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Souhrn

Cilem této prace je posouzeni genetické diverliigna podhorniho Thymallus
thymallus). Ze 147 vzork z celkem 21 populaci byla osekvenovagast
mitochondrialni DNA, a to fargment pro D-loop o @#l1083 par bazi a fragment pro
cytochrom b o délce 1076 m@ambazi. Populace byly vzorkovany na Gze@dské
republiky, Slovenska a Bosny. Bylo odhaleno celkém haploty s pfimérnou
hodnotou haplotypové diverzity Hd = 0,5480 a srtuadmi genetické vzdalenostis{y

v rozsahu od 0,001 do 0,9341. b&jeji byl zastoupen haplotyp TH1, a to u 92
jedinai. Odvozeny vnitrodruhovy fylogeneticky strom odhatlii dohbre oddlené
skupiny. Jedna skupina byla reprezentovana dunajskgplotypy ze Slovenska. Druha
vysoce divergentni skupina obsahovala jedinieky Vrbas v Bostia posledni neptsi
skupina zahrnovala haplotypy ze vSeiihpbvodi na naSem Uzemiiedpokladame, zZe
ziskané vysledky budou pagdaplikovany pro vhodnou volbu ochraiséych strateqgii,
které povedou k ustaleni stapavodnich populaci tohoto stale vz&&iho druhu na

nasem Uzemi.

Kli¢ova slova: popula¢d hymallus thymallushaplotyp cytochrom b D-loop

Abstract

Goal of this Thesis is the comparison of the Graydi genetic diversity. The complete
mitochondrial DNA (mtDNA) control region (1083 bagairs) and gene for cytochrom
B (1076 base pairs) were sequenced in 147 Europgesting (Thymallus thymallus)

from 21 populations in Czech Republic, Slovakia Bodnia. In samples, 17 haplotypes
were detected with average haplotype diversity H35480 and genic differentiation
(Fs7) from 0,001 to the 0.9341. The most common hap®{yH1 was detected in 92
samples. An inferred intraspecific phylogeneticetreevealed three well-separated
clades. One clade was represented by Danubian tiyaedo from Slovakia. Second

highly divergent clade contained individuals fromer Vrbas in Bosnia, and the last



biggest clade included haplotypes of all three Isasins from Czech Republic. We
suppose that the gained results will be later zatili to the choice of suitable
conservation measures that will lead to stabilorabf the state of ancestral population

of this ever more rare species in our region.

Key words: populationThymallus thymallushaplotypes cytochrom b control region



1. Uvod

Prace zarrené na genetické popttd studie rodurhymallus rozliSily a popsaly
nekolik druhi. Celkovy pohled na taxonomii rodinymallusa paet jednotlivych druh
neni dodnes zcela jednotny. Podle nefj&ich poznatik se u rodurhymallusvyskytuji
nasledujici druhyThymallus thymallusThymallus arcticus, Thymallus brevirosiris
Thymallus grubii, Thymallus baicalensis. Thymalbusvipinnis, Thymallus burejensis,
Thymallus martensii, Thymallus nigrescens, Thymsaihgarinae(Eschmeyer & Fricke
2008). Rod Thymallus je ukézkou Wiznorodé Zivotni strategie. &8ina populaci
dokorti suvij celistvy Zivotni cyklus wekach nebo jezerech (Northcote 199%kteri
lipani jsou gizpasobeni poloslanému praéstli a obyvaji casti Baltského mi@
(Nykanen & Huusko01999), a uékterych populaci byly pozorovany anadromni tahy
(Northcote 1995). Akoli je lipan podhorni ménvyznamny pro komeéni ryb&stvi nez
mnoho jinych lososovitych ryb, je povazovan za ki velmi dilezity ryb&sky druh
a je vysoce hodnotnym druhem mezi sportovnimi iiybRyb&sky tlak na lipana
podhorniho ved! k lok&lnim UGbyikn ve velikosti populaci (Maitland & Campbell
1992) a tento druh byly uveden mezi ohroZenymi myib&vropy v roce 1984 (Lelek
1984).

Lipan podhorni je vedle pstruha obecného spotovin hospodésky
nejvyznamijSim druhem v pstruhovych a lipanovych Usecichateiki. Je gikladem
toho, Ze Ize urlym chovem zvysit roz&ni a pdetnost druhu tak, Ze se stava
vyznamnym objektem rybolovu. V poslednich desd#gdke vSak ulovky lipana klesaji.
Z tohoto faktu lze usuzovat na klesajici tenderwityp lipana v naSich vodach a lze
piedpokladat, Ze vysazovani lipana podhorniho dochafiki bude pokréovat ve
stejné mile jako je tomu doposud, pdpact se mohou pity vysazovanych kusi
zvySovat. Je proto nezbytné zmapovat genetickowktsttu populaci lipana
v jednotlivych povodich, pdfpact i chovech, phlédnout k #mto vysledkm pri
sestavovani zarylovacich plaf pro jednotliva povodi, zamezit michani geneticky

odliSnych populaci lipaha zvysit tak ochranu vnitrodruhové diverzity.

Cilem mnoha dneSnich projéke snaha o udrzeni biodiverzity naSi ichtyofauny.

Do této oblasti bezesporu piat snaha o zmapovani a popsani genetické struktury



populaci lipana podhorniho. Biodiverzitu je nezigytohdpat ve dvou zakladnich

arovnich — biodiverzitu mezidruhovou a biodiverarmitrodruhovou (genetickou).

U ryb jsou naSe znalosti vnitrodruhové diverzitynpjmensim kusé, a proto i
vnimani tohoto fenoménu je prozatim na nizké UroRiigpiva k tomu i skutanost, ze
vnitrodruhova diverzita nema v ochrdsiéé legislati¢ primé a ucelené vymezeni.
V z&sad plati, Ze rizika ohroZujici existenci druhu &asré ohroZuji i vnitrodruhovou
diverzitu. Nap. v oblasti ryb&ského hospodani podiirné vysazovani nasad lipana
z raiznych chow a povodi pedstavuje v saiasnosti nejvazfsi hrozbu pro fvodni
strukturu vnitrodruhové diverzity, i kdyz rylska véejnost tyto aktivity vnima jako
podporu rybich populacV podminkachCR zabezp&uje chov a vysazovani lipana do
tokt Cesky rybésky svaz. Vlivem nedostatku nasadového materid@u jgelmiéasto
jedinci prevazeni mezi povodimi a dokonce i mezi jednotlivyimaimi. Toto mize
mit pravépodobré rozhodujici vliv na snizovani genetické varialilitiednotlivych
populaci lipana podhorniho. Vroce 1959 byl na nazemi introdukovan lipan
bajkalsky (Thymallus baicalensisy podol& oplozenych jiker. Po inkubaci a raném
odkrmu byl rozkrmeny @idek vysazovan do naSich tokPo roce 1975 tento druh
z naSich vod mizi pravgodobré vlivem hybridizace s mistnimi populacemi lipana
podhornihgThymallus thymallug)LukeS 1960).

Vyraznym meznikemip sledovani biodiverzity, jeji ochrany a sjednocakiivit
s cilem zamezit erozi a snizovani biodiverzity smaskonference OSN o Zivotnim
prostedi a rozvoji — UNCED - Summit o zemi v Rio de Jeme ¢ervnu 1992, kde byla
prijata ,Umluva o biologické rozmanitostf. V CR vstoupil tento dokument v platnost
az 3. fezna 1994.

V nedavné minulosti byl vypracovan dokumen$trategie ochrany biologické
rozmanitosti v Ceské republice ktery byl projednan a schvélen vIadoR usnesenim
¢. 620 ze dne 25. ktna 2005. Tento dokumentrquistavuje vychozi podklad pro
strategii a taktiku ochrany tohoto Zivétnezbytného zékladnihaipodniho fenoménu

v ramciCR.



2. Literarni prehled

2.1 Popis

Stihlym protahlym dlem torpédovitého tvaruifpomina siha. Hlava je pamé
mald, @i velké, Usta jsou mald se spodnim postavenim pedapujicim rypcem,
nedosahuji ani ke svislici odgrniho okraje oka. Néelistech, radtiné kosti a kostech
patrovych jsou drobné &inkovité zoubky. Celé éto je pokryté stedre velkymi
Supinami. Napadna je velkdetni ploutev, pest zbarvendRitni ploutev dosplct ma
posledni paprsek ztloustly (Dyk 1956). Me#bétni a ocasni ploutvi je tukova ploutev,
ocasni ploutev je hluboce vykrojend, prsnitidr ploutve v norméalnim postaveni jako
u lososovitych ryb. Tvaréla, zejména pak vySka, je ovligm prostedim, v gmz

dlouhodol Ziji populace tohoto druhu.

2.2 Pohlavni dvojtvarnost

Lusk et Skacel (1978) uv&d Ze samci maji tmavsi zbarveni nez samigetré
brisni ¢asti a delSi HSni ploutve. Typicky druhotny pohlavni znak sdme hrbetni
ploutev, ktera je plognvétsi, jeji posledni kkké paprsky jsou protahlé do &gy, u
samic je ploutev menSi, posledni paprsky jsou kratddni¢ast je zaokrouhlena.
Hibetni ploutev sanicje pesteji vybarvena nez u samic. Velikost a vySkidodini
ploutve je davana do souvislosti s lepSi moznosithwatu &a samice a jejimu
pritlaceni ke dnu v dabtieni (Barus et al. 1995Lelkové zbarveni samige vyrazrjsi
nez u samic zvlastv obdobi rozmnozovani, kdy u samic jécho cist¢ bilé, u samit
Spina¢ bilé, mramorované, naigrhodu v boni cast azcerné (Nieslanik 1959).
Pohlavni dvojtvarnost je u pohlavrdosglych jedindi lipana podhorniho natolik
vyrazna, ze umaillje s vysokou spolehlivosti rozliSeni sadime samic podle zevniho

vzhledu.

2.3 Stanovis¥
Naroky lipana podhorniho nadité vodni prostedi jsou do té miry vyhr&né, Ze

Borne doplnil systém ryligko-biologické klasifikace tekoucich vod na rybisipé,



ktery navrhl Fr§, o tzv. lipanové pasmo, kteréiadil mezi pdsmo pstruha a pasmo
parmy. U nas lipan obyvaietreé velké vodni toky. Vyhovuji muipdevsim Useky, kde
se stida proud na w®ikych prazich a brodech s kligigi hlubSi vodou, fipadre i

s tinémi, dno @evazr kamenito-Sirkovité a pigité. Lipanovi vyhovuji nekryta
oteend mista ve vad nevyZzaduje Ukryty jako pstruh obecny. Sus#jici velikosti
vyhledava stanovi8ts hlubSi a proudiSi vodou. | kdyz lipan podhorni gatmezi
chladnomilné ryby, svysokym narokem na obsah kysle vod&, snasi mirné
organické zn&sténi a je roviz odolrgjSi vaci vysSim teplotam vody v letném obdobi
nez pstruh obecny. Proto se s nim setkavame i evwyicich¢astech tzv. parmového
pPvaipadsma (Halik 1998). Podle Dyka (1984) m4 lipan SirSi ekol&gic valenci, nez se
piedpokladalo, a festo je vyznamnym bioindikatorem kvality vody vdekich

vodach.

2.4 Chovani

Lipan podhorni Zije spotensky ve wtSich&i mensich skupinkach. Podle Simka
(1959) nevyhledava ve veédikryty, hejno lipad se zdrzuje vzdy pohromadésné u
dna a sbira larvy vodniho hmyzu. KdyZz voda hmyzSurgétoupa lipan k hladina sbira
jej, avSak s uchvéacenou ilisti sjizdi ke dnu, kde ji pde, a stoupa znovu lovit
k hladire. Z hladiny sbira hmyz, tzv. naletovou potravu. rRai @ijima i v zime
(Kubicek 1974).

