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Abstract: In the years 2009-2010, activities of the conservation programme “The
conservation of the Long-stalked Pondweed (Potamogeton praelongus) in the Czech
Republic” were conducted as a component part of the programme “Action Plans for
Endangered Species” and were supported by the EEA/Norwegian Financial Mechanisms
and the Ministry of the Environment of the Czech Republic. The following activities were
implemented during the project: monitoring of micropopulations of P. praelongus and its
sites, rescue cultivation in the Institute of Botany of the Academy of Sciences at Trebon,
analysis of genetic variation of its micropopulations at the Faculty of Science of the Palacky
University at Olomouc, cultivation of a sterile culture in vitro in the BestCarnivorousPlants
nursery in Ostrava and seed germination tests at the University of Hradec Kralové.
The last native population and its site in the Temporarily Protected Area Rameno
u Stfibrného rybnika oxbow lake were monitored together with introduced, nearly-natural
micropopulations in backwater pools in the Kokofinsko Protected Landscape Area, and
with potential sites for (re)introduction in the Hradec Kralové and Ceska Lipa regions.
Keywords: action plan, genetic analysis, Long-stalked Pondweed (Potamogeton
praelongus), monitoring of sites, seed germination tests, sterile culture in vitro

Abstrakt: Projekt ,Zachrana rdestu dlouholistého (Potamogeton praelongus) v Ceské
republice” probéhl v obdobi kvéten 2009 — Fijen 2010. Byl finanéné podpofen Finan&nimi
mechanismy EHP a Norska. V ramci tohoto projektu byly realizovany aktivity vyplyvajici
ze zachranného programu pro Potamogeton praelongus. Jednalo se o monitoring mikro-
populaci v CR a jejich stanovist, zajisténi zachranné kultivace v BU AV CR v Tieboni,
Zjisténi genetické variability mikropopulaci v CR, vytvofeni sterilni kultury in vitro a testo-
vani kli¢ivosti nazek. Prlzkumy probihaly na lokalitach v nivé Orlice na Kralovéhradecku,
Plouznického potoka a Plougnice na Ceskolipsku. Ze ziskanych vysledk byla téZ zpraco-
vana popularné nau¢na publikace o zachranném programu, jeho principech a realizaci.
Na projekt navazaly dalSi aktivity, které sméFuji k napInéni cild zachranného programu
schvaleného Ministerstvem Zivotniho prostfedi CR v roce 2003 a zajistovaného AOPK CR.
Kli€ova slova: genetické analyzy, monitoring stanovist, rdest dlouholisty, sterilni kultura
in vitro, testy kliivosti, zachranny program

Nomenklatura: Kusat et al. 2002
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Uvod

Rdest dlouholisty (Potamogeton praelongus) je ponofeny druh vodni rostliny, ktery je kri-
ticky ohroZeny na tuzemi CR, v Cerveném seznamu IUCN je zafazen do kategorie Least
concern —méné ohrozeny (BiLz et al. 2011). Na zakladé literarnich tdaji (HusAk & AbAMEC
1998) se jedna o vyrazné stenotopni druh, pro néjz je charakteristicky rist v tvrdych &is-
tych hlubsich nizinnych vodach na sedimentech bohatych vapnikem. Kombinace téchto
stanovistnich faktort je vSak v husté osidlenych statech Evropy pomérné vzacna, a proto
vyskytu druhu v CR jsou znamy z Ceskolipska (feka Plougnice a Plouznicky rybnik), dale
z Prahy, kde rostl pfi okraji feky VItavy v mirn&jSim proudu vody, z okoli Pisku (feka Ota-
va a rybniky), Chlumce nad Cidlinou (rybniky) a z nivy Orlice mezi Tyni§tém nad Orlici
a Hradcem Kralové. Lokality v okoli Ceské Lipy, Pisku a Chlumce nad Cidlinou zanikly
pravdépodobné v prvni poloviné 20. stoleti. V Praze ve Vltavé byl tento druh pozorovan
naposledy Rydlem v roce 1984 (RypLo 1995). V Dolnim Poorli¢i byly v roce 1984 nale-
zeny &tyFi lokality. Od roku 1995 je znama uz jen jedina lokalita v CR, a to rameno Orlice
v Hradci Kralové — MalSové Lhoté.

Na této posledni lokalité se druh pfirozené vyskytuje pouze v malé populaci Citajici
kolem jednoho tisice lodyh rostoucich pfiblizné v 50 trsech (PrausovA 2011). V ram-
ci zachranného programu se v roce 2008 podafilo zalozit jesté jednu malou populaci
na Kasparové jezefe v nivé Orlice, a to jeden kilometr od pfeZivajici puvodni populace.
V letech 2001-2005 byly rostliny rdestu vysazeny do nékolika velkych tini v nivé Libé-
chovky a PSovky v CHKO Kokofinsko. Tiné maji charakter mezotrofnich rybnik(, av§ak
jejich vodni rezim je zcela zavisly na klimatickych pomérech a hladiné podzemni vody
v nivach PSovky a Libéchovky. V tinich v ¢asném sukcesnim stadiu vznikly vhodné
podminky pro rast druhu. Druh se rozrostl do bohatych porost( a vznikla pocetna po-
pulace ¢itajici stovky trsa. Vitalni rostliny se staly ddlezitym potencialem pro vysadby
v ramci reintrodukci a pro testy klicivosti (Prausova et al. 2011, 2013, KozeLkova 2011,
SikorovA 2011). Zkusenosti s dosavadnimi vysadbami ukazuji, Ze v CR stéle existuji lo-
kality s vhodnymi podminkami pro tento druh, zejména ve zvlasté chranénych tzemich,
kde Ize zajistit ochranu proti nezadoucim zasahlm do pfirodnich biotopl. Pozitivni vy-
sledky introdukci a reintrodukci potvrzuji spravnost sméfovani zachranného programu
k zakladani novych mikropopulaci na rlizna potencialné vhodna stanovisté, zejména
v oblastech pavodniho vyskytu druhu v CR (Kralovéhradecko, Mimorisko). Stale je to-
tiz redlnd moznost vyhynuti pdvodni populace rdestu na posledni pfirozené lokalité,
kde jsou stanovistni poméry v dusledku nezadoucich lidskych aktivit hodné vzdaleny
od ekologického optima pro tento druh.

Prestoze rostliny v pfirodé i v kultufe vytvareji mnozstvi zralych semen, jejich klici-
vost je velmi nizka (Prausova et al. 2013). Proto se pfedpoklada, ze geneticka struktura
prirodnich mikropopulaci rdestu je témér uniformni (Prausova et al. 2010, PrausovA et
al. 2011). V souc&asnosti se vSak podafilo najit jednoduchy a u&inny postup, jak stimu-
lovat kli¢eni semen, a pouZitim tohoto postupu bylo mozno i vytvofit sterilni tkafiovou
kulturu in vitro (PrausovA et al. 2011). Tento moderni pfistup v druhové ochrané bio-
diverzity umoznuje produkovat velké mnozstvi jedinct pouzitelnych pro (re)introdukéni
ucely (Prausova et al. 2011), ale zaroven navozuje otazku o genetické variabilité takto
ziskanych rostlin.

V ramci programu podporovaného Finan€nimi mechanismy EHP a Norska probéhl
v obdobi kvéten 2009 — fijen 2010 projekt ,Zachrana rdestu dlouholistého (Potamogeton
praelongus) v Ceské republice®, jehoz fesitelem byla Univerzita Hradec Kralové (UHK).
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Se spolupracujicimi institucemi se UHK zabyvala realizaci zachranného programu pro
kriticky ohrozeny rdest dlouholisty (Potamogeton praelongus), ktery byl schvalen Minis-
terstvem Zivotniho prostfedi CR v roce 2003. Jednou z nejvyznamnéjsich naplini zachran-
ného programu je péce o posledni biotop s pfirozenym vyskytem rdestu dlouholistého
a obnova biotop( v oblastech jeho plvodniho vyskytu (niva Orlice, Ceskolipsko) véetné
studia stanovistnich pomérua téchto lokalit. DalSi souc¢asti je studium biologie a ekologie
rdestu dlouholistého in situ a ex situ, reintrodukce a introdukce druhu a studium gene-
rativni reprodukce jakoZto nastroje pro zvyseni jeho genetické variability a zarovef pro
zajisténi dostatku rostlin pro vysadby.

