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1. Uvod

Vodni toky poskytuji spole¢nosti Fadu kliCovych ekosystémovych sluzeb, jejichz kvalita je pfimo
zavisla na ekologickém stavu téchto vodnich atvaru. Jednim z hlavnich ukazatel ekologického
stavu podle Ramcové smérnice o vodach (WFD 2000/60/EC) je druhové slozeni bentickych
spoleCenstev, zejména fytobentosu a makrozoobentosu. Sou¢asné hodnoceni je zalozeno na
morfologické identifikaci organismu, ktera je ¢asové naroéna, vyzaduje vysokou odbornou

expertizu a je u nékterych taxonl &i vyvojovych stadii obtizna nebo prakticky nemozna.

Moderni molekularni metody umoznuji pfekonat ¢ast téchto omezeni. Mezi nejvice rozvinuté patfi
DNA metabarcoding, ktery identifikuje organismy na zakladé analyzy kratkych referenénich Gsekt
DNA (tzv. DNA-barkéd(l) ziskanych z environmentalnich vzork(l bentickych spolecenstev. Tato
metoda nabizi citlivy, reprodukovatelny a potencialné vysoce standardizovatelny nastroj pro
uréovani druhoveého slozeni bentosu. Napfi¢ EU probiha systematické usili integrovat DNA
metabarcoding do rutinniho monitoringu paralelné s tradi¢nimi metodami, a to zejména v ramci
mezinarodnich pracovnich skupin ECOSTAT a projektu DNAqualMG, ktery navazal na
mezinarodni iniciativu DNAqua-Net (COST).

Vzhledem k vysoké mife robustnosti vétSiny krok DNA metabarcodingu Ize o¢ekavat, ze
pfipravovany evropsky standard bude definovat pfedevsim soubor minimalnich kvalitativnich a
technickych pozadavkd, nikoli jednotny podrobny laboratorni nebo bioinformaticky postup. Detailni
metodické volby tak zistanou v kompetenci €lenskych statl. Pro zachovani navaznosti na dosud
platné narodni postupy bude nezbytné validovat a optimalizovat metody DNA metabarcodingu na
reprezentativnim souboru vzork(i pokryvajicich Siroké ekologické a geografické spektrum Ceské
republiky. Tim se zajisti kompatibilita s existujicimi datovymi fadami a dlouhodobé konzistentni

hodnoceni ekologického stavu vod v CR.

Tato metodika se zaméfuje na klicovy vychozi krok celého procesu: odbér, konzervaci a
skladovani vzorkt makrozoobentosu a fytobentosu uréenych pro DNA metabarcoding. Postup
vychazi z platnych narodnich metodik pro odbér makrozoobentosu a fytobentosu tekoucich vod
(Marvan & HeteSa 2006; KokeS & Némejcova 2006) a je plné vyuzitelny také pro bentos stojatych
vod (Adamek 2006, Marvan & Kozakova 2006). Sou€asné reflektuje doporu€eni pouzivana v
evropském kontextu (CEN/TR 17245:2018, DNAqua-Net, DNAqualMG).

Metodika je primarné ur€ena pro podniky a instituce provadéjici biologicky monitoring vodnich
utvart. Je strukturovana tak, aby byla snadno prevoditelna do internich standardnich operacnich

postupu (SOP) téchto organizaci.



2. Terminy

Bentos — soubor organismu Zijicich na dné

Fytobentos — fotosyntetické organismy bentosu

Makrozoobentos — zivo€iSna slozka bentosu viditelna pouhym okem (> 0,5 mm)
Cista laboratorni voda — destilovana, deionizovana nebo jinak vysoce &i§téna voda

Dekontaminace — proces odstranéni rezidualni DNA. V metodice je pouzit 0,5% roztok chlornanu
sodného (NaClO) nebo jeho Setrnéjsi varianta (viz PFiloha 1). Jako alternativu Ize pouzit také
komercéné dostupné dekontaminacéni prostfedky uréené k chemické degradaci nukleovych kyselin
(DNA).

Denaturovany etanol kompatibilni s analyzou DNA — etanol denaturovany €inidly, ktera
neinterferuji s molekularné-biologickymi analyzami. Vhodna je denaturace MEK (methyl-ethyl-
ketone), PET (petrolether) nebo IPA (isopropanol). Denaturace etanolu Iékafskym benzinem je
problematicka, protoZze benzin nema presné definované a stabilni slozeni a muze obsahovat latky
interferujici s izolaci a analyzou DNA. Vzhledem k moznym zménam sloZeni v ¢ase neni
pfedchozi validace dostateCna; kompatibilitu Ize ovéfit pouze soubé&znou kontrolou v ramci
konkrétniho projektu. Z tohoto divodu neni tato forma denaturace vhodna jako standardni postup

pro vzorky ur¢ené k molekularné-biologickym analyzam.



3. Fytobentos

Material

* Plastovy tac
+ (ista laboratorni voda — min. 50 ml na vzorek v€etné negativnich kontrol

* 96 % nebo absolutni etanol (Cisty nebo denaturovany kompatibilni s analyzou DNA) — min.