Hejna jsou tvéena étSinou giblizné stejré velkymi jedinci, giicemz mensi ryby
(pladek, ra@ek) vytvai patetnsjSi skupiny, starSi se sdruzuji do hejn obvykleottp 5-
15 kudi. Pouze nejtSi exemplée Ziji samotésky a projevuji sklon k ochrarsveho
stanovist. V pribéhu roku se lipan obvykle zdrZzuje v Useku toku wcdél00-200
metii, pouze vyjiméné meéni svij ,domovsky" usek toku (Barus et al. 1995).

V n¢kterych gipadech se u nas lipatizpasobil i Zivotu ve stojatych vodach, kde
se zdrZuje fevaznoucast roku a vytahuje odtud pouze v dalbeni na trdli& do
piitokd. Pouze v dobtieni podnika lipan kratsi migrace na trdli&de maji zejména

samci teritorialni chovani s agresivnimi proje\Balus et al. 1995).
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2.5 Potrava

Lipan je typicky bentofagem. Hlavni slozku potramori predevsSim larvalni
stadia vodniho hmyzu, na prvnim ndigepic, chrostikk a pakomatr. V mensi mie se
uplatiuji poSvatky, korysi &ervi. Z mekkysa je to zvla& kamomil ¥i¢ni. Potrava se
meéni podle r@nich obdobi, Podstatnou sloZzkou potravy jsou latsostiki, dale se
uplatiuje vyznams i hmyz spadly do vody, z bentickych Zércht jsou vyznamneé i

larvy jepic a poSvatek (Kubék 1974).

2.6 RozmnozZovani

Treni lipana u nas probiha obvykle v druhé poldwitnbna a v prvni polovin
polovirg dubna, ojedile az v druhé polovih kvétna. Doba #eni je ugovana
predevsim teplotou vody v zavislosti na nadsk@ vySce a fibchu paasi (nap.
snéhové jarni vody, sluriai svit). V dol& tieni nepodnika lipan obvykle delSi migrace
na trdliS€ a wtSinou seie na vhodnych mistech domovského toku. Pokud jengnoz
vytahuje do fitoku, které jej lakaji teplejSi vodou getse obvykle v Usekwkolika set
metri nad dstim.

Z hlediska ekologické charakteristiky rozmnoZovardaazujeme lipana
Trdlists lipana jsou v Usecich taks proudivou vodou, obvykle 0,3-0,7 m.spouze
vyjimeeng i vice, az 1 m:8 Vyska vody dosahuje obvykle v detieni na trdlistich 0,3-
0,6 m, pouze vyjim&né vice ¢i mére. Dno trdliS€ je tvareno S&rkem, drobnymi
oblazky a piskem, pouze ojedi@ i jemrgjSim substratem.

Rozhodujicim stimulujicintinitelem pro feni lipana je teplota vody (Hok
1998). Teni lipana ve vodach v potith nastava, kdyz teplota vody dosahuje 7 °C,
v niz8ich polohach 8-10 °C. Vihu tteni @ vyrazném otepleni dosahuje teplota
vody zejména v odpolednich hodinach i 13-15 °C¢tgieh toki, zejména z tak pod
piehradami, které vypou§i chladréjSi vodu, lipan obvykle vytahuje naehi do
pritoka, které maji teplotu vody o 2-5 °C vysSi. Na tdlidigruji vtSinou ol pohlavi
spole&né, ntkdy samci o Bco diive nez samice. Rozdilné je v3ak jejich dalSi chava
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Vlastni trdliS& obsazuji nejtive samci, kté zaujimaji a aktivé brani tzv. teci okrsky.
Samice #stavaji v hlubSi vag pod trdlisém a ¢ekaji, az dosahnou plné zralosti, tj.
uvolnréni jiker z vajénika. Samci se na trdlisti zdrZuji zejména v poledmidaoledni
doke, kdy i vlastni teni byva nejintenziw)si. V noci, zvlast po pilnoci, samci z ¥tSi
¢asti trdlise na rekolik hodin opou&ji. Vlastni teni probiha v parech, kdyz ieni
dozrald samice vyplouva na trdéiskde se gekajicim samcem v jehdecim okrsku
vytird. Vlastni teni u lipana na zakladpozorovani v akvarijnich podminkach velmi
podrobré popsali Fabricius et Gustafson (1955). Podéhto autod |ze roZilenit treni
na rekolik fazi. Nejdive samci obsadi vlastriieti okrsky, které aktivhbrani a utei
na kazdého vétlce, & uz samcei samice nebo na jiné druhy ryb. V dalSi fazi, kdg?
treciho okrsku samce vpluje samice zrala iemit néni se utéoné chovani samce i
samice a nastava faze deoi, tj. v podst&t seznamovani paru pomoci sblizovacich
projevi vcéetrg vzajemnych dotyk Potom nastava vlastniehi, icemz samice
vypousti jikry na dno trdligt a samec vypousti nili V této fazi se #tSinou ryby
vzajemm, zejména v ocasniatastech, dotykaji. Dochazi se iwani dna, takzeast
jiker je zakryta piskem, &kem a kdy i jemnym jilem. Samice po kratké dotpousti
tieci okrsek samce a po obiail se vytira jedt nekolikrat s timtéz samcewi s jinymi
samci az do uplného wni WtSiny jiker. Po Uplném vygni opousti samice prostor
trdliSte. Samci ¥tSinou setrvaji na trdlisti az do skami feni celé populace. Po vghi
se maténé ryby vraceji na svaipodni stanovist viece. Za gihodnych podminek
prokehne vytr lipana na trdlisti v pibéhu 2-5 dri.

2.7 Zdroje genetickych znén v prirodé

Jeden z hlavnich dilpopul&ni genetiky je ufit zastoupeni &liénych variaci
piitomnych v pirodé. Popul&ni genetika se tim pokouSi @it zakladni otazku v
evolwni biologii: co utuje rozdily mezi druhy, populacemi a jedinci? Mperiotnimi
mechanismy, které maji potencial k tomu, abyitya homogenizovaly variace, jsou
piirozeny vykEr, ndhodny geneticky drift, mutace a tok @€Simpson 1953). Obeén
plati, Ze pizptisobovani populaci ke specifickym lokalitAm jgeev@Azré vysledkem
ptirozeného vybru vlivem Zivotniho prosedi a zdrojové konkurence (Schluter 2000).
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Prirozeny vykEr funguje tak, Ze jsou jedinci vybirani podle bigikkké zdatnosti
(fitness), to jest podleffspivku jejich potomstva k dalSi reprodukujici se gewer
Jestlize jsou rozdily fithness mezi jedinci spojengednim danym genem, vyplyva
z toho, Ze tento vy bude operovat na tomto jednom genu. Pro genyg kiedléhaji
vybéru, rodice riznych genotyp piedaji své geny nerovnamé k dalSi generaci, coz
vede ke genovym rozdiin mezi izolovanym populacemi (Falconer & Mackay @Q9
Nahodny geneticky drift je négdvidatelny v sgru. Za nepitomnosti vykiru, mutaci a
migraci Zistavaji genové a genotypowuEetnosti dlouhodob konstantni pouze u
efektivre velkych panmiktickych populaci. V malé populacbogopulaci rozélené na
podskupiny, genové a genotypovétnosti vzdy podléhaji kolisani mezi generacemi
kvili ztrate casti gamet z populace. Nezavisla ztrata gamet ulpopvede k liSicim se
genovym a genotypowvyetnostem viznych generacich, coz je podstatou ndhodného
genetického driftu (Wright 1931).

Zmeny které se vyskytuji v DNA sekvencich (mutace),how byt ireversibilni
nebo reversibilni. Nevratné (ireversibilni) &my maji velmi maly evoléni vyznam a
jejich Sance naipziti je ve velké populaci mala. Vratné (reversit)ilmutace jsou
evolwné vyznamné, ale jejiclketnosti jsou obe@nvelmi nizké (Papadopoulos et al.
1999). Nicmén, kdyZz jsou populace dostate dlouho izolované, to jest alesp@o
dobu 10 000 generaci, mohou mit tytoéamvyznamné evokini disledky (Remold &
Lenski 2001). Tyto zrny se mohou 8ki projevit u druhu, ktery ma dlouhé gengra
intervaly (Falconer & Mackay 1996). (VSikme si, Ze toto neni ffpad
mikroorganisnd, které byly prd¥ pro swij kratky generéni interval vyuzivané pro
odhaleni vlivu mutaci; Papadopoulos et al. 1999).

Migrace (tok gefi) homogenizuje progmlivost mezi populacemi. Takzvana
stepping-stone migrace modelujghtizné prirodni procesy podle vygédanych prvik z
genetické diference, které se budou zvySovat sg€m@enou vzdalenosti, a vytkidak
schéma vzdalenostni izolace (Slatkin 1993). Prinaggratni rovnovahy spévaji v
tom, Ze menSi populace vyzaduje vySSi uéotoku genu neZz &Si populace k tomu,
aby Zistavala v rovnovazném stavu (j€e@avano, Ze silfjSi drift bude v mensi

populaci). Krong toho je Zejmé, Ze i relativl maly pdty imigranti bude pedchazet
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velkym rozditim v ndhodném driftu (Falconer & Mackay 1996). Pdsleempirické
studie odhalily, Ze mistni populace (ty populacteré kolonizovaly sva séasna
stanovist, po pleistocenni da@bledové, to jestiblizné pied 10 000 lety) je&tmozna
nedosahly rovnovahy migfaiho driftu (Turgeon & Bernatchez 2001). VSechngery
uvedené evolkni sily pisobi v ¢asu a prostoru (Wright 1931). K tomu, abychom
porozungli komplexnim proce®m fizeni distribuce genetické diverzity Vimmd, je
dulezité prostudovat historii populaci, sasré evolwni ¢initele, steji jako kombinaci
historickych a satasnych faktal (Templeton et al.1995).

2.8 Fylogeografie

Fylogeografie je rychle expandujicédni obor, tykajici se historickych prodes
fidicich zemipisnou distribuci genetickych variaci (Avise 200@emograficka a
rodopisnd minulost populace jgsie spjata s geologickymi udalostmi, které vybja
nebo omezuji vhodné lokality. Fylogeografické hyayt vznikaji porovnanim
genetickych dat s nezavisle vyteaymi teoriemi historie krajiny (Avise 2000).

Doba ledova ovlivnila rybi druhy fragmentaci ategdjich rozsteni a zanikem
jednotlivych lokalit. Rozdleni aredl vedlo ke vzniku hydrologicky izolovanych a
potenciald malych subpopulaci, kde se mohl uplatnit silny ajieky drift (Avise
2000). Také doby meziledové byly prapaddobré evolwné velmi dilezité; tajici vody
Z ustupujicich ledovc tvorily nova jezera aeky, které nabidly obrovské moznosti
rozSkeni pro populace tpZivajici na okrajich zaledmych oblasti (Avise 2000).
Meziledové obdobi tim poskytlo optimalni podminkyrop homogenizaci
mezipopulé&nich rozdit (Avise 2000). Je také praggbdobné, Ze ¢hem Pleistocénu
probihal silny pirozeny vylEr, zpisobeny stalym ifizpasobovanim populaci relativn
rychle se minicim podminkam pro&di (Merila 1997). Fylogeografické studie
evropskych taxoin navrhly ti hlavni regiony, které pra¥godobré slouZily jako
postglacialni zdroje kolonizace pro mnoho drulbersky poloostrov, Balkansky
poloostrov a Apeninsky poloostrov (Hewitt 2000%kali vSechny druhy majifirozers
svoji vlastni historii kolonizace, vzory doloZzené prikladech kobylky Chorthippus
parallelus, jezka Erinaceusspp.) a medsda Ursus arcto¥ byly navrhnuty k tomu,
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aby fredstavovaly népstji vyuZzité postupy kolonizace a slouzily jako vzamagic
vSemi taxony (Hewitt 2000). Nicménnekteré studie jiz poukazaly na to, Ze ryby
nemuseji zapadat do tohoto vzoru kolonizace. Jaddné demonstrovat ndikladu
populace pstruha obecnéhBa{mo truttd, ktery getrvaval khem Pleistocénu veég
evolwinich, pozoruhodh odliSnych liniich (Bernatchez 2001). S postupnym
objasiovanim dopadu historickych udalosti, které ovliymenovou strukturu populaci,
se ukéazalo, Ze fylogeografie tgmbila gevrat v moderni poputai genetice (Avise
2000; Hewitt 2000)Navic fylogeografie vede ke zvySeni naSich znal@tio vzniku
druhi, tak i samotnych populaci, a je velmileZita pro zachovani ohroZzenych diiuh
Predpoklad pro uchovani biologické rozmanitosti jepaznani poputamich skupin

s nezavislou evolini historii a popukni studie mohou poskytnout tytoialdzité

informaci.

