JIHO CESKA UNIVERZITA
V CESKYCH BUDEJOVICICH

Zemédélska fakulta

Diplomova prace

Studium historického rozkeni linii pstruha obecného \CR a

na Slovensku pomoci vybranych znak mitochondrialni DNA

Obor: Rybé&stvi
Katedra: ryb&stvi a myslivosti
Autor: lva Jaskova

Vedouci prace: doc. Ing. Petr Hartvich, CSc.

Ceské Budjovice

2009



ProhlaSuji, Ze jsem diplomovou praci na téma ,Stadinistorického rozgéni linii
pstruha obecného WR a na Slovensku pomoci vybranych zhakitochondrialni

DNA*" vypracovala samostatnna zaklad vlastnich zjiini a material, které uvadim

v seznamu literatury.

V Ceskych Budjovicich
16. dubna 2009



Dékuji doc. Ing. Petrovi Hartvichovi, CSc. za odboweteni a umozmi vykonani
této prace. Dale vSem pracovinik laboratde genetiky ryb, sekce evahi biologie a
genetiky obratlovie, UZFG AV CR v Libéchow, zejména Ing. Janu Kohoutovi za
poskytnutou literaturu, cenné rady &ppminky, ale hlavé za trglivé konzultace,

ochotu a pomocipzpracovani této prace a dale pak RNDr. Vlastimiilechtovi.



Abstract

The brown trout $almo truttd is an ecologically, economically, aestheticalighf
species whose poor conservation status in the Earomountries calls for further
attention and action. The continuing erosion of gemetic resources of brown trout
populations by human activities calls for strategie reverse the current trend. We
studied a genetic diversity of brown trout popwas in the territory of Czech Republic
and in Slovakia using genetic markers. In the fragi® of mitochondrial DNA (gen for
ND-5/6) and nuclear DNA (gen for LDH1) amplifieddtugh PCR the differences were
searched with the use of RFLP. In tested populats®ven haplotypes were founded,
four haplotypes were represented in almost of aputations. The “Danubian
haplotypes” were strictly confined to the Danub&nd Vistula drainages, the “Atlantic
haplotypes” dominated in all populations, mostla total molecular variance (72 %)
was attributed to differences within populationsioTalleles at LDHC1- the ancestral
100 and 90 (at a high frequency) were revealed. This gepiotyeplacement is

considered to be due to anthropogenic activities.
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1. Uvod

Pstruh obecnySalmo trutta je ekologicky, ekonomicky a kultwnvyznamny druh
naSich tok, jenz se stal oblibenym objektem rybolovu. Rré&zhledem k silnému
rybaskému tlaku je dobry stav ¢tginy pstruzich populaci podndim trvalym
vysazovanim odchovaného agku a néasady. V poslednich letech vSak dochazi
k neustalym poklesn tUlovki, z¢ehoZz Ize usuzovat na snizovantpopstruti v nasich
tocich. Z toho vyplyva, Ze v budoucnu bude vysamoyétruha probihatimejmensim
ve stejné nie jako doposud,ifpadreé bude jest intenzivrejsi.

Geneticka struktura kazdé populace je jetiidea optimalni pro dané proedi.
Vzhledem k existenci interakcéipluSného progedi a genetického zaloZeni konkrétni
populace je bezpochyby jednim @ddi poklesu stavu pstruha 2Zma genetické
struktury populaci vedouci k naruSeni adaptabilkg specifickym podminkam
prostedi. Hlavnimi mechanismy #pobujicimi tyto nefirozené zminy je gemig’ovani
genetického materialu (jiker, ryb) mezi populacemdrZzovani genetaiho hejna
s malou efektivni velikosti, uly vytér a vysazovani allochtonich jedincdo
nepivodniho progedi. Doposud nebyl branietel na geograficky gwod ryb a
piislusnost kiznym povodim a anitm, coZ nefiznivy vyvoj jeSt urychlilo. Lze
ocekavat, Ze rylidky tlak na pstruhové reviry, a tim pozadavek oaky pstruha, bude
nadéle vysoky a udly vytér spojeny s pateinim odchovem na lihnich bude nedilnou
souwasti obhospodavani toki. P¥i sestavovani zaryimvacich plan vedoucich
k udrZzeni populaci pstruha je proto nezbytna zmajesmetické struktury, jelikoZip
neuvazlivém gemig’ovani jedind by mohlo dochazet k dalSimu miseni a oslabovani
populaci. Ztrata mistnich populactibe mit roviz za nasledek zégni pongrné velké
¢asti genetickych zdrajtohoto vyznamného druhu. Nejen v této souvislstvelice
dulezité zmapovat populace pstruha v tocich, kde rnwiosti nedochazelo k
intenzivnimu hospodani a pokusit se nalézt populace ¢&Emedotené antropogennimi
vlivy. Podrobna genetickd analyza populaci pstrabacného by tedy #a prispst
nejen k efektivijSimu obhospodavani pstruhovych reuir ale také k ®decky
podlozZené cilené ochratohoto druhu.

