselin
urcujici strukturu vzniklych polypeptidi. Toto potadi zcela zavisi na informaci, obsazené
v DNA genu, ktery tento peptid koduje. Kazda z 20 zakladnich aminokyselin se od ostatnich
li$i charakteristickym postrannim fetézcem o rizné velikosti, tvaru a popiipadé i svym
elektrickym nébojem (Munclinger, 2004). Elektricky nabité postranni fetézce jsou
zodpovédné za pohyb proteinové makromolekuly nosnym médiem pii elektroforéze. Celkovy
naboj proteinu se ovSem méni s pH. Hodnota pH, ve kterém se kladné a zaporné naboje
vyrovnaji, se nazyva izoelektricky bod. Vtomto bodé se proteiny v elektrickém poli
nepohybuji.

Jakmile vznikne polypeptidovy fetézec, slabé nekovalentni interakce davaji vzniknout
sekundarni (a-helix, B-struktura ,,skladaného listu™, of-barel) a terciarni struktuie. Tyto
struktury jsou udrzovany pomoci vodikovych ¢i disulfidickych mistkii mezi postrannimi
fetézci aminokyselin. Hydrofobni skupiny maji tendenci orientovat se dovnitf, zatimco
hydrofilni skupiny vné makromolekuly, proto n¢které skupiny nepftispivaji k naboji vzniklého
proteinu. A to bud’ iz kuli zminénému uschovani uvniti molekuly, nebo proto, Ze se zapojuji
do tvorby jeho terciarni struktury. Molekuly se stejnou primarni strukturou se proto mohou
touto strukturou lisit. To znamena, ze jakakoli modifikace terciarni struktury proteinu muze
zpusobit zménu naboje diky zménénému podilu ionizovatelnych postrannich fetézcu.
Terciarni struktura navic urcuje celkovou velikost a tvar makromolekuly, které u nékterych
typt nosné¢ho média mohou rovnéz ovliviiovat pohyb proteint pti elektroforéze.

V nékterych pfipadech je funkéni protein slozen z nékolika polypeptidovych fetézei. Tento
jev je Casty pravé u enzymu.Tyto fet€zce mohou byt identické a byt produktem jednoho genu,
nebo mohou byt rozdilné s piivodem kdédovani na riznych genech. Toto usporadani proteinu
z podjednotek se nazyva kvartérni struktura. Proto se proteiny rozdéluji podle poctu
podjednotek, které ho tvoii na: monomery, dimery, trimetry, tetrametry, atd. (Kirshner, 2000).
Elektroforetickd mobilita bude pochopitelné u molekul s odliSnym poctem podjednotek
rozdilna. Proto budou-li pdéry nosného média dostateéné malé, tak Ze ovliviiuji pohyb

makromolekul, je rychlost migrace proteint v ur¢ovana jejich celkovym nabojem (Z), silou

17




elektrického pole (E) a koeficientu tfeni (f), ktery zavisi na tvaru, velikosti a viskozité

nosného média:
v=EZ/f
Pokud se tedy k analyze vlozi do elektrického pole smés proteint, po elektroforéze ziskame

tyto proteiny na nosném médiu rozdélené¢ podle své elektroforetické pohyblivosti

(Munclinger, 2004).

Detekce isoenzymii

Po skoncené elektroforézy ziskame gel s rozd€élenymi proteiny. Pfevazna vétSina proteinu je
bezbarva. Proto po ukonceni elektroforetické separace musi byt jejich poloha detekovana
barvenim. Existuji specifické a nespecifické detekce. Nespecifickou detekci bude napiiklad
stanoveni vSech proteint na gelu, ¢imz bychom ziskali velké mnozstvi zon, jejichZ analyza by
byla pro naSe ucely zbyte¢né sloZita a problematicka. Histochemicka stanoveni enzymi jsou
takovychto stanoveni. Obecné je mozno fict, Zze detekce urcitého enzymu je zaloZena na
reakci, kterou dany enzym katalyzuje. Existuje n€kolik typt detekce (Kirshner, 2000):
e produkt reakce je sim o sob& barevny — v misté kde je enzym lokalizovany vznika
barevny pruh, pokud mozZno nerozpustna srazenina
e substrat je barevny. Cely gel je zbarveny, mista s enzymatickou aktivitou jsou
odbarvena
e sprazend reakce. Produkt reakce neni barevny, ale je mozno ho spraZenou reakci

zviditelnit. Tato reakce mlze byt jak spontanni, tak i enzymaticka.