2.9 Sowasné evoléni procesy

Zatimco doby ledové v Pleistocénu mohou byeéridjako dominantni pro stavbu
dnesni genetické diverzity (Avise 2000; Hewitt @JOvSechny evokni sily spojit
ovliviuji genetickou strukturu populace. Nicndérrelativre dulezitému girodnimu
vybéru (Fisher 1930) a nahodnému genetickému driftudi{rl931) bylo v sotasném
vyvoji slaké porozumtno a je pedmétem diskuse od prvnich popdfdach genovych
modeli (Schluter 2000). Klasicka ichtyologicka evemi teorie (Fisher 1930),
ovlivnéna teorii Charlese Darwina (Darwin 1859), je zalw® na hypotéze, ze
fenotypova rozdilnost vyplyva v prviiacé z pozitivniho pirozeného vybru (Fisher
1930). DalSi evoleni modely oproti tomu Zdaziovaly potencialni vyznam nahodného
genetického driftu (Kimura 1995).

N¢které experimentélni Udaje z populaciumdiuji vyznam zmgny podminek
prostedi a podporuji tak myslenkudlézitosti @girozeného vybru (Grant & Grant
2002). Nicmén, empirické poznatky, které by porovnavaly klasickohtyologickou
evolwni teorii s teoriemi alternativnimi, jsodgkvapiv vzacné (Schluter 2000).

V poslednich desetiletich je stdle vyzn&m@n formou toku gein lidmi
zprostedkovana introdukce. Introdukce ube hrat dlezitou roli v sodasné
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mikroevoluci rgkterych mistnich populaci (Allendorf & Waples 1998jtrodukovani
jedinci mohou mit prawpodobr Skodlivé @&inky na pivodni populace, ve kterych
mohou zfisobit pokles celkové diverzity, zmenSeni fitneggerh outbredni deprese a
ztratu schopnosti ffzpusobit se mistnim podminkam (Allendorf & Waples 1096
Vzhledem k &mto fakiim je dilezité odhalovat a také odhadovat vliv, ktery maji

nepivodni jedinci na fivodni divoké populace a jejich genové slozeni.

2.10Thymallus thymallus

V porovnani s ostatnimi druhy uvhiteledi Salmonidae existuje pouze malo
studii olipanu podhorninThymallus thymallusTato lososovita ryba je povazovana za
kulturné vyznamny a vysoce cémy druh. Nicméa béhem poslednich&kolika dekad
faktory, jako regulace vodnich tbkzneisteni, predace a silny rybeky tlak, vyrazg
prispely k poklesu velikosti mistnich populaci v Eviofsusnik et al. 2001). Nasledkem
toho byly zahajeny rozsahlé programy, Z&né na znovunavriceni lipana do
evropskych vod. AvSak tyto zachranné akce jsouzesp jen na malé nebo dokonce
Zzadné informovanosti o distribuci slozité genetipkémenlivosti u lipana. Pro nahradu
ztrat byly vysazovany ryby z lihni po celém dunéjsk labském i oderském povodi bez
ohledu na jejich fwod (Susnik et al. 2001). Ryiské hospoda&ni ¢eli problému
zachrany zbyvajicich divokych populaci a je tedyiigdma uéit lokality s #mito
divokymi populacemi a navrhnout cheg@ a hospodaké oblasti jako Evoliné
vyznamné jednotky (ESUS).

Genetické studie lipana jsou velmiileZité k tomu, aby ndm pomohl déle
porozungt, jak byly evropské druhy sladkovodnich ryb oibvany ¢tvrtohornim
sttidanim dob ledovych a meziledovych a poskytly naformace, které mohou byt
pouZzity pro vytvéeni vhodnych sgrnic pro reintrodukci této ohroZzené lososovité ryby
Data zaloZzena na molekularnich studiich davaji§aseéry o dunajském povodi jako o
nejwtsim a nejdlezitéjSim refugiu pro kolonizaci vodnich biotbgseverni a seédni
Evropy. Nicmés, nékteré studie chladnomilnych druh(Salmo trutta Salmo salar
Thymallus thymallua Cottus gobid ukazaly na moznost existence emych refugii
severg od dunajského povodi (Englbrecht et al. 2000).tdsptoto zevSeobeemi
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neexistuje zadny jasny koncenzus neban@ schéma vystujici, kde a kdy takova
refugia existovala, ani kdertgsré se nachazely hydrologické cesty slouzici pro
poledové expanze.

Jako prvni shromézdili komplexni fylogeografick&adaro Thymallusthymallus
Koskinen et al. (2000analyzou celkem 623 jedificz celé Evropy. Zde vSak byla
takika opomenuta oblastretini Evropy. Vysledky jsou zaloZzené na métB€R RFLP
priblizné z poloviny mitochondrialniho genomu, 529 pdazi (bp) dlouhé sekvence
mitochondrialniho (mt) genu ND5 a 17 mikrosateljtcly lokusi (Koskinen et. al
2000). Analyzy mtDNA odhalily celkem 27 haplotypkteré byly seskupeny ddit
fylogenetickych linii. Linie vykazovaly nukleotidou divergenci 1.11-3.59%.
Zemepisna distribuce haplotypindikuje genetickou diferenciaci mezi: severovydhio
(NE), severozapadnitsedni (NW/C) a jizni Evropou (S). Tyto zfty byly podpdeny i
analyzou mikrosatelit(Koskinen et al 2000).

Zemepisné rozdleni linii je podle této studie obetrvelmi jasné v severni
Evrog, kde byli zahrnuti jedinci ze dvou geneticky odfish oblasti:

1. Finsko, Estonsko a severozapadni Rusko

2. centralni Nmecko, Polsko a zapadni Skandinavie

Pramérna diferenciace mezi populaceffhymallus thymalluss severni Evrop byla
10krat vysSi nez ta, ktera byla pozorovana v pogdbrstudiich u druhd’hymallus
arcticusv Severni Americe (Koskinen et. al 2000).

Podle zjis¢éni autofi populaceThymallus thymalluskteré pezily dramatické
teplotni vykyvy v obdobi Pleistocénu, pochéazeji avriych vychodoevropskych a
stredoevropskych refugii. Genetické rozdily mezi pafnimi skupinami v severni
Evro byly zn&né a geografickyietelné. Zbytek Evropy obyvaji odvozené populace,
které se prawibodobré rozstily z dunajského refugia (Koskinen et. al 2000).t&u
dale soudi, Ze lipan, ktery kolonizoval Norsko &dsko, pochazi zetstlovropského
refugia, které mohlo byt zdrojem pro postglaciatozSieni lipana do centralniho
Némecka, Danska a Polska.ufeme se domnivat, Ze i povodi Labe bylo vyuZito pro
postglacialn expanzi lipana, pod@biako bylo zjiS&no u sihaCoregonus clupeaformis
(Hansen et al.1999).
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Skupina jihoevropskych populaci charakterizovanan@a mikrosatelit se
pravdépodobrt Sitila v doké postglacialni specifickymi cestami. (Koskinen E2@00).
Proto je mozné, Ze z jihoevropskych populaci bylyazeny populace severozapadni a
stredni Evropy. Tato kolonizace na sever byla pépedobré uskuténéna ges Dunaj
do Labe Bhem ¢agsi, kdy tehdejSi horni toky povodi Labe byly spojenypovodim
Dunaje (asi fed 1,8 miliony let - Hantke 1993). Dunaj byl tak#&vpZovan za zdroj pro
postglacialni expanzi populaci okoufigniho Percafluviatilis; Nesbg et al. 1999) a
vranky obecnéottusgobio, Englbrecht et al. 2000). Evropské populace lip&teré v
souwasnosti obyvaji hydrologicky spojené lokality, mahloyt Zejm¢ geneticky velmi
rozdilné v dsledku pivodu z fiznych refugii (Koskinen et al. 2002). Pro vysoké
hodnoty genetické diferenciace mezi podobnymi pageri existuji d¥ alternativni
vyswétleni. Bul’ vznikly ve dvou nebo vice izolovanych glacialnicefugiich a
pietrvavaly v izolaci v postglacialu navzdory mozmdgtického kontaktu, jako tomu
bylo mezi rgkterymi populacemi siha v povoiiiky St. John v Severni Americe (Lu et
al. 2001) nebo populace vznikly ze stejného panoki&ho refugia, ale postglacialni
stthovani bylo znén¢ omezené.

Nedavna analyza polymorfismu mikrosatelisladkovodnich, anadromnich a
moiskych ryb ukazala u sladkovodnich populaci émmru 9.1 (£6.1) alel na lokus a
pramérnou heterozygotnost 0.54 (+0.25; DeWoody & Avis@0®). Nektera data
indikovala u evropskych populaci lipana vaperu jen 3.5 (x2.2) alel na lokus a
heterozygotnost 0.41 (x0.27; Koskinen et al. 20@®ptoze celkova diverzita 17
mikrosateliti byla vysok& (5-58 alel na lokus), nizka arbveiverzity Thymallus
thymallus nebyla vlastnosti vybranych markerale populaci. Jedno z moznych
vyswétleni je, Ze rozptylovani populadihymallusthymallus z mist jejich vyéru je
omezené. To G¥e mit za nésledek dlouhodohizkou efektivni poputai velikost a
nasledkem toho nizkou uUravernitropopul&ni promenlivosti. Alternativni vys¥tleni
vychazi z nazoru, Ze juvenilni lipani nevykazdijilipnou pohybovou aktivitu a s tim i
spojené rozptyleni od rodnych mist. Zeai rekterych jediné ukazuje na poginé
slabé migrani chovéni, a to vifpad® migraci za vyrem jen do vzdalenosti 15 km a v
obdobi mimoiteni jen okolo 1km (Stein et al. 2001). Bylo argatogano tim, Ze tato
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tendence riZze mit za nasledek masiviédsnou umrtnost, kdy pulzace hladiny vody
znemozni juvenilnim jedirien efektivre zmenit stanovist do hlubsich vod, na rozdil
od juvenilnich jedingé Salmo truttanebo Salmo salar(Nykédnen & Huusko 1999).
Takovato udalost, ktera postihne jededni@, miZze snizit efektivni poputai velikost

a genetickou diverzitu populace. Omezena mezipdpufaonenlivost lipana byla také
zjisSténa v praci Koskinen et al. (2001). DalSi w#eni muze spd@vat vtom, Ze
dominantni samci lipana chrani nejlépe trdl&tmizou se Gastnit vicenasobnychieni

s rekolika samicemi (Stein et al. 2001). Tyto biologickharakteristické rysy lipana
vedou k populgni substrukturaci a pravdodobré zpisobuji relativié nizkou
vhitropopul&ni genetickou progmlivost.

2.11 Geneticka diverzita a vztahy mezi populacemievsiedni Evropé

Paity vzorkovanych lokalit ze sdni Evropy v studiich Koskinen et al. (2000,
2002) a Weiss et al. (2002) byly bohuzeldbnizké nebo Upkh chykely. Ve stedni
Evropg publikovali Gross et al.(2001) studii zaloZzenou rmaromenlivosti
mitochondrialnich a nuklearnich gem ¢tyi mikrosatelifi, v niz porovnavali divoké
populace z Dunaje, Labe a Mohanu. Poskytli tim pnahledy na genetickou strukturu
populaci lipana ve &dni Evrog.

Rozdily mezi genotypovymietnostmi ve sedni Evrog jsou vysoce vyznamné
pro WtSinu populaci, krom populaci z Innu a mezi populacemi Innueky Lech v
dunajském povodi. Celkova aravegenetické diferenciace mezi bavorskymi
populacemi lipana se ukazala jako vysdkgrE0.394).