Tato studie je nedilnou s&asti projektu mapujicino genetickou strukturu papiil
pstruha obecného (eské republice a na Slovensku. Aby bylo moZnéitza
s vhodrjSim managementem pstruha, bylo ipbf najit efektivni postup, ktery by

umozioval zakladni screening populaci a nebyl zafioed ekonomicky nakmy jako
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jiné, i kdyZ vice informativni, metody (napsekvekini analyza). Cilem této prace bylo
oveéfit vhodnost pouziti analyzy polymorfismu délky rédstnich fragment (RFLP)

k popsanému delu a provest zakladni analyzu struktury populatiyma obecného na
tzemi Ceské republiky. Satésti prace je i porovnani s populacemi ze Sloverska
z Rumunska a zhodnoceni gasného stavu populaci ve vztahu k ighému
obhospod#vani toki.



2. Literarni prehled

2.1. Charakteristika druhu a sowasny stav populaci pstruha obecného

Prirozeny areal rozEni pstruha obecnéh®&dlmo trutta je v podstat omezen
na Evropu. Na vychad zasahuje oblast roz8hi az do Asie, jizni hranici arealu
rozS8iteni tvai pohdi Atlas v severni Africe (Elliott, 1994). Pstruhlbyptrodukovan
do nejmén 24 zemi mimo Evropu,cetre USA, Kanady a Australie, ale i dékolika
zemi Jizni Ameriky, Afriky a Asie. ¥Sina tchto introdukci byly uskutgovany
ke konci 19. stoleti a v prvni polowir20. stoleti, kdy jestnebyly znamy rizika spojena
s introdukci nefivodnich druld (Laikre, 1999).

Pstruh je ekologicky velmiiznorody. Tak byl druh Salmo trutta fapozlenén na
migrujici formu a neghovavé formy nebo Zijici v jezerech (Sanford, 1920adromni
forma migruje Zek a potok, ve kterych se narodila, do mep kde Ziji do své pohlavni
dosglosti, a na vyr se vraceji z§t do svych ,rodnych” tok. Rovrez jezerni forma se
na vyer navraci do tok, v nichz se narodila. Nemighai forma stravi s§ Zivot
v fekach a potocich a k Wt vytahuji do malych ifitoki dané oblasti (Elliott, 1994).
Migrujici i nemigrujici forma pstruha mohou koexigat a gkteré studie nazitaji, Ze
se tyto d¥ formy kitizi (Laikre, 1999). Pstruh obecn$dlmo truttd se u nas v s@asné
doke vyskytuje ve dvou formach — forma potd a jezerni (Lusk & Hanel, 2005).

Pstruh obecny forma patoi (Salmo truttamorphafario) mé protéhlé ketenovité
télo ze stran zplo&té. Usta jsou roz&pena az pod oko. Zbarveni je prantivé a zavisi
na stdi ryby a na prosedi, v #mz Zije. Potoni forma Zije v potocichijckach arekach
(pstruhové pasmo). K trvalému vyskytu fedituje dobrou kvalitu vody o niZsi tepic
dostaténym obsahem rozpustého kysliku. Vyhovuji mu toky s dostatkem Ukiryt
Jednd se o stanoviStni druh. Pstruzi maji teritorelenéna mozaikovi.
Individualistické chovani se projevuje vyr&za prostedi vodniho toku od velikosti
kolem 5 cm, kdy jiz jednotlivci Zdnaji aktivreé branit sva teritoria. Pstruh se vyhyba
oteenému vodnimu sloupci, své stanovis$oli v mistech tzv. proudového stinu.
Mladi jedinci Ziji v neélké vodt, vétSi vyhledavaji hlubsiané. V prabéhu dne stoji na
svém stanovisti a pouze v podee a veéer se vydava za potravou. Sva stanevist
opousti jen v dob vytéru, pip. @i kolisani vodniho stavu nebo nedostatku potravy.
Rychlost fistu ovliviuje mnoZstvi a kvalita potravy, kterou v mladiifveooplankton,
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pozdiji piijimaji larvy vodniho, v l&t i suchozemského, hmyzeervy, mekkyse, pak i
drobné rybky. Teni z&ina na podzim, ifjpadré aZz v zin¢. Tehdy dosglci migruji proti
proudu do mistieni. Pstruh je vyznamnym bioindikatorem kvality sitedi (Lusk
& Hanel, 2005).