Tym fesSiteltd z UHK se zabyval zejména monitoringem populaci tohoto druhu na jeho
posledni lokalité v CR — pfechodné& chran&né plose ,Rameno u St¥ibrného rybnika“
u Hradce Kralové a v zalozni populaci v CHKO Kokofinsko. Sledoval stav mikropopulaci
a stanovistni poméry lokalit v jednotlivych letech a vyhledaval potenciélni lokality pro
vysadby vypéstovanych rostlin ze zachranné kultivace v Botanickém ustavu AV CR
(BU AV CR) v Tieboni. Vyznamnou aktivitou fesiteld UHK bylo téZ studium generativni
reprodukce druhu — testovani kli¢ivosti semen a zplsob pferuseni jejich dormance.

Spolufesitel z Univerzity Palackého v Olomouci (Katedra botaniky PfF UP) analy-
zoval pomoci metody AFLP genetickou variabilitu mikropopulaci rdestu dlouholistého
vyskytujicich se na tuzemi Ceské republiky. Dalsi spolufesitel (firma Ing. Pasek, Ost-
rava-Poruba) vytvofil sterilni kulturu in vitro. Napéstované rostliny rdestu dlouholistého
ziskané touto metodou se v sou€asné dobé pouzivaji k dopInéni zdchranné kultury rde-
stu dlouholistého ve sbirce vodnich a mokfadnich rostlin v BU AV CR v T¥eboni a v za-
chranné kultufe druhu v Bysti u Hradce Kralové. Zachranné kultury zajiStuji péstovani,
prezimovani rdestu ve vodé a na sucho, studium ekologickych narokl druhu, dale do-
statek rostlin pro zachranné repatriace a semenny material na testy kli€ivosti a pfipravu
sterilni kultury in vitro.

Soucasti aktivit projektu byly i navazujici hydrobiologické a zoologické prizkumy, ana-
lyzy chemickych a mikrobiologickych vlastnosti vody a sedimentu z lokalit, ve kterych mi-
kropopulace rdestu dlouholistého rostou. Projekt vyznamné pfispél k realizaci a publicité
zachranného programu také vydanim popularné nau¢né publikace (PrausovA & AbDAMEC
2010). Aktivity na zdchranném programu pokracuji i po skoneni projektu podpofeného
Finanénimi mechanismy EHP a Norska. Vysledky prizkumu jsou aplikovany na ochranu
druhu in situ a ex situ.

Metodika

Souéasny vyskyt Potamogeton praelongus v Ceské republice

Niva Orlice u Hradce Kralové

V soucasnosti se P. praelongus pfirozené vyskytuje pouze v pfechodné chranéné plose
(PCHP) Rameno u Stfibrného rybnika v MalSové Lhoté u Hradce Kralové. PCHP byla
vyhldSena 5. 1. 1998 na dobu 5 let, v roce 2008 byla jeji platnost podruhé prodlouzena,
a to do roku 2017. PCHP Rameno u Stfibrného rybnika lezi v nadmoiské vySce 232 m
v levobfezni nivé feky Orlice, do niz je zausténé svoji dolni ¢asti. Do horni ¢asti ramene
je svedena vypust z rekreacné vyuzivaného Stfibrného rybnika. Rameno ma dva vyraz-
né ohyby, v hornim ohybu do ramene Usti Stfibrny potok. Rameno je znaéné zaneseno
organickym materialem, jehoz hlavnim zdrojem je opad z dfevin z bfehovych porosta.
Z hydrobiologického hlediska lokalita odpovida slabé eutrofnimu prostfedi, kde se styka
stojata voda s tekouci (Prausova et al. 2010).
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Z vysadeb realizovanych v ramci zachranného programu pro tento druh se podafilo
zalozit novou mikropopulaci v tzv. KaSparové jezefe. Jedna se o odstavené rameno Orlice
na jejim pravém bfehu. Lokalita je z hlediska stanovi$tnich poméru velmi podobna pfe-
chodné chranéné ploSe (obr. 1) (Prausova et al. 2010).
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Obr. 1. Lokalizace PCHP Rameno u Stfibrného rybnika a Kasparova jezera v nivé Orlice.
Fig. 1. Localization of the Temporarily Protected Area near the Stfibrny rybnik pond and Kasparovo
jezero oxbow lake in the Orlice river floodplain as seen from an aerial view.

CHKO Kokofinsko

Zalozni populace roste v chranéné krajinné oblasti (CHKO) Kokofinsko (obr. 2). Druh zde
roste v revitalizovanych tdnich, kam byl vysazovan nezavisle na zachranném programu
v letech 2001-2005. Zdrojové rostliny pro vysadby opét pochazely z PCHP Rameno u Stfi-
brného rybnika. V ramci zachranného programu jsou tiiné vyuzivany jako zdroj rostlin
pro vysadby do vhodnych lokalit v nivé Plouénice na Ceskolipsku, kde v minulosti druh
rostl. Kazdoroéné jsou v tlinich odebirany nazky rdestu dlouholistého pro realizované testy
klicivosti a také pro vytvofeni genetickych sbirek semen, resp. nazek (Vyzkumny ustav
rostlinné vyroby v Ruzyni, sbirka semen ve Vlastivédném muzeu v Olomouci). V sou¢asné
dobé druh v CHKO roste v nasleduijicich lokalitach: tiné pod Plesivcem, tiné nad rybnikem
Harasov, ttiné u Stampachu, t(iné v nivé Lib&chovky (Prausova et al. 2011).

Zachranna kultivace v BU AV CR TFebori

Zachranna kultura je p&stovana od roku 1988 v BU AV CR v Tteboni. Rostliny v za-
chranné populaci pochazeji z PCHP Rameno u Stfibrného rybnika, od roku 2010 téz ze
sterilni tkanové kultury. Kultivace druhu probiha ve venkovnich nadrzich, v hlubsi vodeé.
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Obr. 2. Lokalizace soustav tini s vyskytem Potamogeton praelongus v CHKO Kokofinsko: 1 — tiné
pod Plesivcem, 2 — t(in& v nivé Lib&chovky, 3 — t(in& u Harasova, 4 — t(iné u Stampachu.

Fig. 2. Localization of backwater pools with Potamogeton praelongus in the Kokofinsko Protected
Landscape Area: 1- PleSivec, 2 — Libéchovka, 3 — Harasov, 4 — Stampach.

Nadrze jsou pfistinény proti pfehfivani vody a rustu fas. Priibézné jsou odstrariovany
narosty vlaknitych fas a fytofagni plovatky. Pfezimovani probiha ve venkovni nadrzi
v hluboké vodé nebo na sucho pod vrstvou suchého listi pfikrytého félii. Rostliny
v kulturach jsou naro¢né na tvrdou vodu a mineralni Ziviny v sedimentu. Velka cast
rostlin zimovanych na sucho trpi odumiranim kofenu a bazi stonkd, coz je vysvétlovano
vy€erpanim mineralnich zivin v padé nebo jeji znacnou ulehlosti (PrausovA et al. 2010).

Zachranna kultivace v Bysti u Hradce Kralové

Zachranna kultivace v Bysti u Hradce Kralové byla zaloZzena pro dopéstovani malych rost-
lin ziskanych z Uspésnych testl klicivosti. Sou¢asné s kli¢nimi rostlinkami jsou ve tfech
malych vodnich nadrzich (0,6 m x 1,5 m, hloubka 0,35 m) péstovany rostliny ze sterilni
tkanové kultury. Rostliny jsou vyuzivany ke studiu jejich ekologickych narokl a za ucelem
ziskani rostlin pro repatriace do nivy Orlice.
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Monitoring populaci v CR

V ramci monitoringu populaci byly v nivé Orlice, tj. v PCHP Rameno u Stfibrného rybnika
a v Kadparové jezefe, sc€itany pocty jednotlivych lodyh vyskytujicich se ve vzdalenéjSich
trsech &i vizualné rozliSitelnych skupinach. Kromé celkového poctu lodyh byl zjiStovan
pocet fertilnich lodyh. V lokalitach v CHKO Kokofinsko nebylo mozné scitani jednotlivych
lodyh, a proto byla zvolena metoda stanoveni velikosti mikropopulace v m2. Ve v§ech loka-
litach byl vyskyt zaméFfen pomoci GPS pfistroje GARMIN eTrex H (Prausova et al. 2011).