Genetickad divergence meziemi povodimi v Bavorsku (29.1% celkového
mnoZstvi genetické prainlivosti) je zn&na, coz demonstruje vysoce statisticky
vyznamna #znorodost genotypovychetnosti, velky pdet specifickych alel, vysoka
hodnota Fst a dalSi ukazatele. Tato vysoka divergence nageadlouhé obdobi
reprodukni izolace mezi populacemi lipana v povodich DunRj§na, Mohanu a Labe,
navzdory jejich zerpisné blizkosti (Gross et al. 2001; Weiss et aD20Vysledky
téchto autoh ukézaly, relativdd vysoké hodnoty celkové diverzity mikrosatelit
v bavorskych populacich lipana siprrnym paitem 12.4 alely na lokus a He = 0.48.
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Urovei genetické diverzity u populaci v severnim Bavorgta jest v povodi
Ryna a Labe) je vyznamimizsi nez u populaci v jiznim Bavorsku (to jespavodi
Dunaje; Gum et al. 2003). Toto se shoduje s poZurion, Ze jizni refugia populaci
poskytuji vySSi Urovéd pronenlivosti nez populace v severnich oblastech, kisjg
ovlivnéné drastickym sniZzenim velikosti ancestralnich pexgu- tzv. bottleneck effect
(Bernatchez and Wilson 1998Koskinen et al. (2002) nenaSel Zzadnou vyznamnou
souvztaznost mezi ptem alel a zewpisnou Stkou u populaci lipana, nicmé&neho
vzorky zahrnuly jen d¥ populace z Dunajského povodi. VeSkeré Dunajskéilpop
které byly doplgné rybami unile vyttenymi v lihnich, ukéazaly vy3Si hodnotyRA He
nez pivodni populace (které nebyly nikdy délm doplrené). VySSi Urove genové
promenlivosti miZze byt vysétlena kombinovanymi vlivy ryddkého hospodani a
vicenasobnych postglacialnich rekolonizaci.

BlizSi vztah mezi Rynem, Rhonou a Labem a jejictvgodmi je evidentni
z analyzy mtDNA ve srovnani sstginou dunajskych haplotyp(Weiss et al. 2002).
Dva dunajské haplotypy tviosamostatnou skupinu spoite s rekolika haplotypy ze
Svycarského Ryna, coz poukazuje natyrhistoricky tok genu mezi hornim Rynem a
Dunajem. Tento fakt je podpen i zemdpisnymi daty. VyznamSi spojeni mezi
hornim Dunajem a hornim Rynem existovalo v B&dalové asi fed 150 000-300 000
lety (Hantke 1993). Podobrmitochondrialni anylyzy vranky obecn€dttus gobio)
také odhalily tok gein mezi hornim Rynem a hornim Dunajem, ale nenastinyga
sdileny haplotyp mezi populacemi Mohanu, Labe anifvar Dunaje (Hanfling et al.
2002). V porovnani s vrankou obecnou a lipanemii(lddili podobnou reproddii
strategii a podobné migmai chovani), mitochondrialni studie molgigich druti jako
je jelec tloug (Leuciscus cephallisnebo okounti¢ni (Perca fluviatilig indikovaly
(Hanfling and Brand| 1998).

Ve své studii Weiss et al. 2002 retidna zaklad analyzc¢asti mtDNA jedince
do peti oddklenych skupin. Jedna skupina je reprezentovana asamgmi haplotypy s
povodiieky Loiry, dalSi skupina odpovida dunajskym populksevers od alpského
masivu, dale skupina populaci nachazejicich se& jpth Alp, jedna skupina spada do
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jaderského umo a jedna velka skupina je reprezentovana populazeRyna, Rhény,
Skandinavie atrémi vysoce divergentnimi haplotypy z povodi slokingeky Savy
(Weiss et al. 2002).

Populace, které maji nezavislé evwmlu historie, ¢imZ nejvice pispivaji do
celkové vnitrodruhové biologické rozmanitosti, byraydkpodobrg mely byt
uptednosiiovany ¥ volbé ochranéskych opateni (Moritz 1994). Jedna alternativa pro
piimou aplikaci vysledk genetickych analyz ve vyvoji vhodnych ochrishkdch
smernic zahrnuje rozpoznani tzv. management jednokdld)( Samostatna MU byla
definovana jako populace spojena malym nebo Zadsgusasnym tokem gen ale
neoddlena historicky na dlouhéasové obdobi (Moritz 1994). Zda se, Z&které
vysledky mtDNA a mikrosatelit demonstruji, Ze populace lipana éaé vodnim
tokem, které jsou vzdaleny jent&du sta kilomefr, sphuji tato kritéria pro z@azeni do
jednotlivych MU (Koskinen et al. 2000). Zda se takézné, Ze tyto ziaé genové
rozdily se mohou vyskytovat v mnohem menSich &esmych vzdalenostech
(Koskinen et al. 2000). Lze tedy konstatovat, zeesmevopskeé populace lipana vznikly
piinejmensim ze dvou refugii, ktera byla geneticlotazana po stovky tisic let. V jizni
Evrope se vyskytuji linie, z nichz se pagdoddlily populace v severozapadni destni
Evrops. Popul&ni skupiny #astaly velkou mdrou alopatrické také v postglacialnich
dobach a tehdejSi mezipoptité tok geri byl velmi omezeny, dokonce i wipadech
mozného fyzického kontaktu. Celkova uravenezipopul&ni genetické diverzity u
Thymallusthymallusje velka, zatimco vnitropopulai diverzita je neobvykle nizka.
Koskinen et al. (2000) na zakkatéchto za¥ra navrhuji, aby evropské populace lipana
byly povaZzované za samostatné MU dokonce u rekatima iliS geograficky
vzdalenych populaci.

Tato zjiSeni by nela poskytovat uZitené informace pro rozvijeni vhodnych
strategii pro ochranutpodnich populaci lipandhymallus thymallusa dokazat tak

pottebu mnohonarodnostni spoluprace pro uchovani dgiadé rozmanitosti.
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2.12 Mitochondrialni DNA

Mitochondrie maji svou vlastni DNA, kterd obsahdjeotr¢ diulezité geny.
MtDNA ma velikost jen 16000 az 20000 bp a od jademdNA je oddlena
plazmatickymi membranami, coz uminde jeji relativié snadnou izolaci (Carvalho et
al. 1995). Mitochondrie jsou édény maternals, tedy z cytoplazmy vajka
pochazejiciho od matky. Vlivem toho je mtDNA haglui, tudiZz obsahuje pouze jednu
kopii kazdého genu. Rozdily v DNA sekvenci v mitoodrialnim genomu podiiniji
vyskyt rozdilnych haplotyip (variant mtDNA). U ryb, steghjako u ¥tSiny Zivasichi,
akumuluje mtDNA mutace asi 5kréastji nez jadernd DNA. Poskytuje tak genetické
znaky s ¥tSi variabilitou a senzitivitou na geneticky drifi, proto je vhod¥Si na
prokazovani rozdil mezi populacemii druhy.

ProtoZze se jednotlivé useky mtDNA vyvijelyznou rychlosti, jsou dnes dité
oblasti mtDNA vhod#jsi pro ugité typy studii. Nafiklad Usek pro cytochrom b
vhodre vypovida o variabilit na Urovni populaci (Mortiz 1994). Vysokou variéthilu
vétSiny obratlové vykazuje také uUsek zvany D-LOOP nebo ,control oafi U
n¢kterych ryb byla vSak pozorovana nizka utoy®lymorfismu tohoto Useku mtDNA
(Ferguson et al.,1995).

2.13 Izolace DNA

Zpusohi izolace DNA existuje celéada a navic jsou neustale vylepSovany a jsou
vyvijeny metody nové (Zurovec 1999). DNA lIze teaney izolovat z jakékoliv
Zivocisné tkam obsahujici nativni hiky. U organisni malé velikosti se pouziva i
celych jedind (Zima et al. 2004). Jako nepnejSi material se pouziva krev, avSak u
ryb jsou tocastji ¢asti ploutvi, svalova&i jaterni tk@. K naslednym analyzam slouzi
tato DNA v izném stupnéistoty jako templat (Zurovec 1999).

K izolaci se pouziva celéada fiznych protokal. V posledni dob se velice
oswdcilo pouzivani komemé dodavanych souprav (kit Behem extrakce odstranime
vSechny latky, které DNA doprovazeji. Jsou tedevsim proteiny, tukyazné soli,
inhibi¢ni latky atd. Vysledkem by &a byt ¢istd nedestruovana DNA. Izolace DNA se
musi provadt velmi pe&livé, jinak by se mohly {i jejim dalSim pouziti (nap pri PCR)

22



vyskytnout komplikace (Zurovec 1999). Koncentrazeldvané DNA se affuje
spektrofotometricky, nebo pomaci elektroforézy garasovém gelu. 1zolovana DNA

setedi podle patby a uchovava v mrazie i teplotach pod —18°C.

2.14 PCR

Ucelem PCR Polymerase Chain Reaction) je ziskat velké mnozstvi kopii
uréitého genuci jiného Useku DNA, které je nezbytné pro néslednélyzy, nap
sekvenaci (Zima et al. 2004).
Pro zdarny pibéh reakce, kdy dochazi ke kopirovani usekuqgolni DNA (ktera byla
predtim jiz izolovana a zkontrolovana, ev. bylo&emo jeji mnozstvi), je nutné do
reakeni snesi pridat:
izolovanou DNA, ktera funguje jakdgdloha (template, matrice - matrix)
deoxynukleotidy (ANTP) - stavebni kamem®gzce DNA
enzym DNA-polymerasu, ktera zajije vzdjemné spojovani nukleaiid do
komplementarniheéetzce podle fedlohy
primer = oligonukleotidovyiettzec (ca. 20 bazi), jehoz struktura je navrZzena a
syntezovana tak, aby se navazal medfphu na z&tku nebo na konci Useku, ktery
chceme namnozit; fipravuji se dvojice primér - pro kazdy z komplementarnich
retzal se musi vytviit prostedi, ve kterém bude reakce nejlépe probihat (pidena
a udrzovano pufrem; koncentrace ioMg>*, které jsou nutné pro funkci polymerasy
apod.; Zima et al. 2004)

2.14.1 Phibéh PCR

PCR probih& ve¢ch cyklicky se opakujicich krocich:
Denaturace - dochazi k zakti DNA na teplotu 94C po dobu 60 sec., coz igobi
rozSepeni vodikovych riastki a vznik jedneettzcové molekuly DNA.
Annealing - vtéto fazi dochazi k ,nasedani* prithara template podle principu
komplementarity, ¢imZ je umoz#no, za pitomnosti enzymu DNA-polymerasy,

zahajeni dalsi faze (Zurovec 1999).

23



Annealing probiha ip teplog priblizn¢ 54°C, avSak tato teplota je pro kazdy
analyzovany fragment (par prinigrspecifickd acasto vyZzaduje dosti zdlouhavou
optimalizaci.

Elongace (extenze) - real snts se zaieje na teplotu 72C po dobu 180 sec. Tato
teplota je optimalni pro zahajeni enzymové reakdeAfpolymerasy, ktera umozni
zabudovani volnych nukleotidtrifosfatu na zaklakomplementarity do nav
vznikajicihorettzce DNA.

Tyto jednotlivé kroky se opakuji ve 25 aZ 35 cyklec

Prvnimu cyklu pedchazi avodni denaturace, prodlouzena na 2-10, @dy. doSlo k
aplnému rozdleni vSech vladken dvdettzcové DNA. Cela reakce je zakmma
konenou elongaci, trvajici obvykle zhruba 10min, cozoudni dokoweni DNA
polymerace u &sSiny navazanych primérCeld PCR je zak@ena chlazenim vzniklého
produktu na £C. Usgdnost PCR se épkontroluje elektroforézou na agarosovém gelu
(Zurovec 1999)..