Prehled zakladnich elektroforetickych metod

Metody elektroforézy proteint 1ze rozdélit podle né€kolika kritérii, naptfiklad podle charakteru
pouzitétho nosného média, nebo podle orientace a tvaru tohoto média. RozliSujeme
elektroforézu horizontalni, vertikalni a kapilarovou.
Podle charakteru nosného média rozliSujeme ¢tyfi zakladni typy elektroforézy:

1. elektroforézu na skrobovém gelu (SGE)

2. polyakrylamidovém gelu (PAGE) (pouZita v naSem ptipad€)
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3. acetylcelulozovém gelu (CAGE)
4. agarozovém gelu (AGE).
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KAPITOLA CTVRTA

METODIKA PRACE

Metodika prace ziskani dat o populacich zabnicku vzplyvavého (L. natans) je mozné shrnout

do nékolika boda:

1. odebrani a uchovani tkané
ptiprava vzorki
vlastni elektroforéza

vizualizace proteini (barveni) na gelu

A

geneticka interpretace gel, statistické zpracovani dat

Z tady separacnich metod proteini byla pro tuto praci v laboratofi Botanického tstavu AV
CR uzita vertikalni separace na polyakrylamidovych gelech (PAGE). Je charakterizovana
uéinnou separaci, dobrou reprodukovatelnosti geltt a jasnymi pattern (obrazce na gelech).
PAGE wvyuziva kseparact jednotlivych molekul jak jejich néaboj, tak velikost.
Polyakrylamidové gely vznikaji katalytickou polymerizaci dvou monomert, akrylamidu a N,
N-metylen bisakrylamidu (bis). Gel je tvofen dlouhymi vlakny polymerizovaného
akrylamidu, navzijem spojenymi vldkny bisakrylamidu. Koncentrace obou slozek urcuje
velikost porti ve vysledném gelu — ¢im je akrylamid koncentrovanéjsi, tim jsou péry mensi.
koncentraci bis 5%, smérem k niz§im i vy$$im koncentracim se jejich velikost zvySuje
(Munclinger, 2004).

Jako elektroforetické zatizeni byla vyuzita aparatura HOEFER SE 600.

Sbér materialu

Ziskéani materialu ke zpracovani probéhlo 26. 9. 2006 za spoluprace pracovnikll spravy
CHKO a NP Labské piskovce (P. Bauer, H. Hértel). Jako optimalni lokalita byla zvolena mala

hasi¢ska nadrz vedle cesty do Maxicek. Jedna se o oval velikosti kolem 20 m”. K hlading
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strmé spadavaji holé biehy. Nadrz je napajena vodou z pramene vytékajiciho o par metrti vys.
Sbér vzorkt byl provadén ruéné cca 0,5 az 1,5 m od kraje v rozmezi cca 1 m. Rostliny zde
byly ve velmi dobra formée, zrovna v obdobi kveteni. Sbirany byly listy natantni o velikost
kolem 0,5-1 cm?”. Ziskané vzorky byly pfevazeny v sklenénych nadobach s chladnou vodou.
Nadoby samy byly ponoifeny do vody. Po pievozu byly do pftistiho rana, kdy doSlo ke
zpracovani na vzorky, uloZeny v chladnicce.

Na lokalité Mlynského rybnika bylo odebrano né¢kolik submerznich listl pro otestovani jejich

vyuzitelnosti, jako genetického materialu, pro isozymovou analyzu.

Priprava vzorku

Piiprava vzorkll probiha za stalého chlazeni pfi maximalni teplot¢ 5°C, kvili zachovani
enzymatické aktivity.

Vychlazené mikrozkumavky jsme ocislovali a ve stojanu zanofili do ledové 1lazné. Nasbirany
rostlinny material jsme odistili od moznych necistot destilovanou vodou. U natantnich list{l
jsme odstranili fapik se stfedni zilkou listu. Zbytek listu jsme nastfihali na drobné casti.