Monitoring stanovi$tnich poméru lokalit Potamogeton praelongus v CR

Ke sledovani stanovistnich pomérui lokalit s vyskytem P. praelongus byly v obdobi 2005-2011
pravidelné (dvakrat ro€né) odebirany vzorky vody pro chemické analyzy provadéné v akredito-
vanych laboratofich Povodi Labe, s. p. (CIA &. 1264 dle normy CSN EN IEC/ISO 17025). Sta-
noveni vodivosti, pH a chemicke spotieby kysliku (CHSK) (KMnO,) probéhlo bez pfedupravy
vzorku (pouze ruéni promichani). Pfed stanovenim aniontt byla provedena filtrace vzorku vody
membranovym filtrem 0,45 um. Stanoveni celkového dusiku bylo provedeno po homogenizaci
homogenizatorem. Stanoveni kovovych kationtd bylo provedeno metodou AAS po predchozim
pridavku koncentrované kyseliny dusi¢né, povareni vzorku v mikrovinném rozkladném zafize-
ni a nasledném Zfiltrovani pfes membranovy filtr 0,45 ym. Detaily metodiky viz PekArRKovA &
LiscHke (1974). Pfi pravidelnych navstévach lokalit bylo provadéno aktualni méfeni zékladnich
parametru vody (teplota, vodivost, pH) pomoci pfistroji HACH HQ 30d (terénni sada) a GRYF
107L. Na vybranych lokalitach byly instalovany dataloggery (Minikin T, EMS, Brno, CR), které
slouzi ke kontinualnimu méreni teploty, pfipadné i svételnych pomér v biotopu P. praelongus.
Dataloggery byly ukotveny pevnym dratem ke kamen(m na dné vodnich ploch a umistény
do hloubky, ktera odpovida zhruba poloviné vysky dospélych rostlin P. praelongus.

Testovani kli¢ivosti

Jiz od roku 2006 probihaji na UHK testy kli€ivosti P. praelongus (JanovA 2008, 2010,
Prausovi & Janova 2010, Prausova et al. 2011, 2013, SikorovAa 2011). Zakladnim principem
testl bylo vystaveni nazek rliznym podminkam, které ukon¢i dormanci, a nasledna kultivace
v laboratornich podminkach a v termostatu. Testy se liSily téZ ve zpGsobu ulozeni nazek pred
zahajenim testl klicivosti (na mokro, na sucho, zavodnéné jeden mésic pred zahajenim testu).
Do konce roku 2011 bylo provedeno vice nez 50 variant test( kli€ivosti, v nichz byly kultivovany
nazky bez pfedchoziho zasahu, nazky oSetfené rlznymi koncentracemi Sava (5% chlornan
sodny), mechanicky naru$ené nazky, nazky ovlivnéné kyselinou giberelovou, nazky vystavené
anaerobnimu prostfedi, nazky vystavené stfidani teplot, nazky ozarené UV zarenim, nazky
kultivované v agaru, v tekutych Zivnych mediich, ponofené ve vodnim sloupci nebo umisténé
na vihkém filtracnim papiru v Petriho miskach (Sikorova 2011, Prausova et al. 2013).

Kli¢eni probihalo na Petriho miskach (u variant test(i ve vodé ¢&i tekutém médiu byly pouZity
kadinky prekryté prihlednou paskou) ve 2 typech prostfedi —za tmy v termostatu pfi stalé teploté
28 + 1 °C a za svétla pfi pokojové teploté 21 £ 1 °C. V prabéhu testu probihalo pravidelné vihéeni
sterilizovanou vodou z feky Orlice. Testy klicivosti byly komplikovany Sifenim plisni. Testy byly
ukoncovany postupné v zavislosti na stupni kontaminace. Nejusp&sné&;jsi testy byly ponechany
po dobu 5 mésicd. Uspésné vykligené rostlinky s 1-2 listy byly pfesazovany do klimaboxu, kde
byly dopéstovavany ve 4-litrovych sklenénych lahvich a akvariich v sedimentu tvofeném piskem
a jilem v poméru 3:1 za sou€asného provzdusrnovani vzduchovacim motorkem. Nasledné byly
pfesazeny do zachranné kultury v Bysti k dopéstovani (Prausova 2011).
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Zjisténi genetické variability populaci Potamogeton praelongus na tizemi CR

Pro zjist&ni genetické variability populaci rdestu dlouholistého vyskytujicich se na tzemi CR
byla pouzita metoda AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism; Vos et al. 1995). Ex-
trakce genomické DNA byla provedena ze 100 mg Cerstvych listovych ¢epeli podle modifiko-
vané CTAB metody (DovLe & DovLe 1987). Celkem bylo analyzovano 77 individualnich rostlin
z péti lokalit: PleSivec (25 rostlin), Lib&chovka (15), Harasov (7), Orlice (23) a Tfebori (7).
Pouzity protokol AFLP a zpUsob detekce amplifikovanych fragmentu byl popsan detailné
jinde (KiTnER et al. 2008, 2012, 2013). Pro posouzeni genetické diverzity jednotlivych popu-
laci byly vypocitany indexy celkové, vnitro- a mezi- populacéni genetické diverzity, fixacni
index a analyza molekularni variance (AMOVA) pomoci programl AFLP-SURV, FAMD
1.23B a GenAIEx 6 (Vekemans et al. 2002, ScHLUTER & HARRIS 2006, PEakALL & Smouse 2006).

Vytvoreni sterilni kultury in vitro

K vytvofeni sterilni kultury in vitro byly pouzity nazky sklizené na podzim roku 2009
v kultufe BU AV CR v Tieboni, a to v nasledujicich poé&tech: 47 ks suchych semen
(vysu$ena pfi 22 °C ihned po dozrani 15. 9. 2009 a od 8. 10. 2009 uskladnéna ve tmé
v lednici pfi 5 °C), 191 ks mokrych semen (skladovana po dozrani ve vodé ve tmé pfi
teploté 5 °C). Pro vysev byla zvolena 2 média:

1) pevné — 10% MS médium (Murashige-Skoog) s 2 % sacharézy a 0,6 % gerlitu. Do jedné
vysevni zkumavky bylo vloZzeno cca 10 ml média.

2) tekuté — 10% MS médium s 2 % sacharézy. Do jedné vysevni zkumavky bylo nalito cca
20 ml tekutého média. Reakce pH média byla nastavena na 6,5 pomoci KOH
pfed rozlitim do zkumavek. Zkumavky s médii byly sterilizovany v autoklavu
po dobu 15 minut pfi teploté 121 °C.

Sterilizace semen probéhla ve dnech 28. az 29. 12. 2009 ve tfech ¢asovych sterili-
zacnich skupinach po dobu 4, 8 a 16 hodin protfepavanim ve sterilizanim roztoku (bylo
pouzito komeréni SAVO PRIM) v koncentracich 100 % (bez Ffedéni) a 50 % (nafedéné
destilovanou vodou). Semena byla vyseta v aseptickém prostfedi flow-boxu po jednom
kusu do vysevni zkumavky, a to polovina semen do média tekutého a druha polovina
na médium pevné. Kli¢eni probihalo v Seru, prvni mésic pfi teplotach 14—18 °C, nasledné
jiz pFi konstantni teploté 18 °C. Semena byla pravidelné kontrolovana a zfetelné klicici
semena byla pfenaSena na osvétlené stoly (zafivky, 21 °C).

Jako kultivaéni médium pro vykli¢ené rostliny bylo zvoleno 50% médium Gamborg B5
s redukovanym KNO, pouZivané pro péstovani vodnich masoZravych rostlin, se standard-
nim pfidavkem mikroelementd a vitamind a 2,5% sachar6zou (Apavec & PAsek 2000). Ob-
jem tekutého média byl 50—70 ml ve 350 ml sklenici anebo pozdé&ji 300 ml v 500 ml sklenici.
Pfred autoklavovanim bylo pH nastaveno na 5,7 anebo 6,5 s pomoci KOH. Dva mésice
po nasazeni semen muselo byt pfistoupeno k prvnimu pfesazeni rostlin na tekuté médi-
um s vy88im obsahem Zivin, nebot’ vykli€ené rostliny za€aly na vysevnim médiu rychle
chfadnout. Po pfesazeni se jejich stav rychle zlepsil a rostliny zrychlily rast, zesilily a zac¢aly
odnozovat. DalSi vyklicené rostliny byly takto pfesazovany do jednoho mésice po vyklieni.