2.15 Purifikace PCR produktu

Tato purifikace se dnes provadi za pomoca kibdavanych tznymi firmami.
PCR produkt je pomoci specialnich kolonekienkicitou filtracni membranou zbaven
vSech kontaminaii které by ovliviovaly vysledek budouci sekvenace. DNA ma tu
vlastnost, Ze se zaifpmnosti chaotropnich soli vaze na oxigrkicity a v pribehu
centrifugace je zachycena na fitna kiemicité membras (Boom 1990). Tyto soli jsou
poté odplaveny spolu s kontaminanty pomoci etharolspecialnich pult Viivem
snizeni koncentrace chaotropnich soli dochazi kgrbvazby DNA na oxid Femiity
v membra a DNA je nasledd vyplavena z membrany pomoci pufru nebo vody
(Melzal 1996).

2.16 Sekvenéni reakce

Sekvenovani probiha préstnictvim syntézy noveho (komlementarniho) viakna
podle templatu. Cela reakce je v podstabdifikovand PCR. Cilem sekvenace jéitur
pofadi nukleotid v genu. Na rozdil od PCR seci## od fragmerit - produkfi PCR.
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Pro ugeni mista zahajeni syntézy se vyuziva jedné zndattDNA-polymerasy. Ta je
totiz schopna zahdjit syntézu nového vlakna pouzeug je jiz k dispozici hotovy
kratky usek druhého vlakna, tzv. primer. V Zivyalmkach vytvdi tyto primery RNA-
polymerasa, ktera je na rozdil od DNA-polymaradyopna zahajit syntézu na ,holém*
templatovém vilak&y Pri sekvenani reakci se musiifglat do reakni snEsy tyto
primery, jejichZz sekvence je komlementarni &tému Useku templatové DNA. Kram
toho se do reakce vedle deoxynuklebtiqdNTP) @idava i malé mnoZstvi
dideoxynukleotid (ddNTP), které zastaviust fetzce a které jsou ozteny
fluorescednimi barvivy. Piibéh denaturace je stejny jako u PCR. Déle se wijtvo
vhodné teplotni podminky pro vznik vodikovychistki a dochazi k nasednuti prinier
na templat. Pro amplifikaci se pouziva nizSi tepletokolo 60°C, aby nedoslo k
posSkozeni ddNTP. Amplifikace probiha asi takto: lrblse daettzce zapojuji pouze
dNTP, reakce pokeaje; jakmile se na 3’ konedipoji ddNTP, fist tohotoretézce se
zastavi, protoze ddNTP ma v poloze 3’ atom H (m@tbv dNTP) a dalSi nukleotid se
nema na co ipojit. ProtoZze na ddNTP je navazana fluoregoérbarva, nizeme
detekovat barvu posledni baze fragmentu na autokéati sekvenatoru. Pokud je kazdy
z ddNTP ozné&n jinou barvou, detekujeme podle ni, kteroucqdg bazi kazdy z
fetdzon korgi a tak postuphiurcime jejich pdadi ve zkoumaném Gseku DNA(Zurovec
1999).

2.17 Purifikace po sekvenéni reakci

Jedna se v podstab analogii pedchozi purifikace stim rozdilem, Ze se zde
odstrauji i ddNTP, které se nenavazalyhem sekvenmi reakce. Oft se pouZzivaji
specialni purifikéni kity. Tyto kity obsahuji fitréni kolonky, pomoci kterych se ze
vzorku odstrani nezadouci slozkygj® se tak diky prehydratované gelové fittra
néplni kolonek, kterd& ma tu vlastnost, Ze sepamgekuly podle jejich velikosti.
Nizkomolekularni slozky — hla¢rddNTP a dalSi kontaminanty jsou zadrZzeny v porech
gelové membrany, zatimco samotna DNA prochazi towtonbranou a je zachycena
v mikrozkumavce. Einnost této purifikace zavisi r@deviim na délce fragmentu

DNA, na objemu vzorku a mnozstvi kontamina(@oom 1990).
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2.18 Denaturace

Denaturace se provadi zahim v termocycleru na teplotu 95°C po tak dlouhou
dobu, aby doSlo k rozruSeni vodikovychistki mezi vlakny DNA. Vzorek musi byt
poté velice rychle zchlazen na teplotu pod 4°C,redmlochazelo k renaturaci.

2.19 Sekvenace

Fragmenty, které jsou na konci ozené ddNTP s fluorescémim barvivem,
migruji gelem a prochazeji postupdrahou laserového paprsku na konci gelu. Laser
excituje molekuly fluoresceniho barviva, které vysilaji gtlo rizné barvy (podle typu
molekuly). S¥tlo je vedeno optickymi drahami do spektrograferikte rozklada podle
barvy a vede na kameru. Vzhledem k tomu, Ze kazke bma svou barvu, ke

sekvenator wit poradi bazi v sekvenovaném genu (Zurovec 1999).
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3. Material a metodika

Vzorky byly ziskany pomoci elektrolovu, pdpad® od pracovnilk mistnich
organizaciCRS. K celkovému ptiu 75 vzork z 8 lokalit na GzemCeské republiky
bylo odebrano 22 jedificze ti lokalit na Slovensku agp jedinai z lokality v Bosi a
Hercegovig. Presny pehled odbrovych lokalit a péty odebranych vzork jsou
uvedeny v Tabulce. 1.

Vzorkované lokality byly voleny tak, aby co nejlépekryly vSechnait povodi
v CR, picemz byl bran zvlastnifetel na vylr populaci, které nebyly v poslednich
letech ,posileny* vysazenim négodnich jedind. Vzorkované lokality jsou
znazorrny na Obrazky.1.

Celkem 37 vzork v podol& hotovych sekvenci poskytl Mgr. Ivo Papousek, Ph.D.
z Ustavu biologie obratlovc Akademie ¥d CR, v.v.i. Brno. Tyto sekvence byly
vyuZzity pro porovnani zjighych vysledk. Seznam poskytnutych sekvenci s lokalitami
je uveden v Tabulc& 2. Tyto lokality jsou znazo#my i na Obrazkué.1 a jsou barevn
odliSeny od lokalit, které vzorkoval autor.

Prislusné useky mtDNA, tedy gen pro cytochrom b @ya ,control region“ (D-
loop) byly nasled& amplifikovany pomoci PCR (polymerazovétzové reakce), za
pouziti primeti popsanych v literate. Tyto fragmenty byly déle sekvenovany
v automatickém sekvenatoru ABI Prism 3130¢ast byla odeslana do korejského
sekvenaniho servisu Marogen, Inc. Sekvence byliageny a porovnany v programu
BioEdit a nasledné statistické analyzy byly provedes programech DnaSP 4.90,
Arlequin 3.1 a Network 4.5.1.0.
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Obrazek €. 1: Mapa vzorkovanych lokalit
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Tabulka ¢. 1: Seznam vzorkovanych lokalit

Zkratka Vzorkovana lokalita Tok Povodi &b vzorki
BL Borova Lada-Lihga Tepla Vitava Labe 10
TA Tachov Mze Labe 5
JZ Turnov Jizera Labe 10
oD Libava Odra Odra 10
SH Staré Hamry Ostravice Odra 10
SE Raspenava Sha Odra 10
JE Jesenik 8a Odra 10
uv Usti u Vsetina Vsetinska Bea Dunaj 10
SD Slovianska dolina Slovian. potok (SK) Dunaj 10
VR Bravnice Vrbas (BIH) Dunaj 5
TU Dubova Turiec (SK) Dunaj 2
BP Biely potok- Lihé Revuca (SK) Dunaj 10
Tabulka ¢. 2: Seznam vzorkovanych lokalit ( Mgr. Ivo PapouseldPh

Zkratka Vzorkovana lokalita  Tok Povodi d&b vzork
oL Ttinec Olse Odra 1
MO UN Moravka Moravka Odra 3
TO Kraliky Ticha Orlice Labe 9

Ji Semily Jizera Labe 1
NE NedoSin Lotn& Labe 5
SV TiSnov Svratka Dunaj 14
KR Horni Pa@ici Kietinka Dunaj 5

3.1 I1zolace DNA

Celkova DNA byla extrahovana z tigka ploutvi, které byly do doby zpracovani
uloZeny v koncentrovaném etanolu, pomoci exméto kitu Nucleo Spifi Tissue
(Macherey-Nagel)
Do mikrozkumavky s vysuSenou tkani, rfdetnou na malé kousky, bylo nejprve
piidano 180ul pufru T1 a dale 2%l proteinasy K. Proteinasa K je enzym, aktiviéiv
Sirokému spektru protein které degeneruje. Digesce probiha ve specialnifrup
jehoz slozeni brani degeneraci DNA. Taktaipravena sms byla viozZena
do termobloku, nastaveném na teplotu 56 °C, kdex lz@d obasného vortexovani
ponechana 8 az 12 hodin. Po Uplném rozmigkare bylo ke vzorku gidano 200ul
pufru B3. Nasledovala inkubacei peplo€ 70 °C po dobu 10 minut. Pdgigéni 210ul
96% etanolu byla cela s prepipetovana do filtkmich kolonek, které byly viozeny
do centrifugy a odggdny pri 8000 ot/min.
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V dalSich krocich byly filtrani membrany promyvany pufry BW (5Q0) a B5
(600ul), opet s pouzitim centrifugy. Po promyti byly filtrai kolonky se zachycenou
DNA vloZeny do ¢istych mikrozkumavek, do nichz byla DNA centrifugag/myta
spole&né se 10@l BE pufru, gedeltateho na 70 °C. Takto extrahovana DNA byla

uchovana zamrazenéi peplot do —20 °C.

3.2 PCR
3.2.1 Vylér primeri

Pro amplifikaci fragmentu kdédujiciho cytochrom blybygvoleny primery, které
byly pavodnre vyvinuty proc¢eled’ okounoviti(Percidae)(Song et al. 1998).

Tyto primery se u lipana podhorniho éd¥ily uz diive a proto nebylo nutné

hledat nové.

Tabulka ¢. 3: Pouzité primery pro fragment cytochrom b

Nazev Orientace Délka Sekvence oligonukleotidu (5> 3")
L14724F pimy 19 bp GTG ACT TGA AAAACC GTT G
H15918R zptny 22 bp CTC CATCTCCGG TTT ACAAGA C

Podle (Song et al. 1998).

Pro fragment D-loop byly pouZity primery, které yoylvinuty pro studium
genetickeé variability lipana podhorniho v rakougkyocich (Uiblein et al. 2001).

Tabulka ¢. 4: Pouzité primery pro fragment D-loop

Nazev Orientace Délka Sekvence oligonukleotidu (5> 37)
LRBT-25 Eimy 20 bp AGA CGC CCGGTGTTG TAATC
LRBT-1195 Zg@tny 22 bp GCT AGC GGG ACTTTC TAG GGT C

Podle (Uiblein et al. 2001)
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3.2.2 Slozeni reakni smesi

Konkrétni slozeni reaki snesi bylo nejprve optimalizovano. Celkovy objem
reakéni smesi ¢inil 25 pl a tato smis byla vzdy pipravovana na Supinkovém ledu.
Reakni snes obsahovala 3l DNA (asi 50 ng) 8ul vody, 1,25ul kazdého z dvojice
primert a 12,5ul zdsobniho roztoku PPP Master Mix od firmy TopBioasledujicim
slozeni: 0,05ul Tag DNA polymerasy, reali pufr, 4 Mm MgC} a 0,4 mM kazdéeho
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), celkovy objem byl 25Pro cytochrom b bylo u
nekterych vzorki pouzito 5ul DNA namisto fivodnich 3ul. VySSi mnoZzstvi DNA bylo
zvoleno kvili niz8i koncentraci této DNA v zasobnim roztokakio gipravené reakni
smesi byly vioZzeny do termocykleru, kde byl spirstprogram vhodny pro amplifikaci

zvoleného fragmentu.