Submerzni listy byly oplachnuty a nadrobno nastiihany.

Extrakce vzorku

Nasttihané kousky listl jsme homogenizovali v chlazenych tiecich miskach. Spotieby
rostlinného vzorku a extrakéniho pufru je vtomto piipadé vys$i nez pii homogenizaci
v elektrickym mixéru. Rostlinného materialu je potieba kolem 60-80 mg a extrak¢éniho pufru
0,6-0,8 ml.

Kvuli ziskani kvalitnich dat bylo mnozstvi pufru optimalizovano v zavislosti na mnozstvi
rostlinného materidlu. (Obr. 4)

Po homogenizaci nasleduje centrifugace. Provadime ji po dobu 10 min. pii 15000 ot./min.
Ziskame tak Cisty supernatant (horni vrstva). Takto ptipravené vzorky rozpipetujeme a dame

zmrazit pro jejich uchovani.
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Vlastni elektroforéza

Jak jiz bylo feceno, jako nosné médium jsme pouzili akrylamidovy gel. Ten se sklada se dvou
slozek - tzv. koncentracniho gelu (hustota 4%) kde dochdzi k soustfedéni molekul a
ze separacniho gelu (hustota 8%), kde jiz probiha samotna separace proteint.
Aplikaci vzorku na gel jsme provedli mikropipetou do komirek vniklych v koncentra¢nim
gelu po vytazeni hiebinku. Uzavieli jsme aparaturu a vlozili do elektrodové vany s pufrem
(zde bylo pouzito Tris- glycinového pufru). V disledku toho se v prub¢hu elektroforézy pii
konstantnim proudu zvySuje napéti. Cely pribéh naméfenych hodnot je zaznamenan na
protokolech elektroforézy.
Po ukonceni elektroforézy jsme gely vyjmuli z aparatury a ptipravili k barveni. K barveni
proteind bylo vyuzito nékolika riznych detekénich roztokd.

e 6-PGDH- 6-fosfoglukonat dehydrogenaza

o AAT- alkohol dehydrogenaza

e DIA- diaforaza

e EST- esteraza

e GHD- glutamat dehydrogenéza (Obr. 5)

e [LAP- leucin animo peptidaza (Obr. 6)

e ME- malat enzym(Obr. 7)

e PGM+ PGI- fosfogluko mutaza +glukézofosfat isomeraza

e SHDH- sikikmat dehydrogenaza (Obr. 8)

Po obarveni se jsme gely napnuli a vysusili mezi dvéma kusy celofanové folie.
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DISKUZE

Tato bakalaiska prace patii mezi prvni studie, které se systematicky zabyvaji genetickou
variabilitou kriticky ohroZeného rostlinného druhu na uzemi Ceské republiky, s cilem vyuzit
ziskana data pro efektivni druhovou ochranu. Zajmovym objektem je Zabnicek vzplyvavy
(Luronium natans) vyskytujici se v CR na okraji svého arelu (dosud ovéfen vyskyt na 2
puvodnich lokalitach).

Jako ukazatel genetické variability byl zvolen enzymovy polymorfismus. Pilotni vysledky
ziskané po optimalizaci metodiky prokazaly uniformitu ve sledovanych molekuldrnich
markerech (shodné typy izozymi ve vSech studovanych systémech). Ziskané udaje jsou ve
shodé s obecné nizsi variabilitou vodnich rostlin ve srovnani s rostlinami terestrickymi (Kay,
1999). To mize byt zapiicinéno vétsi izolovanosti jednotlivych populaci vodnich rostlin, mezi
nimiz nemuize dochazet k intenzivnimu genetickému toku. Studie provedené v centru vyskytu
zabnicku vzplyvaveého (Luronium natans) vSak pirekvapivé ukazaly pomémné€ vysokou
genetickou diversitu (v kontextu dalSich vodnich rostlin). Ta mizZe nejspiSe poukazovat na
probihajici sexualni rozmnozovani a genovou vyménu (Kay, 1999).