Nasledné v pravidelnych 2-3 mésicnich cyklech byly sterilni kultury rdestu
presazovany na nové kultivaéni médium. B&éhem 2—-3 mésicl totiz mnozici se rostliny
postupné vyplnily kultivacni sklenice a za¢aly pozvolna chfadnout (kone¢né pH média
bylo v rozmezi 4,65-6,25), takze bylo nutné presazeni. V kone¢né fazi pred dalSim pre-
sazenim bylo ve sklenici cca 8—15 vzrostnych vrcholl rizné velikosti. Do nového média
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se vzdy pfesazovaly pouze 1-3 rlstové vrcholy s pomérnymi ¢astmi oddenku. Piebytky
rostlin byly poskytnuty do BU AV CR a UHK k venkovnimu dopé&stovani v zachrannych
kulturach. Sterilni rostliny byly péstovany pfi 21 °C s umélym osvitem 12 hodin denné
(dvé linearni zarivky, asi 20—30 pmol-m2.s' PAR) bez tfepani.

Kultivace Potamogeton praelongus v zachrannych kulturach, dopéstovani rostlin
ziskanych ze sterilni kultury in vitro

V letech 2009-2010 byl P. praelongus v BU AV CR v Tfeboni p&stovan v zachranné kultu-
fe ve tfech nadrzich o vySce 69 cm a ploSe asi 1,5 m?, které byly zimovany na sucho (viz
HusAk & Apamec 1998), zatimco zimovani ve sbirkové nadrzi probihalo v hluboké vodé.
Rostliny rdestu ziskané ze sterilni kultury in vitro byly nejéastéji v malych trsech sazeny
do jedné uvolnéné zachranné nadrze do hloubky asi 30—40 cm. Od konce roku 2011 je
druh v BU AV CR v Treboni pé&stovan jen ve sbirkové nadrzi.

Do tfi malych vodnich nadrzi v Bysti byly v dubnu 2011 zasazeny malé rostlinky ze
sterilni tkafové kultury o velikosti 4—6 cm do kvétinacu a truhlikd se substratem tvofenym
piskem, bahnitym sedimentem z ramene Orlice a jilem v poméru 3:3:1. Nadrze byly sou-
¢asné provzduSnovany vzduchovacim motorkem.

Vybér potencialnich lokalit pro reintrodukci Potamogeton praelongus

V ramci nivy Orlice na Kralovéhradecku a v nivach Plouznického potoka a Plouénice
na Ceskolipsku jakoZto na mistech historického vyskytu prob&hlo vytipovani potencialnich
lokalit pro vysadby P. praelongus ze zachranné kultivace a ze zalozni populace (PrausovA
et al. 2000). Podkladem pro vybér lokalit byla méfeni zakladnich parametra vody (pH,
elektrickd vodivost, alkalinita) a posouzeni vlastnosti biotopu (zastin, vyskyt mokfadni
vegetace atd.). Pfi vybéru potencialnich lokalit byly jako vhodné parametry vody pro rust
druhu pouzity nasledujici hodnoty: pH reakce 7,1-8,4, elektricka vodivost 11-41 mS-m™,
celkova alkalinita vy$si nez 1,2 mekv- 1.

Vysledky
Monitoring populaci v CR

Niva Orlice
V nivé Orlice probé&hl monitoring P. praelongus v PCHP Rameno u Stfibrného rybnika
(dale PCHP) a v lokalité Kasparovo jezero s UspéSnou vysadbou z roku 2008. V PCHP
ma populace P. praelongus vzestupny trend (Prausova et al. 2010), k do€asnému pokle-
su dosSlo v roce 2011 (obr. 3). Na lokalité Kasparovo jezero byla prosperujici mikropo-
pulace v roce 2011 negativné ovlivhéna okusem bylozravymi rybami (obr. 4) a ve vege-
taéni sezéné 2012 byl druh na lokalité znovu nalezen ve 3 malych trsech (cca 30 lodyh).
V PCHP je mikropopulace stale soustfedéna zejména do mista zausténi ramene
do Orlice, ale diky vysadbam v roce 2008 se rozSifuje podél obou bfehli ramene a pfi-
byva tak rostlin vzdalenéjsSich od vlastniho zausténi ramene do Orlice. Nové trsy jsou
nalézany na plochach nepfimo ovlivnénych &innosti saciho bagru (odbahnéni realizo-
vano v roce 2003). Pfi pouziti saciho bagru byly totiz ponechany bez zasahu pruhy
podél bfehl o Sifce cca 3 m, naopak stfedni ¢ast ramene byla odbahnéna. V nasle-
dujicich letech se bahnity sediment od bfeh ramene sesunul do odbahnéné stfedni
¢asti. Podél bfehll tak vznikly mélké plochy s vyrazné tenci vrstvou bahna, které jsou
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v sou€asné dobé pozvolna osidlovany novymi rostlinami. Tyto nové rostliny vznikaji od-
nozovanim z pavodnich trs(, ale i uchycenim vysazenych lodyh (vysadby v roce 2008).
Ve vegetaéni sezéné 2012 byly nové trsy P. praelongus nalezeny v nejhlubSich ¢astech
ramene (u zausténi do Orlice), které vznikly ¢innosti saciho bagru v roce 2003.
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Obr. 3. Stav mikropopulace Potamogeton praelongus v letech 2005-2012 v PCHP Rameno
u Stfibrného rybnika.

Fig. 3. The abundance of the micropopulation of Potamogeton praelongus in the Temporarily
Protected Area Rameno u Stfibrného rybnika oxbow lake in 2005-2012.
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Obr. 4. Stav mikropopulace Potamogeton praelongus v letech 2009-2012 v lokalité Kasparovo jezero.

Fig. 4. The abundance of the micropopulation of Potamogeton praelongus in KaSparovo jezero
oxbow lake in 2009-2012.
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CHKO Kokofinsko

V sougasné dobé& druh roste v lokalitach: tiiné pod Plesivcem, v nivé Lib&chovky, u Stam-
pachu a nad rybnikem Harasov. Velikost mikropopulaci se méni v souvislosti s intenzitou
zar(stani relativné malych a ve vétSiné pfipadd mélkych tani. Pokles velikosti mikropo-
pulaci (obr. 5) byl zaznamenan ve vsech lokalitach s vyjimkou tiné u Stampachu, ktera
byla vybudovana nejpozdéji. Vétsina tani je negativné ovlivnéna zartstanim rakosinovymi
druhy, ale i konkuren&né silnymi vodnimi makrofyty (napf. Potamogeton natans). V letech
2010-2011 Sprava CHKO provedla fizené zasahy na vSech lokalitach. Byly posekany lito-
raly velkych tlni, u nékterych malych tini probéhlo jejich obnoveni. Ve vegetaéni sezéné
2012 byl velmi kriticky stav v tdnich v nivé Libéchovky a v tlni nad rybnikem Harasov, kde
druh ustoupil konkurenéné silnéjSim druhGm a negativnim vlivim ¢lovéka (nelegalni chov
ryb, znecisténi povrchovych vod).
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Obr. 5. Stav mikropopulaci v jednotlivych lokalitach v CHKO Kokofinsko v letech 2005-2012.
Fig. 5. The abundance of the micropopulations of Potamogeton praelongus at sites in the Kokofinsko
Protected Landscape Area in 2005-2012.

Monitoring stanovi$tnich poméru lokalit Potamogeton praelongus v CR

Z naméfenych hodnot zakladniho chemismu vody (obr. 6a—d) vyplyva, ze ve v8ech loka-
litach roste P. praelongus v mirné alkalickém prostfedi, priméry z naméfenych hodnot
nejvy$si hodnoty byly naméfeny v tani v nivé Libéchovky. Primérné hodnoty elektrické
vodivosti se ve vétsiné lokalit pohybovaly mezi 19 a 34 mS-m. Vyrazné nizsi pramér
byl zaznamenan v tini nad rybnikem Harasov. Priimérné hodnoty koncentrace vapniku
dosahovaly 53-62mg-I", pouze v lokalité tiiné nad rybnikem Harasov byla v primé-
ru namérena koncentrace 38mg-I-'. V lokalitach v nivé Orlice roste rdest ve vodach
s vy$§im obsahem dusi¢nanovych, dusitanovych a amonnych iontd, jejichz zdrojem je
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zejména voda v Orlici zatizena zemédeélskym vyuzivanim pozemku v okoli, pfitomnosti
chatovych osad a dalSim lokalnim znecisténim. V sou¢asné dobé stav PCHP zhorsuje
téZ manipulace na Stfibrném rybniku, z néhoz je eutrofni voda vypousténa vypusti pfi-
mo do ramene s P. praelongus. Cast ramene pod zausténim Stfibrného potoka je zane-
sena velkym mnozstvim piscitého sedimentu, ktery pochazi z povodi toku, kde probihaji
technické Upravy koryta i budovani lesnich rybnik(.
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Obr. 6. Srovnani primérnych naméfenych hodnot ve vodé za obdobi 2005-2011: a) koncentrace
NH,,, NO,, PO,*, b) koncentrace vapniku, c) elektricka vodivost a d) pH na lokalitach s mikro-
populacemi Potamogeton praelongus.