Tabulka €. 5: SloZeni reaénich PCR srsi (ul)

Fragment PPP master DNA Primery PCR voda
mix
Cytochrom b 12,5 3 1,25- L14724F 8
1,25- H15918R
Cytochrom b* 12,5 5 1,25- L14724H 6
1,25- H15918R
D-loop 12,5 3 1,25- LRBT-25 8
1,25- LRBT-1195

* vzorky s nizsi koncentraci DNA po izolaci

3.2.3 Parametry cyklovani

Teplotni a c¢asovy ptibéh reakci je uveden v Tabulcé 6. Byly vyuZity
thermocyklery PTC 200 od spolesti Major Sciences/BioRad. Pro optimalizaci
pribéchu PCR reakce bylo vyuZito teplotniho gradientuernktumoznil optimalni
nastaveni annealingové teploty pro nasedém$lysnych primer. Vysledek této
optimalizace po elektroforetické kontrole na agavésn gelu je zobrazen ¥ifnze na
Obrazku¢. 10.
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Tabulka ¢. 6: Parametry cyklovaniipPCR reakcich

Fragment Uvodni Denaturace | Annealing Elongace| Zaweéna
denaturace elongace

Cytochrom b| 95°C 300s| 2x94°C 60s 2x60°C 30s|2x72°C 120s 72°C 420s
2x94°C 60s| 2x58°C 90s|2x72°C 120s
2x94°C 60s| 2x56°C 90s|2x72°C 120s
30x9 °C 60s| 30x54°C 90s 30x72°C
120s

D-loop 95°C 300 s| 30x 94°C 6080x62°C 303 30x72°C 72°C 600s
120s

3.3 Purifikace PCR produktu

Pro purifikaci PCR produlitbylo vyuZito purifik&niho kitu QIAquick od firmy
QIAGEN, ktery obsahuje kolonky gémkiitou filtracni membranou. PCR produkty
byly nejprve n&edény 100 ul PBI pufru. Poté byla tato sfm prepipetovana do
filtracnich kolonek, které byly vioZzeny do centrifugy astediny pri 13000 ot/min.
Dale byla filtr&ni membrana promyta 75d PE pufru ogt pomoci centrifugy. Aby
bylo dosazeno dosta&®eho odstratni PE pufru s ethanolem, byly kolonky cgvné
odstecény v centrifuze. V dalSim kroku byly kolonky se hgcenou DNA na
membrag vlioZzeny docistych mikrozkumavek a DNA byla vymyta pomoci pOEB
pufru v centrifuze. Vysledek celé purifikace byl ntwmlovan elektroforézou na

agarosovém gelu.

3.4 Sekven#ni reakce

Sekvenani reakce byla provedena podle instrukci (navodohyf Applied
Biosystems, Inc. Ke 4 ul sekvamdho kitu BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing
Kit a 4 ul pufru BigDye v1.1/1.3 Sequencing Bufféx) (oboje Applied Biosystems,
Inc.) bylo @idano 0,64 ul primeru, 1 plgisttného PCR produktu a 10,36 pl vody.
Tato sms byla vlozena do termocykleru BioRad PTC 200, kdatihla reakce za
nésledujicich podminek:

Denaturace  Annealing Elongace
96°C10s 50°C10s 60 °C 240 s
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3.5 Purifikace po sekvend#ni reakci

Tato purifikace byla provedena pomoci kitu DyEExod firmy QIAGEN.
Souasti tohoto kitu jsou gelové filtkai kolonky. Tyto kolonky s filtréanim gelem byly
vloZzeny do mikrozkumavek, které jsou také dodavarkitu. Poté byly kolonky
vloZeny do centrifugy, kde byl optimalizovan ged ot&ek. Nésleds byla opatrg
piidana DNA a tyto kolonky byly odisgdény pri 2420 ot/min v centrifuze.

3.6 Denaturace a sekenace

Denaturace byla provedena v termocycleti teplo& 95 °C po dobu jedné
minuty. Nésleda byly vzorky zchlazeny na Supinkovém ledu.
Sekvenace byla provedena $tyikapilarovém automatickém sekvenatoru ABI Prism
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
Timto zpisobem byla zpracovanzst vzorki. Zbylé vzorky byly jako PCR produkty
odeslany do firmy Macrogen se sidlem v Jizni Korgjie byly vzorky purifikovany a

sekvenovany.

3.7 Statistické zpracovani

Vysledné sekvence nukleolid danych fragmeiit byly zpracovany pomoci
programu BioEdit 7.0.9 (Hall 1999). Praaly statistického zpracovani byly oba
fragmenty spojeny a analyzovany sgoke

Pro vypa@et fixatniho indexu kr vyjadiujiciho Grové genetické diferenciace
mezi populacemi byl pouZzit program Arlequin 3.1HBeider et al. 2000). Ve stejném
programu byla provedena také analyza molekularomgmlivosti (AMOVA), ktera
vyjadiuje hierarchické rozlozeni genetické pgonivosti. Pro tuto analyzu byly
vytvoreny skupiny podle zastoupeni populaci v jednotlivypovodich. Péy
nalezenych haplotyp paity polymorfnich mist a hodnoty haplotypové diveyziro
kazdou populaci byly vypdtany v programu DnaSP 4.90 (Rozas et al. 2003). Pr
vytvoreni haplotypové sitbyl pouzit algoritmus ,median-joining” v prograniNetwork

4.5.1.0. (Bandelt et al. 1999). Tento program unige v kombinaci s programem
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Network Publisher (Bandelt et al. 1999) grafickébrazeni a naslednou editaci

haplotypoveé sé& Barevr byla oznéena jednotliva povodi.
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4. Vysledky

PCR a néasledna sekvenace 2162 bp dlouhého fragmatdahondrialni DNA
pro cytochrom b a D-loop ze 137 jedinr celkem 19 studovanych populaci ukazala 17
MtDNA haplotypi a celkem 82 polymorfnich mist. &p jedindi prislusnych haplotyjp
v jednotlivych populacich jsou uvedeny v Tabuic&.

Nejpctetrgji byl zastoupen haplotyp TH1, jehoZz vyskyt se whamko téndt
universalni. Tento haplotyp byl nalezen u 92 jedlirccelkem 17 populaci. Nebyl
zastoupen pouze u populacéeky Vrbas (VR) v Bostia u populace #eky Turiec
(TU) na Slovensku. Tyto populace byly reprezentgvhaplotypy TH11-TH15, které
nebyly zastoupeny u jinych jediinca jednd se tedy s velkou pr&pddobnosti o
vyhradré dunajské haplotypy. U populaci ze Vsetinsk&vge(UV), ze Mze (TA),
Moravky (MO), Svratky (SV) a ketinky (KR) byl haplotyp TH1 jediny nalezeny a u
téchto populaci byla tudiz nulova haplotypova divierzHaplotyp TH1 byl nalezen i
v populacich z Jizery (JI) a OlSe (OL). Zde vSakdmalyzovan pouze jeden jedinec od
kazdé populace, proto nemohla bytchto populaci stanovena haplotypova diverzita a
vypovidaci hodnota vysledkz tchto dvou populaci je nizkd a ma pouze tdojti
charakter. B dalSim vyhodnocovani na tyto populace jiz nelyginbzetel.

Druhym nefastji zastoupenym haplotypem byl haplotyp TH7 it u 12
jedinai. Tento haplotyp byl zachycen ve vSetlch studovanych povodich. Naopak
celkem 12 haplotyip bylo zachyceno vzdy jen na jediné lokalidaplotypy TH2, TH3,
TH9, TH16, TH17 byly nalezeny pouze na Uzdreské republiky. Co se vztahu mezi
haplotypy a pvodem zkoumanych jedifctyce, u lipari zCR bylo zaznamenéno 8
haplotypi a 12 haplotyfp bylo zastoupeno u jediicze Slovenska a Bosny. Celkova
distribuce haplotyp ukazuje na genetickou odliSnost populaci z dughiskpovodi,
které vykazuji vysoké hodnoty genetické difereneiélgst) v porovnani s populacemi
v CR. Uvedené hodnoty haplotypové diverzity jednotiivypopulaci je nutné chéapat
jako orient&ni, protoZe jsou ovlivny pasty vzorki z jednotlivych lokalit.

Jak vyplyva z Tabulky¢. 9, nejvySSi haplotypovou diverzitu ém populace

z povodi Dunaje. Tyto populace vykazuji diekavani nejvyssi genetickou variabilitu.
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To se shoduje se zj&tim, Ze jizni populace poskytuji vysSi urévypromenlivosti nez
populace v severnich oblastech, které byly oinén snizenim popuiai velikosti

v pribéhu Pleistocénu (Bernatchez and Wilson 1998). Tolo potvrzeno i dalSimi
povodi Odry, tedy nejsevef8i toky na naSem uUzemi. Pokud bychomélchibyt
konkrétni, tak nejvysSich hodnot haplotypoveé diitgrdosahovala populace z Bieleho
potoka (BP) na Slovensku (Hd = 0,8888). V této pagiubylo zastoupeno celkem Sest
haplotypi a byl zde také nefiSi paet polymorfnich mist (S = 60). Populace z Bieleho
potoka nEla tedy nej¢tSi genetickou variabilitu ze vSech studovanych ubed.
Vysoké hodnoty Hd vykazovaly také populace ve Znském potoce (SD), ieky
Turiec (TU) na Slovensku geky Vrbas (VR) v Bos#y coz jen potvrzuje fiedchozi
tvrzeni o vy3Si genetické variabilidunajskych populaci. Z populaci na uzebeské
republiky byla nejvyssi hodnota haplotypové divigrsid = 0,7222 u popualceieky
Jizery u Turnova, kde byly nalezeny celkairhaiplotypy. Dva haplotypy byly spaieé
pouze s populacemi z Odry (TH7 a TH9) a jeden Tiddt 8 WtSinou vzorkovanych
populaci. Pimérna hodnota haplotypové diverzity Hd byla 0,5480fta vSemi
populacemi.

Tabulka ¢. 8 udava hodnoty ¢r), které vyjaduji genetickou diferenciaci
jednotlivych populaci. Hezdickou jsou ozné&ny hodnoty statisticky vyznaréarvyssi
nez nula naopak potkou hodnoty, které tuto podminku nesplnily. Vysoce
signifikantnich hodnot bylo dosazeno u populacdzagu (VR), a to ifp parovém
porovnani ze vSemi ostatnimi populacemi. L¥edpokladat Ze toto bylo #pobeno
vyraznou geografickou vzdalenosti nasich populgmbaulace z Vrbasu (VR) v Bo&n
Zajimaveé vsak je zji8hi, Ze nejvysSi hodnotu B vykazovali @i parovém porovnani
populace z Vrbasu (VR) a Svratky (SV), i kdyz se¢ digto lokality nachazeji
v Labi ¢i Odre. Signifikantnich hodnot dosahovaly i populaceeky Turiec (TU) ze
Slovenska, a to v porovnani se vSemi populacemyjisikou populaci na Uzemi
Slovenska, coZz bylo mozn&ekavat, ale také s vyjimkou populace ze Mze, kjera

opét velmi vyraz® geograficky vzdalena. Pokud se zdiime pouze na parové

36



porovnani populaci na nasem Uzemi, bylo signifikiaht hodnot (Er) dosazeno jen
sporadicky, coZ ukazuje na podobnost naSich popslaze vSechna povodi. Celkova

hodnota genetické diferenciace mezi populacegy (Fyla 0,3826.
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Tabulka &. 7: Cetnost haplotyfy, ¢erverg jsou vyznéeny populace mimo tGzer@iR

TH1 | TH2 | TH3 | TH4 | TH5 | TH6 | TH7 | TH8 | TH9 | TH10|TH11|TH12 | TH13|TH14 | TH15|TH16 | TH17 | Celkem
BL 7 2 1 10
BP 2 3 2 1 1 1 10
oD 7 2 1 10
SD 4 3 2 1 10
SH 9 1 10
JZ 4 3 2 9
TU 1 1 2
uv 7 7
VR 1 3 1 5
JE 7 2 1 10
SE 6 4 10
TA 3 2 5
OL 1 1
MO 3 3
JI 1 1
NE 5 1 6
SV 14 14
KR 5 5
TO 7 1 1 9
Celkem 92 2 1 8 4 1 12 1 3 2 1 1 1 3 1 3 1 137
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Tabulka ¢. 8: Porovnani genetické diferenciace{— pod uhlopickou a statisticka vyznamnosggrverg jsou vyzngeny populace
mimo UzemiCR