40 ml na vzorek v€etné negativnich kontrol
+ 2x davkovaci lahvi¢ka (voda a etanol)

* 50 ml plastoveé vzorkovnice — 2 ks na jeden odbér (vzorek pro DNA a pro morfologii) + 1ks

na kazdou negativni kontrolu
* jednorazovy zubni kartaek
+ skalpel nebo kapesni ntz (dekontaminovany)
* jednorazova injekéni stfikatka nebo plastova Pasteurova pipeta
* jednorazové rukavice

* lihovy popisovac

» chladici box (pfeprava vzorku)

Obr 1. Material a vybaveni pro odbér fytobentosu



Dekontaminace pomucek

Pomucky, které nejsou nové nebo uréeny na jedno pouziti, musi byt pfed odbérem zbaveny
veskere rezidualni DNA. Pro dekontaminaci je mozné pouzit nasledujici postup. V pfipadé pouZziti

komercnich prostfedku je nutné postupovat v souladu s navodem vyrobce.
Postup dekontaminace:

1. Pomucky mechanicky ocistime vodou s detergentem.

2. Ponofime na minimalné 15 min do 0,5 % roztoku NaClO (napf. SAVO pfi fedéni 1:9 s
vodou) nebo do Setrnéjsiho dekontaminacniho roztoku (viz Pfiloha 1).
Dukladné oplachneme velkym mnozstvim vody.
Nechame oschnout na Cistém misté (napf. na Cistém odkapavaci ¢i podlozce).
Pomducky ulozime tak, aby nedoslo ke kontaminaci béhem transportu ani béhem prace v
terénu (napf. do dekontaminovaného uzaviratelného plastového boxu nebo do nového

plastového sacku vhodné velikosti).

Postup odbéru

Odbér vychazi z metodiky Marvan & Hete$a (2006). Rasovy biofilm se odebira alespofi z péti
kamend, idealné o velikosti 10-20 cm. Pokud nejsou v toku dostupné kameny, je mozné pouzit
alternativni dlouhodobé& ponofené povrchy (rostliny, jemné sedimenty dna, dfevo, konstrukce
mostl apod.). Pouziti alternativniho substratu musi byt zaznamenano v odbé&rovém protokolu,

protoZze mlze ovlivnit srovnatelnost vysledku.

Odbér biofilmu

1. Nasadime si jednorazové rukavice (ménime mezi jednotlivymi odbéry).

2. Do nové vzorkovnice odméfime 50 ml Cisté laboratorni vody z davkovaci lahvicky.

3. Z proudnice vybereme vhodné kameny. Rukou ocistime spodni stranu kamenu a dame je
do misky s 50 ml Cisté laboratorni vody.

4. Spole€enstvo z povrchu kamenu stirdme jednorazovym kartd€kem. Opakovanym
oplachovanim kartacku ve vodé ho pfeneseme do roztoku.
Ocisténé kameny vratime do toku.
Roztok v misce promichame a 10 ml homogenizovaného roztoku prelijeme do vzorkovnice
uréené pro izolaci DNA.

7. Do vzorkovnice pfidame 40 ml etanolu z davkovaci lahvi¢ky a dukladné promichame

(cilova koncentrace = 70 %).



8. Vzorek pro morfologickou determinaci ponechame nefixovany pro pre-screening.
Nefixovany vzorek transportujeme a uchovavame v chladu. Pokud neni mozné provést pre-
screening v do 48 hodin, je mozné vzorek fixovat etanolem, stejné jako vzorek pro analyzu
DNA, nebo formaldehydem do vysledné koncentrace 3-4 %.

9. Oznacime odebrané vzorky unikatnim identifikacnim kédem a postup zapiSeme do

odbérového protokolu.

Negativni kontroly
Negativni kontrola se provadi pfed prvnim odbérem a nasledné s kazdym desatym odbérem.
Postup:

1. Do distého tacu nalijeme z davkovaci lahvi¢ky 50 ml &isté laboratorni vody.

2. Oplachneme v ni nové i dekontaminované pomucky, které pouzivame pro odbér vzorkl
(kartacek, skalpel, nGiz). Injek&ni stfikackou nebo pipetou nékolikrat nasajeme a vypustime
vodu.

Vodu promichame pohybem tacu.
Odebereme 10 ml, pfidame 40 ml etanolu z davkovaci lahvi¢ky a promichame.
Negativni kontrola musi byt zafazena do evidence a dale prochazi vSemi kroky jako bé&zny

vzorek (skladovani — extrakce a sekvenace DNA — bioinformatické zpracovani).

Skladovani vzorku

Vzorky uréené pro analyzu DNA skladujeme:

® bez pfistupu svétla,
® pri teploté < +4 °C, pokud budou zpracovany do 3 mésict od odbéru,

® pfi teploté < —20 °C pro dlouhodobé uchovani (preferenéné v hlubokomrazicim boxu nebo v

tekutém dusiku).

Pro usporu prostoru je mozné skladovat jenom &ast vzorku (minimalné 10 ml). Pfi delSim
skladovani je nutné kontrolovat odpafrovani etanolu a pfipadné jej doplnit, aby nedoslo ke snizeni

koncentrace.