Fig. 6. Comparison of mean values measured in water at the period 2005-2011: a) concentration
of NH,,, NO,_, PO,*, b) concentration of Ca*, c) conductivity, d) pH at sites with micropopulations of
Potamogeton praelongus.
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Testovani klicivosti

Z dil¢ich vysledku dosud realizovanych testu kli¢ivosti (Janova 2010, Prausova & Janova 2010,
pii stfidani teplot, kdy jsou nazky nékolik mésict ulozené ve vodovodni vodé v kadinkach
v ledni¢ce pfi teploté 8 °C a nasledné pfeneseny do pokojové teploty (21 + 1 °C) nebo do ter-
mostatu (28 + 1 °C) na dobu 1 a vice tydn(. Pfi kultivaci 2,5 mésice v ledni¢ce a 14 dni v poko-
jové teploté 21 °C dosahla kli€ivost 32,7 % (PrausovA et al. 2013), pfi kultivaci v termostatu pfi
teploté 28 £ 1 °C dosahla kli€ivost 66 % (SikorovA 2011). V sou€asné dobé probihaiji dalsi testy
zalozené na principu stratifikace. K dalSim uspé&snym testam klicivosti patfi vystaveni nazek
rdestu anaerobnimu prostiedi, které je docileno pfikapnutim nékolika kapek ethanolu do Petri-
ho misek a naslednym oblepenim okraju Petriho misek izolepou. U zavodnénych nazek se kli-
ivost v anaerobnim prostfedi pohybovala kolem 12 % (PrausovA et al. 2013). Pozitivné kli¢eni
ovlivnilo téz ozareni UV lampou (UV-A zafeni) po dobu 30 minut, kdy zavodnéné nazky do-
sahly kliCivosti 15 % (Prausova et al. 2013). K pfirodé blizkym postuptim patfi t€z mechanické
poSkozeni nazek smirkovym papirem, nasledné kultivovanych v Petriho miskach v termostatu
pfi teploté 28 + 1 °C, kdy kli¢ivost dosahla u zavodnénych nazek 8 % (PrausovA et al. 2013).
Nazky rdestu kli¢i téZ po oSetfeni pfipravkem Savo (Sikorova 2011, Prausova et al. 2013), kdy
dojde k odstranéni nepropustného oplodi a osemeni a zlepsi se prostupnost pro vodu. Uspés-
nost rustu klicka vSak zavisi na koncentraci Sava. Testy prokazaly, Zze dlouhodobé plsobeni
100% Sava vyvolava naruseni embrya, takze rust klickt ustava (Prausova et al. 2013). Z do-
savadnich testl vyplynuly jako nejvhodnéjsi varianty aplikace 100% Sava po dobu 2 hodin
nebo 50% Sava po dobu 2—4 hodin. V téchto variantach se kli¢ivost pohybovala v rozmezi
5-10 % (PrausovA et al. 2013). Nazky vibec nevykliCily ve variantach, kdy byly vystaveny
pusobeni kyseliny giberelové, dale pak v pripadé kultivace na agaru, kde snadno podiéhaly
kontaminacim. Komplex testu kli¢ivosti stale pokracuije.

Zjisténi genetické variability populaci Potamogeton praelongus vyskytujicich se
na uzemi Ceské republiky metodou AFLP

Pomoci osmi primerovych kombinaci se tfemi az péti (E-xyz/M-xyzqw) selektivnimi nukleotidy
(tab. 1) bylo nalezeno 322 detekovatelnych fragmentd, z nichz 172 bylo polymorfnich (53,4 %).
Detailni informace o pouzitych primerovych kombinacich jsou dostupné u autord.

Tab. 1. Pouzité kombinace primert a poc¢ty detekovanych AFLP fragmentu.
Table 1. Combination of primers and numbers of detected AFLP fragments.

Pouzité primery Celkovy pocet bandlii | Pocet polymorfnich bandt
E-ACT/M-CAG 17 32,07 %
E-ACT/M-AAG 36 25,00 %
E-ACT/ M-CGA 27 59,26 %
E-ACT/ M-CAAC 37 54,05 %
E-AGC/ M-CAACG 63 63,49 %
E-AGC/M-CGATG 22 63,63 %
E-AGC/ M-CGATC 69 73,90 %
E-ACA/ M-CAACG 13 30,77 %
Celkovy pocet fragmentu 322 53,41 %
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NejvysSi hodnotu polymorfismu (36,3 %) vykazovala populace PleSivec, dale popu-
lace Libéchovka (23,9 %), Harasov (14,9 %), Orlice (12,7 %) a Tfebon (12,1 %). Podobné
jako u polymorfismu byly nejvy$si hodnoty heterozygotnosti (0,040) zjistény u populace
Harasov, dale u populace PleSivec (0,033), Libéchovka (0,029) a Trebon (0,026). Nejnizsi
hodnota heterozygotnosti (0,009) byla zjiSténa u populace Orlice.

Celkova geneticka variabilita studovaného souboru je nizka (Ht = 0,0554). Analyzou
molekulérni variance bylo zjist&€no, Ze 83,7 % této celkové variability pfedstavuji rozdily
mezi jednotlivymi vzorky uvnitf populaci, zatimco pouze 16,3 % rozdily mezi studovanymi
populacemi. Vysokou miru podobnosti analyzovanych populaci (nizkou uroven divergen-
ce alel v populacich) ukazuje hodnota Wrightova fixaCniho indexu (F_ = 0,0131).

Nizka droven genetické variability mezi studovanymi populacemi i uvnitf studovanych
populaci a absence ¢lenéni vzorkd podle odbérovych lokalit je patrna i z PcoA diagramu
(obr. 7), kde byl analyzovany soubor vzorkl rozdélen do péti skupin (Group A — Group E).
VétSina vzorku vytvari mohutnou skupinu ozna¢enou jako ,Group E®. Ve skupiné “Group
D” pfevladaji vzorky z Harasova a skupina ,Group C* pfedstavuji dva vzorky z Tfeboné
(Trebori 06 a 07). Oddéleni vzorkd ,Plesivec 1 (Group A) a ,PleSivec 57“ (Group B)
od zbytku analyzovanych vzork( (Group C—E) bylo zfejmé zpusobeno pfitomnosti epify-
tickych organismd na odebranych listech.
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Obr. 7. Vysledky analyzy PCoA (Principal Coordinate Analysis) — 3D diagram. Pomoci tfi prvnich os
je vysvétleno 37,2 % celkové variability studovaného souboru (PLE, PleSivec; HAR, Harasov; LIB,
Libéchovka; ORL, Orlice; TRE, Tfebon).

Fig. 7. Principal coordinate analysis of the pair-wise Jaccard’s similarity matrix of 138 P. praelongus
samples. The first three principal coordinates accounted for 37.2 % of the total variation (PLE,
Plesivec; HAR, Harasov; LIB, Libéchovka; ORL, Orlice; TRE, Tfebor).
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Vytvoreni sterilni kultury in vitro

Z 238 sterilné vysetych semen rdestu dlouholistého sterilné vyklicilo 49 semen, které daly
zaklad pro 30 jednotlivych klonovych linii (obr. 8), které jsou dale udrzovany a pravidelné
pfesazovany. Podafilo se odvodit iuspésny protokol pro pfevod rdestu dlouholistého pro-
stfednictvim semen do podminek in vitro a také optimalizovat dalSi dlouhodobou kultivaci
in vitro na tekutém modifikovaném médiu Gamborg B5. Kultury mohou slouzit pro dosta-
te€né namnozeni rostlin ve sterilnich podminkach jak jiz pro (re)introdukce anebo jako
cenny material pro dalSi vyzkum tohoto kriticky ohrozeného druhu.