BL BP oD SD SH JZ TU uv VR JE SE TA OL MO Jl NE SV KR TO
BL * _ * _ * * _ * _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
BP 0,255 * _ * * _ * * * * . _ _ _ _ * . *
Ob | 0,076 0,161 - - - * - * - - - - - - - - - -
SD | 0,210 -0,094 0,132 * * - - * * * - - - - - * - *
SH | 0,004 0,260 0,080 0,214 * * - * - - - - - - - - - -
JZ 0,179 0,245 0,109 0,209 0,238 * * * - - * - - - - * - -
TU | 0,788 0,049 0,712 0,131 0,810 0,764 * * * * - - - - * * * *
uv | 0,001 0,203 0,046 0,161 -0,040 0,290 0,750 * - - - - - - - - - -
VR | 0,892 0,435 0,829 0,489 0,910 0,879 0,488 0,892 * * * - * - * * * *
JE 0,003 0,207 -0,045 0,170 -0,015 0,068 0,750 -0,021 0,861 - - - - - - - - -
SE | 0,092 0,260 0,104 0,219 0,227 0,029 0,801 0,275 0,903 -0,003 * - - - - * - -
TA | 0,263 0,078 -0,039 0,047 0,372 0,317 0,610 0,331 0,827 0,049 0,364 - - - - - - -
oL |-0,911 -0,510 -0,813 -0,568 1,000 -0,333 -0,382 0,000 0,735 -0,960 -0,333 -0,500 - - - - - -
MO | -0,146 0,048 -0,102 0,013 -0,184 0,138 0,501 0,000 0,827 -0,167 0,130 0,118 0,000 - - - - -
Ji -0,911 -0,510 -0,813 -0,568 -1,000 -0,333 -0,382 0,000 0,735 -0,960 -0,333 -0,500 0,000 0,000 - - - -
NE | 0,032 0,138 -0,065 0,100 0,063 0,200 0,679 0,028 0,855 -0,082 0,165 -0,067 -1,000 -0,154 -1,000 - - -
Sv | 0,085 0,324 0,140 0,272 0,035 0,415 0,864 0,000 0,934 0,058 0,393 0,499 0,000 0,000 0,000 0,153 - -
KR | -0,046 0,146 -0,003 0,108 -0,084 0,232 0,669 0,000 0,867 -0,067 0,221 0,250 0,000 0,000 0,000 -0,034 0,000 -
TO | -0,004 0,240 0,064 0,197 -0,071 0,191 0,785 -0,031 0,898 -0,025 0,082 0,311 -1,000 -0,180 -1,000 0,033 0,052 -0,078 0,000
*=p<0,05
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Tabulka €. 9:

Haplotypova diverzita

n S h Hd K S.E. Povodi
BL 10 4 3 0,5111 | 0,9555 | 0,1640 Labe
Ny 9 3 3 0,7222 1,3333 | 0,0900 h=11
TA 5 4 1 0,6000 | 2,4000 | 0,1750 S=7
NE 6 4 2 0,3333 1,3333 | 0,2150 |Hd=0,5465
TO 9 2 3 0,4166 | 0,4444 | 0,1910
BP 10 60 6 0,8888 | 22,8444 | 0,0750
TU 2 47 2 1,0000 | 47,0000 | 0,5000 Dunaj
uv 7 0 1 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 h=12
VR 5 12 3 0,7000 | 7,0000 | 0,2180 S=76
SV 14 0 1 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 [Hd=0,6312
KR 5 0 1 0,0000 | 0,0000 | 0,0000
SD 10 55 4 0,7777 | 20,6000 | 0,0910
SH 10 1 2 0,2000 | 0,2000 | 0,1540 Odra
MO 3 0 1 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 h=4
JE 10 10 3 0,5111 | 2,1555 | 0,1640 S=11
SE 10 1 2 0,5333 | 0,5333 | 0,0950 [Hd =0,3983
OD 10 11 3 0,5111 | 3,4444 | 0,1640
Celkem 135 82 17 0,5480 | 7,1804 | 0,0500

n = paet jedind@

Hd = haplotypova diverzita

Obrazek &. 2:

S = pd&et polymorfnich mist

Cetnost haplotyp

K = pm.pctet diferenci

h = get haplotyfi
S.E. = shrodatna odchylka

Pocet haplotyp U

Populace

BL BP OD SD SH JZ TU UV VR JE SE TA MO NE SV KR TO
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Obrézek ¢. 3: Haplotypova diverzita
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Tabulka ¢. 10: Analyza genetické variance

AMOVA

%

mezi povodimi

5,04

mezi populacemi v povodich

33,22

v populacich

61,73

Obrazek ¢. 4: Analyza genetické variance AMOVA
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B mezi populacemi v povodich
Ov populacich

41




Analyza genetické variance AMOVA ukazala, Zze 61983z celkové genetické
variability bylo distribuovano v populacich, a peub,04 % mezi jednotlivymi
povodimi. Mezi jednotlivymi povodimi byly tedy zjigy jen velmi malé geneticky
podmiréné rozdily. Oproti tomu vyrazn geneticka variaailbyla mezi jednotlivymi
jedinci uvni¥ populaci bez ohledu k jejichéipluSnosti k ufitému povodi. Na rozdily
mezi populacemi uvrijednotlivych povodi fipadlo 33,22 % z celkové variability .

Sedmnact nalezenych haplolyipylo pouzito pro sestaveni haplotypové,ditera
schématicky znazauje vztahy mezi jednotlivymi haplotypy (Obrazeék5). Tuto sf
lze rozdlit do tri skupin. NejpoetrgjSi Atlantickd skupina skryvala haplotypy
nalezené u jediric ze vSech if povodi. Sf déle ukazuje, Ze Atlanticka skupina
obsahovala celkem 10 haplofyp Ze negjetnjSim haplotypem byl v této skupirbyl
haplotyp TH1. Dunajska skupina byla reprezentovggaotypy nalezenymi u jedific
Z Bielého potoka (BP), dale ze Slovianského po(@) a zieky Turiec. Jedna se tedy
o skupinu slovenskych dunajskych populaci éeagych do dvou odliSnych haplotyp
Tyto populace jsou potme vyrazré vzdaleny od dunajskych populaci na naSem Uzemi.
Posledni iteti skupina zahrnovala jedincaeky Vrbas v Bosha jde tedy o skupinu
balkdnskych dunajskych haplofyp Z tohoto je rejmé Ze ob dunajské skupiny
neobsahovali Zadny haplotyp z Odry ani z Labe. @poonu Atlanticka skupina byla
smesi haplotyfd nalezenych u jediriicze vSechif studovanych povodi.

Pti detailnim pohledu na skupinu | (Obrazel6) byly vytvaeny dv¥ podskupiny
(la, 1b). V podskupiad la se vyskytovaly vSechny labské populace a gekti
vzdalenosti mezi jednotlivymi haplotypy byly maléndx. ¢tyti mutani kroky).
Geneticka variabilita mezémito populacemi tedy byla velice nizka.

Haplotypy podskupiny Ib byly vyrazp vzdaleny od haplotyfp podskupiny la
(sedm az deset mutsich kroki). Tato podskupina zahrnovala pouze haplotypy z
dunajskych a oderskych populaci.
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Obrazek ¢. 5: Haplotypova si
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Obrazek ¢. 6: Haplotypova si— detail
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Obrazek ¢. 7: Haplotypova si— jednotlivé haplotypy jsou rozny podle populaci, které zahrnovaly
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Obrazek ¢. 8: Haplotypova si1— detail, jednotlivé haplotypy jsou ra#dny podle populaci, které zahrnovaly
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5. Diskuse

Geneticka variabilita populaci jeisledkemiady girodnich fakto#i, do kterych
béhem poslednich sta let stale vice zasaBlojsk a meéni piirozenou rovnovahu, ktera
vznikala miliony let. Na naSem Uzemi ma rgk# obhospodavani volnych vod
dlouholetou tradici. Prvni ryligké spolky vznikaly jiz na konci 19 stoleti. Tyto
organizace maji nespornyipos pro udrzeni a rozvoj ichtyofauny volnych védSak
pro udrzeni firozené genetické variability ma ryiské obhospodavani spise
negativni dopad. Intenzivniigvozy ryb slouzici pro zanjbvani mezi jednotlivymi
povodimi a umiimi mohou mit negativni vliv na genetickou rozmasitjeding i
celych populaci.

Jednim z hlavnich proags které tvdily piirozenou genetickou diferenciaci
populaci byly doby ledové v finéhu Pleistocénu. Po Ustupu ledévdosio k expanzi
populaci z jejich glacialnich refugii a vipad lipana byla jednou z hlavnich cest
rozSrovani populaci na severtetini Evropa (Weiss et al. 2002). Dokonce byla
vyslovena i hypotézaékolikanasobnych glaciélnich refugii veesini Evrog (Gross et
al. 2001). Toto v3e na&¥uje tomu, Ze geneticka variabilita populaci na Giz€R by
mela byt velmi vysoka.

Na naSem Uzemi byl rigjtrgji zastoupen halpotyp TH1. Byl nalezen ve vSech
povodich a u vSech studovanych populaci. Tentoobgplbyl dokonce nalezen i ve
vSech studovanych populacich ze Slovenska s vypmkeky Turiec. Je to
pravéEpodobré disledkem toho, Ze je tento haplotyp velice rfea$f mezi genetaimi
rybami na ryb#skych lihnich. Tomu nasgdcuje i vyskyt tohoto haplotypu na lihni NP
Sumava v Borové Lad(celkem u sedmi jediticz deseti). Tento haplotyp je poté déle
rozSikovan do tok spolu s nasadovym materidlem. Je zajimavé Ze teapbotyp
nenalezli ve svych studiich Weiss et al. (2002) daisi autéi citovani v literarnim
piehledu, kt& se zabyvali fylogeografii a genetickou variabilit populaci lipana
podhorniho v Evrofa Tento haplotyp je tedy pragplodobr jiz dlouho dobu urde
roz8rovan po vSech povodich na naSem i slovenském (eemit jeho pivod je téngs

nemozné.
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Druhy nejp@etngjSi haplotyp TH7 jiz zahrnoval pouze 12 jedire pouze jeden
byl z povodi Dunaje - a to ze Slovenska, ostatding jiz byli z povodi Labe (4
jedinci) a Odry (7 jedint). VSechny lokality, kde se tento haplotyp vyskyHou
situovany v severni¢asti naSeho Uzemi a tento haplotyp byl tedy s welko
pravatpodobnosti distribuovan pouze v tocidhgeverni hranicCeské republiky. Bylo
by jistt vhodné zachovat tuigast€nou geografickou izolaci tohoto haplotypu i nadale.
Tento haplotyp nalezli i Gum et al. (2005) ve suddii a z#adili ho do velké skupiny
atlantickych haplotyp. S timto se shoduje i vySe uvedené &jisto vyskytu tohoto
haplotypu na naSem Uzemi. Haplotypy TH11-TH15 zagtb (VR) v Bosé byly
geneticky velmi vzdalené od ostatnich hapléty@lezenych na nasem Uzemi (36-38
mutainich kroki). Vyswtleni toho zjis&ni mize spdivat ve vyrazné geografické
vzdalenosti této jizni lokality. dmto haplotym byl velice blizky haplotyp Da24 (6
mutainich kroki) z povodi balkanskyciek S@a a Sava (Weiss et al. 2002).