4. Makrozoobentos

Material

Material a vybaveni odpovida metodice Odbér a zpracovani vzork(i makrozoobentosu tekoucich
vod PERLA (Koke$§ & Némejcova 2006).

Pro fixaci vzorkl nepouzivame formaldehyd, protoze znemoznuje nasledné DNA analyzy.
K fixaci Ize pouzit absolutni nebo 96 % etanol, Cisty nebo denaturovany latkami, které neinterferuji

s naslednou analyzou DNA (vhodné jsou napf. MEK, PET, IPA).

Postup odbéru

1. Pfed odbérem ddkladné promyjeme sit vodou z toku a vizualné zkontrolujeme, ze v ni
nezlstali zivoCichové nebo jejich tkané z pfedchozich odbérl. Zkontrolujeme Cistotu misek
a nastroju, které pouzivame pro tfidéni materialu v terénu.

2. Odbér provedeme podle metodiky PERLA (Koke$ & Némejcova 2006), tj. 3-minutové
semikvantitativni multihabitatové vzorkovani ru€ni bentosovou siti.

3. Pokud je v toku malé mnozstvi biologické materialu, pfipravime samostatny vzorek pro
DNA analyzu.
Pokud je materialu dostatek vytvofime podvzorek, ktery je 1/4 vzorku. Ze vzorku
odstranime hrubé necistoty (vétvicky, listi a kameni), diikladné promichame a 1/4 vzorku
dame do samostatné vzorkovnice.

4. Po tfidéni v terénu vzorek/podvzorek fixujeme pfidanim 96 % etanolu v poméru vzorek:
etanol < 1:3. Zajistime tim vyslednou koncentraci etanolu = 70 %.

5. Etanol ze vzorku/podvzorku je nutné vyménit do 24 hodin po odbéru. Ke sliti etanolu je
vhodné pouzit sitko s velikosti ok 500 um, které zamezi ztraté organismui. Mezi vzorky je
nutné sitko dukladné umyt a odstranit pfipadné zbytky organisma. Po sliti pfidame stejné

mnozstvi 96 % etanolu

Skladovani vzorku

Vzorky urcené pro analyzu DNA skladujeme:

® bez pfistupu svétla,



® pri teploté < +4 °C, pokud budou zpracovany do 3 mésict od odbéru,

e pfi teploté < —20 °C pro dlouhodobé uchovani (preferenéné v hlubokomrazicim boxu nebo v

tekutém dusiku).

Pfi delSim skladovani je nutné kontrolovat odpafovani etanolu a pfipadné jej doplnit, aby nedoslo
ke sniZzeni koncentrace. Pfed extrakci DNA musi byt smésny vzorek homogenizovan. Pro usporu

prostoru lze vzorek homogenizovat a archivovat ¢ast homogenatu (minimalné 5 ml).

Homogenizace:

Homogenizaci provadime v mixéru, idealné s nerezovou nadobou, pfipadé v kulickovém

homogenizatoru.
Postup homogenizace:

1. PFed homogenizaci ze vzorku odstranime kameny a kusy dfeva, které by mohly zafizeni
poskodit.

2. Vzorek ochladime na -20 °C, aby se zamezilo degradaci DNA, ke které muze dojit pfi
zahfivani béhem homogenizace.
Mixujeme 3 min pfi 25 000 rpm (s méné vykonnym pfistrojem prodlouzime dobu mixovani).
Homogenizovany vzorek vratime do plvodni nadoby nebo odebereme 50 ml do mensi
vzorkovnice pro dlouhodobé skladovani.

5. Mixér zbavime DNA (viz postup dekontaminace).

Postup dekontaminace mixéru

1. Mixér dukladné omyjeme vodou s detergentem.

2. Naplnime roztokem uréenym k odstranéni DNA (0,5 % roztok NaCIO (pf. SAVO 1.9 s
vodou) nebo méné korozivni Cistici roztok — viz Pfiloha 1).
Mixér spustime na 20 s.

Oplachneme velkym mnozstvim &isté laboratorni vody.
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Negativni kontroly:

Negativni kontrola homogenizace se provadi pfed zpracovanim prvniho vzorku a nasledné s
kazdym desatym vzorkem. Kazda kontrola prochazi celym postupem jako bézny vzorek

(skladovani — extrakce a sekvenace DNA — bioinformatické zpracovani).
Postup:

1. Do dekontaminované nadoby mixéru nalijeme 100 ml etanolu.
2. Mixér spustime na 20 sekund.

3. Roztok prelijeme do vzorkovnice a oznagime.
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Pfiloha 1. Cistici roztok podle Buchner et al. (2021) - Roztok je mozné pFipravit ve vétsim

mnozstvi a skladovat pfi pokojové teploté.

0,5 % NaClO (komeréné prodavané SAVO v poméru 1:9 s vodou)

0,25 M KOH (14 g-'L™)

90 mM NaHCO3 (7,56 g-L™)

1 % roztok laboratorniho aniontového detergentu vhodného pro €isténi skla a kovovych nastroju

(pF. Alconox)
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