Obr. 8. Kli¢ici semena rdestu na tekutém a pevném médiu, leden 2010, prdmér zkumavek 3 cm.
Foto K. Pasek 2010.

Fig. 8. Germinating seeds of Potamogeton praelongus in a liquid and solid medium, January 2010,
diameter of test tube 3 cm. Photo K. Pasek 2010.

Pouzité tekuté médium Gamborg B5 v navrhované modifikaci se jevi jako vhodné pro
dlouhodobou kultivaci rdestu v podminkach in vitro. Rostliny na ném dobfe rostou a b&éhem
2-3 mésicl vyplni objem sklenice (obr. 9). Na rostlinach nejsou patrné Zzadné deformace
ani poruchy rustu. Rostliny se také dobfe mnozi — pfiblizné 4—6 nasobné za jeden kultivaéni
cyklus. Pro kontinualni rist bez stagnace je nutné je pfesazovat alespor kazdé 2—3 mésice
na nové médium. Neni také pozorovano zadné omezeni ristu b&€hem zimniho obdobi.

Testovany objem média cca 50—-70 ml ve sklenici 350 ml (vySka hladiny média cca 1 cm)
pro submerzni péstovani se jevi jako nedostate¢né, z diivodl neuspokojivého rlstu listd nad
meédiem a jejich astecného odumirani na konci kultivacniho cyklu. Rostlina uvita piné ponofeni
alespori do 300 ml média ve sklenicich 500 ml (vySka hladiny 7 cm). V&tSi mnozZstvi média a vétsi
sklenice se jevi mnohem vice optimalni, nebot rostliny mohou vyrast na délku i 12 cm v jednom
kultivaénim cyklu. Testované médium o pH 5,7 je pro rdest pfili§ kyselé, rostliny rostou mnohem
Iépe na médiu s vy$Sim pH 6,5, které vice odpovida ekologickym narokdm tohoto druhu.
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Obr. 9. Optimalné narostlé kultury ve stafi dvou mésicl, vhodné k pfevodu do kultury anebo
k pfesazeni do nového média. Foto K. Pasek 2010.

Fig. 9. Optimally grown up in-vitro cultures at the age of two months, appropriate for transplantation
to outdoor cultivation tanks or a new medium. Photo K. Pasek 2010.

Kultivace Potamogeton praelongus v zachrannych kulturach, dopéstovani rostlin
ziskanych ze sterilni kultury in vitro

V zachranné kultufe v BU AV CR v Tfeboni se dafi jiz od roku 1988 P. praelongus pte-
zimovat. NejvhodnéjS§im zpudsobem je pfezimovani pod vodou. Rostliny P. praelongus
pfezimuji mnohem lépe a nasledny rlst rostlin je mnohem stabilné&jsi. PFi pfezimovani
na sucho prezije jen asi 10—30 % prytl. Rostliny pfezimované na sucho prabézné trpi od-
umiranim bazi stonkd, coz je zfejmé spojeno s nevhodnym sloZenim a ulehlosti substratu
(maly podil rozlozitelnych organickych latek a malo zivin N a P).

Rostliny rdestu pfezimované pod vodou mohou bohaté kvést jiz ve druhé poloviné kvét-
na. Opylovani rdestu zavisi na pocasi. NapF. v kvétnu 2010 (nizké teploty, dést)) byly rostliny
jen slabé opylovany, takze pocet vyvijejicich se nazek byl pomérné nizky a nevyrovnany.
V nékterych kvétenstvich byly jen 1-3 dozravaijici nazky. PFi hodnoceni v poloviné zari 2010
bylo napocitano jen 62 plodenstvi s alespori jednou zralou nazkou, {j. jen 61 % otevienych
kvétd bylo schopno vytvaret zralé plody. Mnoho kvétd uhnilo jesté pfed moznym dozrava-
nim plodd. Celkovy pocet zralych nazek z 62 plodenstvi byl 378, v priméru jen 6,10 na-
Zek na plodenstvi. Plodenstvi s uhnivajicimi stopkami se v priibéhu srpna postupné sbiraji
a ukladaiji v pralingité textilii. Nechaiji se dozrat ve vodé ve sbirkové nadrzi. Zralé nazky jsou
nasledné posbirany, proplachnuty vodou a pfedany na testy kli€ivosti (UHK).

Na konci Eervence 2010 bylo pfiblizné 100 rostlin vylahvenych ze sterilni kultury vysa-
zeno do zachranné nadrze ve sbirce BU AV CR v TFeboni. Tyto rostliny rdestu, které byly
presazeny na nova média ve sterilni kultufe zacatkem kvétna 2010, meély velikost prytl asi
5 az 15 cm. Mély napadné dobre vyvinuty dlouhé kofeny. Pfesazené rostliny rdestu po pre-
chodné dobé asi dvou tydnud za€aly znovu riist a do konce srpna 2010 zvétSily svou délku.
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Ze sterilni tkanoveé kultury bylo na podzim 2010 a zacatkem kvétna 2011 dodano cca 25
klonli P. praelongus (po cca 5-20 rostlinkach) na UHK. Pé&stovani probéhlo ve 4-litrovych
lahvich a 3 akvariich (objem 15-20 I) v klimaboxu za stalé teploty 21 + 1 °C, délky dne
16 hodin, intenzity svétla 700 pmol fotond - m2- s™. Rostlinky ze sterilni tkarnoveé kultury se liSily
jak velikosti, tak svaoiji vitalitou. Z celkového mnozstvi rostlinek se v klimaboxu ujalo pfiblizné
75 %. Rostlinky, které se ujaly, zacaly pomérné brzy tvofit oddenkovy systém a nové lodyhy.

Od kvétna do srpna 2011 byly rostliny o velikosti 10 cm priibézné pfenaseny z klimaboxu
do samostatnych kvétina¢t do venkovni zachranné kultury v Bysti. K 31. 10. 2011 se podafilo
vypéstovat pFiblizné 600 lodyh rdestu dlouholistého. Usp&snost uchyceni ptenesenych rostlin
byla témér 100%. Nékolik jedincli bylo na podzim 2011 experimentalné vysazeno na 4 pfirod-
ni lokality za u€elem otestovani schopnosti adaptace v konkrétnich podminkach a schopnosti
pfezimovat. Ve vegetacni sezéné 2012 v8ak na lokalitadch nebyly nalezeny zadné rostliny. Rdest
byl ve venkovni z&chranné kultufe v Bysti pfezimovan pod vodou, ale Zadna rostlina nepfeZila.
Rostliny ze sterilni tkarové kultury byly péstovany v zachranné kulture v Bysti taktéz v roce 2012.

Méfeni zakladnich veli€¢in chemismu vody (pH, elektricka vodivost) v ervenci 2010
ve vodé& v nadrzich BU AV CR v Treboni prokazala velké rozdily mezi nadrzemi. Odli$nosti
jsou evidentné zplGsobeny biomasou vodnich rostlin v nadrzich. Zatimco ve sbirkové na-
drzi v disledku pfitomnosti vysoké biomasy nékolika druht rdestl bylo pH kolem 9,4 a vo-
divost byla vlivem vysrazeni ¢asti uhli¢itan(i na rostlinach nizka (20 mS-m-), v ostatnich
zachrannych nadrzich s nizkou biomasou rostlin bylo pH jen mezi 8,1-8,9 a vodivost mezi
28,2 az 35,0 mS-m-". V zachranné kultufe v Bysti se pH v prabéhu vegetaéni sezény 2011
pohybovalo mezi 7,34-9,93 (& 8,69), vodivost mezi 15,9-51,1 mS-m" (& 26,0 mS-m™").