Nulova geneticka diversita zjisténa na okraji arealu (Labské piskovce) muze byt zapii¢inéna
nékolika faktory:

1) Zalozeni populace a nasledné osidleni stanovisté jedinou rostlinou (tzv. efekt zakladatele,
founder effect) diky vegetativnimu rozmnoZovani. Vegetativni rozmnoZovani je casto
pfevazujicim zpusobem reprodukce na okraji arealu. Umoziuje preziti populaci v oblastech,
kde tada faktori omezuje nebo znemoziiuje pohlavni rozmnozovani. Vytvari se tak mnozstvi
dobie adaptovanych rostlin, jejichz genotyp je shodny s genotypem matetske rostliny.

2) Vyhradni samoopylovani (autogamie) nebo opylovani v ramci téhoz klonu (geitonogamie).
Produkce semen touto cestou poskytuje mateiské rostliné vyhody generativniho
rozmnozovani, mj. rozSifovani na velké vzdalenosti a moznost pieziti za nevhodnych
podminek. Autogamie se dale ¢asto uplatiluje v extrémnich ¢i okrajovych biotopech, kde je
opylovani mezi geneticky rozdilnymi rostlinami nemozné. V tomto piipad€ je samoopyleni
zaru¢enou metodou ke zplozeni potomstva. Pfi opakovaném samoopylovani vSak dochazi ke
snizovani genetické diversity, zejména u diploidnich rostlin.

3) Izolovanost populace a s ni spojeny omezeny (aZ nulovy) geneticky tok (gene flow). To
mohlo vést ke genetickému posunu (genetic driff) nebo piibuzenskému kiizeni (inbreeding) a

naslednému sniZeni alelickych kombinaci.
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Z ochranaiského pohledu vysledky nulové diversity poukazuji na nutnost ochrany stanovist’ a
dospélych rostlin. Lze piedpokladat, Ze genotyp osidlujici studovanou lokalitu je dobte
piizptsoben zdej$im podminkam a zména abiotickych faktorti by mohla zapfi¢init vymizeni
populace. V prabehu dalsiho studia bude zapotiebi zjistit pomér vegetativniho a generativniho
rozmnozovani tak, aby bylo mozné navrhnout optimalni zpiisob managementu.

Dosavadni vysledky ukazuji, Ze diky nizké genetické diversit€ je pro ptipadnou re-introdukci
nebo posilovani jiz existujicich populaci mozné pouzit jakékoliv jedince. Odpada tedy
nebezpeci ohrozeni genetické diversity stavajici populace nebo vzniku populace s jinou

frekvenci alel nez u populace mateiskeé.
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ZAVER
Pfedlozend bakalarska prace obsahuje jak reSerSni ¢ast shrnujici dosavadni literarni poznatky
o kriticky ohrozeném druhu ¢eské kvéteny Luronium natans, tak ¢ast praktickou, jejimz cilem
bylo optimalizovat metodiku isozymovych analyz a ziskat prvni ndhled do populacni
struktury tohoto ochranaisky vyzna¢ného druhu.
Dilezitym podkladem pro dalsi cilené ochranatské kroky bylo zjisténi nulové genetické
informace ve studované populaci v CHKO Labské piskovce.
V navazujici diplomové praci bude geneticka variabilita analyzovana na rozsahlejSim
populaénim vzorku, se zahrnutim vsech populaci rostoucich na Gzemi CR. Cilem bude
podrobné zmapovat genetickou diversitu druhu na okraji jeho arealu. Soucasné¢ budou do
studia zahrnuty i populace rostouci v sousednim Némecku (kvilli poznani evoluéni historie a
vzajemnych vztahl mezi populacemi).
Vysledky najdou praktické vyuziti pifi navrhovani optimalniho zplisobu managementu na
stavajicich lokalitach, posilovani ptirozenych populaci i pii ptipadné re-introdukci Zabnicku

vzplyvavého na dal$i vhodna stanovisté.
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Obr. 1

Habitus Zabnicku vzplyvavého (Luronium natans)

Obr. 2

Zabnicek vzplyvavy (Luronium natans)
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Obr. 3

Obr. 4

Vyskyt Zabnicku vzplyvavého
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Obr.5
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Gel: vysledky GHD barveni

Gel: vysledky LAP barveni
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Obr.7
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Gel: vysledky SHDH barveni
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