Ocekéavani nejvyssi genetické diverzity dunajskych yteqi se potvrdilo jen
castén¢. Pokud se podivame na celkovou haplotypovou diergSech vzorkovanych
populaci z dunajského povodi, zde byla hodnota dtgmbvé diverzity opravdu
nejvyssi. Ale pokud stanovime haplotypovou diverzibuze pro dunajské populace
z naSeho Uzemi, je tato hodnota nulova, coz gpodbbr swdci o snizené genetické
promenlivosti vlivem rybdského obhospodavani. Dala by se zvazit i moznost, Ze jsou
tyto populace v dunajském povodivedni a nebyly nijak ovlivény umeélou introdukci.
Tuto hypotézu vSak naprosto vyvraci fakt, Ze tytmajské populace nesly pouze
haplotyp TH1, ktery byl nalezen ve vSectech studovanych povodich Geské
republice i na Slovensku a ve srovnani s haplongogtudie Weiss et al. (2002) je tento
haplotyp geneticky nejblizSi haplotypu At9 (dva atai kroky) z povodi Ryna a také
Skandinavie. Blizka geneticka vzdalenost haplotypll a haplotypu At9 nalezeného
Weissem et al. (2002) ve Skandinaviiie podporovat zév, Ze povodi Labe slouzilo
jako zdroj pro postglacialni expanzi lipana podlioondo severni Evropy (Koskinen et
al. 2002; Weiss et al. 2002), a také Ze v Pleistoa@Xistovalo vice sdoevropskych

glacialnich refugii (Gum et al. 2005).
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Co se tye povodi Labe, i zde byly hodnoty haplotypové diitg vysoké. AvSak
zenepisna distribuce haplotyp ani zde neodrazelafiplusSnost daného haplotypu
k urcittmu povodi a i zde Ize usuzovat na vyrazné prbamt populaci. Stefnlze
nahliZzet i na povodi Odry.

Pokud se nyni za#time pouze na jednotlivé populace, r&V hodnotu
haplotypové diverzity a tedy nejvysSi genetickouialdlitu ze vSech studovanych
populaci néla populace z Bieleho potoka (BP) na SlovenskutoJ@rav@dpodobr
velké mnozstvi lipana. Proto, aby byl zaberpedostatek genetického materialu pro
tyto masivni vyéry, jsou generéni ryby loveny a dovazeny z celého Uzemi Slovenska
(Kohout, ustni séleni). Zde je vhodné podotknout, Zze z Bieleho pataiakupuje
nasadovy material Cesky rybésky svaz pro zarytovani nasich tok (autorovo osobni
zjisteni). U populace teky Jizery byly nalezeny dva haplotypy, které ddil&ato
populace pouze s populacemi z povodi Odry (vyjnamgdo jedince z Bieleho potoka
nesouciho tentyZz haplotyp). Toto a zaiwgsoka hodnota haplotypove diverzityébp
naswdcuje prevozim populaci mezi povodim Odry a Labe na naSem uUzemi.

Celkova hodnota genetické diferenciacer(Foyla takka shodna s hodnotami
uvacnymi pro cely evropsky areal ro¥&ni lipana podhorniho na zaktadnalyzy
mikrosateliti (Weiss et al. 2002; Gum et al. 2005). NejvysSiadesa hodnotagk byla
mezi populacemi z Vrbasu a Svratky z dunajskéhcog@bviviizeme pouze usuzovat,
pro¢ jsou tyto d¢ populace tak vyraznvzdaleny. Vzhledem k tomu, Ze populace
z Vrbasu je velmi blizce ifbuzna s balkanskymi populacemi zec¢iSa Savy, je
nepravdpodobné, Ze by se jednalo o introdukovanou populadinohem
pravdEpodobrjsi je to, Ze populace ze Svratky nefib&c givodni v dunajském povodi
a byla sem introdukovana odjinud. Tomu ri@guje i vySe uvedeny fakt, Ze populace
ze Svratky nesla pouze haplotyp TH1, ktery bylazan jako atlanticky. Nizky get
signifikantnich hodnot & v povodichCeské republiky ukazuje na podobnost nasich
populaci a na jejich nizkou genetickou diferenci&gnifikantnich hodnot dosahovaly

populace z Odry a z Labe pouz# porovnani s dunajskymi populacemi mimo nase

49



Gzemi. Toto oft jen potvrzuje tvrzeni o vysoké genetické vzdaginchto populaci
od oderskych a labskych.

Vysledky analyzy genetické variance AMOVA ukazalg, nej¥tSi ¢ast genetickeé
variability byla distribuovana mezi jednotlivymidci v populacich a naopak nejnéén
této variability bylo zji&no mezi povodimi. Toto je v rozporu se Zjiim Guma et al.
(2005) Koskinena et al. (2000), ktejistili, Ze nej¥tSi podil genetické variability je
distribuovan mezi skupinami (povodimi) a naopak nmes)Si podil fipada na
genetickou variabilitu uvnitpopulaci. Z&chto zjiSéni vyvodili tito autdi zawr, Ze
genetické rozdily mezi povodimi v Evidjsou jasné aietelné (Gum et al. 2005). Je
nutné si ovsem wdomit, Ze rozsah lokalit, které vzorkovali, pokrtgkika celou
Evropu - na rozdil od této prace, ktera pokrylaojamepatrnodast starého kontinentu.
Vysoky podil genetické variability v populacich @mi maly podil této variability mezi
povodimi ogt ukazuje na zrmé promichani studovanych populaci. Z tohoto &jist
vyplyva, Ze vysokd variabilita uviiipopulaci neni zd&ginéna girozenou genetickou
variabilitou jediné, ale spiSe jejich intenzivnimi fgvozy mezi jednotlivymi
populacemi a bezesporu i mezi povodimi. Tomuto &dsye i nizka variabilita mezi
jednotlivymi povodimi. Pokud by se totiZz jednalgpopulace, které nebyly ovligny
rybaskym obhospodavanim a urdlou vnitrodruhovou introdukci, byla by
pravdépodobrt hodnota genetické variability mezi povodimi vy&Suvnit populaci
nizsi nez zji&né hodnoty. Vlivem firozeného vybru a konkurence by totiz doslo
v takovychto izolovanych populacich k homogenizgeinetické variance a snizeni
variability (Simpson 1953). Hodnota podilu genedickariability mezi populacemi
v povodi ukazovala na to, Ze populace jsou vraewich povodi do jisté miry
diferencované, stefnjako je tomu u populaci v severni EvégjiKoskinen et al. 2000).
Naopak Gum et al. (2005) uwdtuto hodnotu nizSi na Ukor genetické variability
v populacich.

Pro porovnani haplotyppopsanych v této praci byly vyuzity sekvence abare
GenBank. (Pro toto porovnani bylo vyuzito pouzeyinantu D-loop, jelikoz sekvence
genu pro cytochrom b nebyly zatim publikovany.)dr'sekvence igdstavuji jednotlivé
haplotypy nalezené autory studii zabyvajicich sdobbhou problematikou. Tito jsou
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citovani v gehledu literatury. Samotné sekvence z GenBanku jsoazorgny

v Obrazku¢. 9 jako bile kruhy. Ve sheéds Weissem et al. (2002) Ize rozlisit ve
studovanych povodichitskupiny haplotyf. Atlanticka skupina obsahovala haplotypy
ze vSechit povodi. Lze pedpokladat, Ze se jedna prépddobr o pivodre vyhradré
atlantické haplotypy, které byly pofd uméle rozstovany v dunajském aigjmg i
oderském povodi a dnes jeibeme v populacich 2¢hto povodi porérné ¢asto nalézt.
Weiss et al. 2002 zadili do této skupiny i haplotypy z povodi Ryna é@ni, avsak tyto
haplotypy nebyly v povodich na naSem Uzemi nalezeravépodobr tedy nedochazi
k toku genu meziémito povodimi (a to ani lidmi zpragtdkovanou introdukci) a
povodimi Labe, Odry a Dunaje . Tento stav by by#mi vhodné zachovat i do
budoucna.

Dunajska skupina jiz zahrnovala pouze haplotypy ragfci jen jedince
z dunajskych populaci. Jedna s tedy péaediobrg o pivodni dunajské haplotypy, coz
se shoduje i s Weissem et al. (2002)jikigto skupinu definovali obdobnym &gobem
a nalezli zde velmi podobné haplotypy vzdalené rbaxut&nich kroki.

Balkanska skupina zahrnovaldi thaplotypy reprezentované pouze populaci
z Vrbasu, déale haplotypyieky Savy a S& (Weiss et al. 2002) a zajimavé je, zdii t
haplotypy nalezené u jedih@ dunajskych populaci verstini Evrog. Z tohoto zjis¢ni
lze usuzovat na to, Ze se jedinci&které balkanské populace dostali i do dunajského
povodi ve gdedni Evrog. V pripad feky Savy, kterd je pravostrannyntitpkem
Dunaje, by se mohlo jednat i ¢in@zeny artefakt spotmého glacialniho refugia.

Ve studovanych povodich nebyl nalezen Zadny haplshodujici se s haplotypy
pro druh Thymallus baicalensisa nelze tedy potvrdit ani vyvratit fippmnost
mezidruhovych hybril sThymallus thymallusJe tedy mozné, Ze doSlo k uplnému
vymizeni populaciThymallus baicalensjskteré byly do byvaléhaCeskoslovenska
introdukovany v roce 1959 (Lukes$ 1960).
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Obrazek ¢. 9: Haplotypova gi pro fragment D-loop spolu s haplotypy z serveraBsnk (ozn&eny bilymi kruhy)
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6. Zaver

Intenzivni rybéské obhospodavani volnych vod &ghem poslednich sta letéo
vyrazny dopad na snhiZenfippzené genetické variability populaci, ktera bitarena
desitky tisic let. DoSlo ke z®@ému sniZzeni firozené genetické diferenciace v
jednotlivych povodich a k vyraznému promichani papuskrze vSechna povodi na
nasem Uzemi. Otazkouistava, zda je jeStvibec mozné obnovit alespaast této
piirozené genetické rozmanitosti populaci lipana podino.

Jak je patrné ze zji&tych vysledk, jsou populace na Uzenileské republiky
znané promichané. Nelze sditosti konstatovat, ktera populace jgvpdni v daném
povodi. PlosSny vyskyt haplotypu TH1 naZoge, Ze je tento haplotyp ro¥Sn na
pstruhovych lihnich a diky tomu je dale intenzivnozSitovan prostednictvim
vysazovani a zarylovani rybdskych reviti. Tento haplotyp byl nejblizsi atlantickym
haplotypim a bylo by do budoucna vhodné omezit vysazovéatingd z populaci, u
kterych byl tento haplotyp nalezen, do povodi Dera Odry. Stej# tak by bylo
vhodné zamezitigevozim jedindi mezi jednotlivymi povodimi.

Pro obnoveni genetické variability populaci dukéfe povodi na naSem uzemi
lze dopordit vyuZiti populaci Zeky Turiec, u kterych byly nalezeny pouze dunajskée
haplotypy. Naopak velice nevhodna se pro terl jevi populace ze pstruhové lthn
Biely potok, ktera je znmé¢ promichana a obsahuje haplotypy nalezené ve vSech
studovanych povodich.

Dale je Zejmé, Ze nedoSlo ke kontaktu populaci ze zapadripgva populaci
z uzemiCeské republiky a Slovenska. Populace v povodi RyriRhony jsou dosti
geneticky odliSné od studovanych populaci. Tuttem izolaci je nezbytné zachovat i
do budoucna.

Severnicast naSeho Uzemi také do jisté miry vykaztgst€nou genetickou
diferenciaci. | kdyZz se zde nejednaitnmu diferenciaci mezi povodimi Labe a Odry,
jsou tyto severni populace odlisné od labskych Emiize Sumavy a zapadni€lech.
Do jaké miry je tento fakt danftippzenou genetickou a zaravegeografickou

diferenciaci se neda sditpsti konstatovat.
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Také se nepodido nalézt Zadného jedince nesouciho haplotyp shodn
sThymallus baicalensisTento introdukovany druh tedy prajmbdobri opravdu
vymizel, coz nize mit giznivy vliv na budouci stabilizaci naSictiymdnich populaci.

S jistotou nelze do budoucna dopsitzadnou introdukci jiného druhu rodinymallus.

Bylo by vhodné rozéit tuto studii o data z analyzy jaderné DNA a zauttaké
vice studovanych populaci, aby bylo vice porozmngenetické strukie populaci na

nasem Uzemi, které je rozvodiihvtyznamnych evropskych ario
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8. Priloha

Obrazek ¢. 10: Vysledek optimalizace PCR

Obrazek ¢. 11: Vysledek PCR po elektroforéze na agar6zovéem gelu
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