Vybér potencialnich lokalit pro reintrodukci Potamogeton praelongus

Pfed zahajenim projektu, tj. do roku 2009, byla uspésna jedina vysadba v nivé Orlice, a to
na KaSparoveé jezefe — pravobfeznim rameni Orlice u Hradce Kralové — Slezského Pfedmésti
(50°12'47,38"N, 15°52'20,14 E). V pribéhu feseni projektu a v nasledujicich letech bylo vytipo-
vano a v terénu overeno 20 potencialnich lokalit pro vysadby, z toho 10 v nivé Orlice a 10 v po-
vodi Plou¢nice na Ceskolipsku. Probéhly téZ experimentalni vysadby do t&chto lokalit, z nichz
v nivé Orlice nebyla UspéSna Zzadna a v nivé Ploucnice byly uspésSné dvé. Do¢asné uspésna
byla vysadba v roce 2010 do Ploucnice ve vojenském prostoru Ralsko (50°37°51,734"N,
14°43'5,682"E), kde vysazené rostliny pfezimovaly. Pfi vysokém pritoku v prabéhu roku
2011 v8ak byly odplaveny. Dalsi vysazené rostliny pfezimovaly v rameni Ploucnice u obce
Hefmanic¢ky (50°39'50,987”N, 14°36°37,843"E), kde byly vysazeny ve druhé poloviné
vegetacni sezény 2011 a po celou vegetaéni sezénu 2012 byly v lokalité nalézany (pfiblizné
25 rostlin). Pfestoze vytipované lokality splfiovaly parametry potencialnich lokalit pro vysadbu
rdestu, vlastni vysadby mély velmi nizkou Uspésnost. Na pfirodnich lokalitach je mnoho dal-
Sich faktor(l, které Uspésnost vysadeb ovliviiuji, napf. vys$si pratoky, tlak byloZravych Zivogichl
(ryby, vodni ptaci apod.), rybarské &i rekrealni vyuziti lokalit. DalSi lokality jsou i nadale vyhle-
davany, a to nejen v nivach tokd, ale i v sukcesné mirné pokrocilych zavodnénych piskovnach.

Diskuse

Z pravidelného monitoringu mikropopulace P. praelongus v letech 2005-2012 vyplyva
vzrist poéetnosti i pokryvnosti tohoto taxonu v PCHP Rameno u Stfibrného rybnika. Nej-
vétsi velikosti populace dosahla v roce 2010. V roce 2011 byla populace negativné ovlivné-
na rybafi, ktefi v ramci Uprav bifeht ramene nahazeli v dobé kvétu veSkery drn i se zeminou
do kvetoucich porostl P. praelongus. Je jasné, Ze rostliny nemohly byt dostate¢né opyleny
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a zarovef mély ztizené podminky pro dychani a fotosyntézu vzhledem k pokryti listt jem-
nymi asticemi pochazejicimi z nahazeného materialu. Ceska inspekce Zivotniho prostredi
v Hradci Kralové bohuZzel ukonéila feSeni pfipadu pro nedostatek dikaz(. V roce 2012 byl
v lokalité zaznamenan dalsi negativni vliv, a to okus rostlin polodivokymi kachnami.

Z dosavadnich experimentalnich vysadeb druhu, které probihaji od po¢atku realizace za-
chranného programu na Kralovéhradecku, byla dosud uspésna pouze vysadba v roce 2008
v KaSparové jezefe, které se nachazi na opacném biehu Orlice cca 1,5 km severozapadné
od PCHP. Uspé&sné byly téZ posilovaci vysadby v PCHP Rameno u Stfibrného rybnika, které
probé&hly v letech 2005 a 2008. Na Ceskolipsku se jevi jako Usp&sna vysadba z roku 2011
v misté zausténi levostranného ramene do feky Plouénice u Hefmanicek. Pfi vyhledavani
novych potencialnich lokalit pro vysadby P. praelongus se osvédCily lokality, které maji po-
dobny charakter jako PCHP nejen z hlediska chemickych parametr(i vody a sedimentu, ale
také z hlediska podobné geomorfologie. Sou¢asné mikropopulace P. praelongus rostou v ra-
menech Orlice nebo Ploucnice, ktera jsou alespor dolnim koncem napojena na feku. Rostou
v misté zausténi ramene do feky v kamenném zahozu, kde jsou chranéné proti odnosu pfi po-
vodnovych stavech. V prostorach mezi balvany se dostavaji k Zivinami bohatému sedimentu.
Zaroven jsou ovlivnény proudici vodou. V nivé Orlice se k vysadbam doposud neosvédcila
zcela odstavena ramena, ktera maji charakter zazemnuijicich se tani.

Odlisna situace je v CHKO Kokofinsko, kde P. praelongus roste v soustavach rtizné vel-
kych tdni. Tyto mikropopulace byly zaloZzeny vysadbou v letech 2001-2005 do nové vybu-
dovanych tdni. Od roku 2005 je pravidelné monitorovan jejich stav, ktery je znané zavisly
na stavu sukcese v tlinich a na klimatickych pomérech v daném roce. Zejména malé tiné
rychle zarUstaji a vodni rostliny ustupuji Sificim se druhim rakosin. Svoji roli sehrava téz vyska
vodni hladiny a jeji prohfati, které ovliviiuji vitalitu rostlin v prabéhu vegetacni sezény. Horni
¢asti lodyh vystavené prehrati hnédnou a odumiraji. Diky fizenym zasah(m, které Sprava
CHKO Kokofinsko v lokalitach realizuje, se dafi udrzovat vétSinu tani ve stadiu sukcese, které
je pro mikropopulace P. praelongus a dalSich vodnich makrofyt pfiznivé. S nejvétsi pravdépo-
dobnosti bude nutné konstatovat zanik mikropopulaci v tdnich v nivé Libéchovky a v tini nad
rybnikem Harasov, kde velkou roli sehralo nelegalni vysazovani ryb a znecisténi vody.

Ze srovnani chemickych parametrd vody v lokalitach v nivé Orlice, Plouénice a v CHKO
Kokofinsko vyplyva, Ze se lokality shoduji mirné zasaditou reakci, srovnatelnou vodivosti,
ale trofie vody (zejména zastoupeni rdznych forem dusiku) je v nivé Orlice vysoka a dost
proménliva v ¢ase. Souvisi to se zdroji znecisténi, které v nivé Orlice na Kralovéhradecku
a také pfimo v lokalité PCHP jsou. Z téchto vysledku vyplyva, Zze P. praelongus roste v mirné
eutrofnim prostfedi, snasi i do€asny narlst obsahu Zivin ve vodé a jeho opétovny pokles.

Pfedpokladem uspésnych vysadeb je napéstovani dostate€ného mnozstvi lodyh a téz zvy-
Seni jejich genetické variability s vyuzitim sterilni kultury in vitro. Z vysledkd genetickych analyz
vyplynula velmi nizka geneticka variabilita ¢eskych mikropopulaci rdestu dlouholistého, ¢imz
se potvrzuje, Zze druh se v lokalitach rozrista vegetativni cestou. Navic zalozni mikropopulace
v CHKO KokoFinsko, zachranna kultivace v BU AV CR v Tieboni a nové zalozené mikropopu-
lace v KaSparové jezefe v nivé Orlice a v rameni Plou¢nice u Hefmanicek pochazeji z pfesaze-
nych rostlin z PCHP. V sou€asné dobé je k dispozici cca 30 novych klon(, které byly ziskany me-
todou in vitro z nazek. Z téchto kloni bude mozné dopéstovat rostliny k vysadbam v zachranné
kultufe v Bysti. Tuto sterilni kulturu in vitro je nutné udrzet v laboratornich podminkach tak dlou-
ho, dokud se nepovede pfenést dopéstované rostliny z této kultury do vhodnych potencialnich
lokalit a zaloZit z nich nové mikropopulace. Podminkou ziskani dostate¢né velkych a vitalnich
rostlin pro vysadby, reintrodukce a introdukce je péstovani rostlin ziskanych ze sterilni kultury in
vitro po dobu 2 let v zachranné kultufe v Bysti. Mladé rostliny musi po prvni vegetacni sezéné
v kultufe pfezimovat a v nasleduijici vegetacni sezdné investovat energii jak do asimilujici, tak
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do nezelené, podzemni &asti. Potfebuji mit bohaty kofenovy systém s oddenky, ktery zvySuje
pravdépodobnost jejich uchyceni pfi vysadbach do pfirodnich lokalit. Spektrum posuzovanych
lokalit pro vysadby se rozSifilo o zaplavené piskovny v pokroc&ilém stadiu sukcese.

Optimalni podminky pro rast P. praelongus v PCHP jsou pouze v Useku 10-15 m od zaus-
téni ramene do Orlice. Zbyvajici ¢asti ramene momentalné jako biotop druhu nevyhovuiji a jsou
pfedmétem planovaného odbahnéni. Dvé dil¢i odbahnéni realizovana v letech 2001 a 2003 se
osvédecila jako u¢inna. Velikost populace P. praelongus v PCHP vzrostla od roku 2005 z plivod-
nich 32 lodyh na pocet asi kolem tisice lodyh v sou€asnosti. Pfesto je nutné odbahnit i zbyvajici
¢asti ramene. Zajisténi ochrany PCHP vyzaduje komplexni feSeni v povodi Stfibrného potoka,
kde je zasadnim problémem intenzivni splach piscitého sedimentu, a v povodi Orlice, odkud
do ramene prichazeji Ziviny ovliviujici trofii v rameni. Prvnim drobnym Uspé&chem tohoto pfi-
stupu je zahjeni vystavby migracné prostupné sedimentaéni nadrZe na Stfibrném potoce nad
jeho zausténim do ramene v fijnu 2012. Nasledovat musi Setrné odbahnéni ramene, které je
predmétem v soucasnosti realizované studie proveditelnosti, kterou zpracovava Povodi Labe,
s. p. Souc¢asné je nutné fesit vypousténi rybarsky vyuzivaného Stfibrného rybnika a odpad-
nich vod z chat, které v blizkosti lokality stoji. Podkladem pro vSechna planovana a realizovana
opatfeni jsou vysledky prizkum0 realizovanych v ramci zachranného programu (dlouhodoby
monitoring populace rdestu dlouholistého, stanovistnich poméra, floristicky, hydrobiologicky,
ichtyologicky, malakologicky, odonatologicky, batrachologicky a ornitologicky prizkum).

P. praelongus ztistane nadale kriticky ohrozenym druhem, ktery v CR bude Zit v ma-
lych mikropopulacich na nékolika lokalitach. Tyto lokality budou muset mit vyfeSenou ne-
jen ochranu druhu, ale téZ ochranu biotopu. Druhova ochrana bude muset jit ruku v ruce
s uzemni ochranou. V pfipadé uspé&sné realizace zachranného programu se pfedpoklada
zména ochrany v lokalit¢ Rameno u Stfibrného rybnika z kategorie pfechodné chranéna
plocha na vy$si kategorii ochrany.

Shrnuti

V souéasné dobé roste Potamogeton praelongus v Ceské republice na jediné pavodni
lokalité, v pfechodné chranéné ploSe Rameno u Stfibrného rybnika u Hradce Kralové.
V rdmci zachranného programu se v roce 2008 podafilo zaloZit novou mikropopulaci v pra-
vobfeznim rameni Orlice (KaSparovo jezero) a levobfeznim rameni Plou¢nice. VSechny
stavajici lokality P. praelongus v pfirozeném prostfedi maiji velmi podobny charakter, dol-
nim Usekem zaustuji do feky a rdest v nich roste v kamenném zahozu.

Zalozni mikropopulace byly zaloZeny v letech 2003—2005 v ttinich v CHKO Kokofinsko
nezavisle na zachranném programu. V souasné dobé jsou mikropopulace P. praelongus
ve vSech lokalitach — tiné nad rybnikem Harasov, u étampachu, v nivé Libéchovky, pod
PleSivcem — monitorovany a vyuzivany ke sklizeni nazek k vytvofeni genetické banky
a k testdm kli¢ivosti, které jsou realizovany na Univerzité Hradec Kralové.

Kromé monitoringu stavu mikropopulaci probéhl v letech 2009-2010 v rdmci projektu
,Zachrana P. praelongus v CR* monitoring jejich stanoviét. Voda na lokalitach v nivé
Orlice je vice zatizena dusi¢nanovymi, dusitanovymi a amonnymi ionty nez voda v ta-
nich v CHKO Kokofinsko. Na vSech lokalitach (niva Orlice i CHKO Kokofinsko) rdest
roste v mirné alkalickém prostfedi (v rozmezi 7,4-8,1), vodivost se pohybuje mezi 20
a 30 mS'm™ a primérné koncentrace vapniku dosahuji 50—60 mg-I-'.
staveny stfidani teplot, anaerobnimu prostiedi, UV-A zafeni nebo oSetfené chlornanem
sodnym (pfFipravek Savo) v riznych koncentracich. Testy vSak byly komplikovany znaénym
Sifenim plisni v Petriho miskach.
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Z 238 sterilné vysetych semen rdestu dlouholistého sterilné vykli€ilo 49 semen, které
daly zaklad pro 30 jednotlivych klonovych linii, které jsou dale udrzovany a pravidelné
pfesazovany. Rostlinky dobfe rostou pfi uplném ponofeni alespori ve 300 ml média
ve sklenicich 500 ml (vyska hladiny 7 cm). Optimalni pH média je 6,5.

Nejvhodnéjsim zplisobem prezimovani P. praelongus v zachranné kultufe je pfe-
zimovani pod vodou. Rostliny tak pfezimuji mnohem Iépe a nasledny rlst rostlin je
mnohem stabilnéjsi. Pfi pfezimovani na sucho prezije jen asi 10-30 % pryt(. Rostliny
prezimované na sucho priibézné trpi odumiranim bazi stonkd, coz je zfejmé spojeno
s nevhodnym sloZzenim a ulehlosti substratu (maly podil rozlozitelnych organickych latek
a malo zivin N a P). Rostliny rdestu pfezimované pod vodou mohou bohaté kvést jiz
ve druhé poloviné kvétna.

Za Ggelem popularizace problematiky zachranného programu zajistovaného AOPK CR
byla v roce 2010 v ramci feSeni projektu vydana popularné-naucna publikace.

Summary

The last recent native Czech micropopulation of Potamogeton praelongus occurs in the
Rameno u Stfibrného rybnika Temporarily Protected Area in the Orlice river floodplain
near Hradec Kralové. Out of all introductions of P. praelongus plants in this region, only
those carried out at the Kasparovo jezero backwater oxbow lake at Slezské Predmésti
(in 2008) and the backwater oxbow lake on the Plouc¢nice river at Hefmanicky (2011) have
been successful so far. Moreover, a similar introduction of the plants to the last site has
strengthened this micropopulation.

Rescue micropopulations have been created in pools at five sites in the Kokofinsko
Protected Landscape Area since 2001-2005. These micropopulations are also important
as a source of seeds that are used for germination tests.

Methods for stimulation of seed germination were determined in laboratory tests.
Both changing of temperatures, anaerobic conditions, UV-A irradiation and treatment
by a concentrated sodium hypochlorite solution were effective to markedly breaking
very strong seed dormancy. Using a sterile in-vitro culture raised from sterilised seeds,
30 clones were created. Plants raised from this in-vitro culture could be grown up in an
outdoor rescue culture for c. two years before being used at optimum for introductions to
potential suitable field sites.

Genetic variation within and among 87 sampled plants in all populations of P. praelongus
in the Czech Republic were analysed using Amplified Fragment Length Polymorphism
(AFLP). The total genetic diversity within the populations was low (Ht = 0.0554). An analysis
of molecular variance (AMOVA) revealed that the major variance component (83.7 %) was
observed within the populations, while the inter-population variance accounted for only
16.3 % of the total variation.

Results of the action plan for Potamogeton praelongus were published in a colour
book for the general public.

Podékovani

Autofi vénuiji tento &lanek pamatce vyznamného eskoslovenského a geského hydrobotanika Dr. Stépana
Husaka, CSc., ktery 25. 10. 2014 zemfel. Byl to pravé on, kdo v 80. létech minulého stoleti za¢al studovat
tehdy jesté poCetné populace rdestu dlouholistého na Kralovéhradecku a v dalSim desetileti s autory tohoto
¢Elanku fesil zachranu tohoto druhu na posledni lokalité. Dékujeme mu za to, Ze rozpracoval zachranu tohoto
druhu i Ze nas hodné naudil.
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Vysledky vyzkumu z let 2009-2010 byly finanéné podpofeny grantem z Islandu, Lichtenstejnska a Norska,
prostfednictvim finanéniho mechanismu EHP a finanéniho mechanismu Norska a MZP. Nasledujici vyzkumy
UHK v letech 2011-2012 byly podpofeny ze specifického vyzkumu UHK (€. 2121, 2123/2011, 2122/2012)
a z prostfedkt AOPK CR na zéachranné programy. Vyzkum Katedry botaniky PFF UP Olomouc byl podpofen
projektem MSM 6198959215. L. A. byl podpofen dlouhodobym koncep&nim projektem RVO 67985939.
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