V mnoha evropskych zemich (fapSvédsko, Nmecko, velka ¢ast Francie,
Sparglsko, Svycarsko) je pstruh obecny jednim z nejviikgSich druti pro sportovni
rybolov a tim zné&n¢ podporuje turismus, coz je zvl&dtilezité v még rozvinutych
regionech (Laikre, 1999). Rowh v Ceské republice méa pstruh zng vyznam. Pstruh
obecny Galmo truttamorphafario) jako hospod&ky a sportové nejvyznamgjsi druh
pstruhového pasma je zavislyitizené reprodukci a ndsledném odchovidpl. Urrglé
rozmnozovani, v a presuny jikerci pladku zapd@alo jiz v 19. stol.. B prevozech
jiker i pladku nebyl bran iztel na geografickygwvod ryb (Baru$ a kol., 1995). Tato
skut&nost vedla k promiseniiznych mistnich forem nebo populagimZ doSlo
v mnoha pipadech ktémt Uplnému séeni rozdii mezi nimi. Evoldni proces
jednoznéné sneiroval ke vzniku mechanisinvedoucich ke zvySovani prénlivosti
(Rehout a kol., 2005). Z dlouhodobého hlediska tafZen vést nekontrolované
promiseni populaci ke snizeni Zivotaschopnosti lagpu v danych podminkach
(Slechtovad a kol., 2001). Rybi populace byigsto rozdleny do vice& méns
reprodukné izolovanych populaci (Carvalho, 1993). U diufako pstruh obecny je
ziejme, Ze jednotlivé skupiny jsou vazany na spdgffivodni systém, ve kterém
Zijilttou se. Bez zasahdlovéka ryby nemohou meziéito systémy migrovat
za pedpokladu, Ze mezié¢mito systémy neni spojeni. Vyznam zde ma i silny
.havacci“ instinkt, tzn. Ze pohlavhdosgli jedinci se naieni vraci do mist, kde se
sami narodili (Laikre, 1999). Populace se tak dtmdiz vyvijely v danych
podminkach progedi a adaptovaly se nag.nJednotlivé populace reagujiizné
na g@irozené i antropogenni vlivy. Snizovanim jejictirpzené schopnosti vyrovnavat
se s nimi poté vede k ohroZeniepiti a existence populace nebo druhu (Carvalho,
1993). Jedingm prizpasobenym jinym podminkam nez v lokalitysazeni nemusi nové
prostedi vyhovovat a jsou znevyhatin. Populace ziznych, & blizkych lokalit,
mohou mit odliSné jednotlivé Zivotni projevy, takidejen neposili, aleékdy mohou
snizovat pezitelnost posilované populace (Allendorf, 1991)avkdory tomu je
podpirné vysazovani nasad, nejvéin hrozba pro fwvodni vnitrodruhovou diverzitu,

ryba'skou veéejnosti chapano jako podpora populaci ryb (Hankl&k, 2005). Vhodny
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zpisob ochrand&ké a chovatelské prace by tedyl mést k vyuzivani mistnich zdfoj

Z&kladnim pedpokladem pro zvySovani mnoZstvi vyprodukovanyealithich nasad

pstruha obecného je vytkeni hejn genetaich ryb pochazejicich z mistnich populaci,

které budou chovany v kontrolovanych podminkachasledna produkce nasadového

materialu pi co nejwtSim zachovanijvodnich viastnosti volnzijicich ryb (Randak a

Zlabek, 2004). Vysazovani potomstva ziskaného oemgnich ryb z mistnich zdrbj

je tedy nejen ekologicky, ale ro¥hekonomicky mnohemcinnéjSi nez vysazovani ryb

z geneticky odlidnych a zemisns vzdalenych zdrdj (Slechtova a kol., 2001).

Populace pstruha obecného jsou ohroZzovany mnoha dpfropogenni¢innosti.

Z velkécasti jsou picinami sniZzeni vnitrodruhové variability pstruha obého narusSeni

Zivotniho progiedi, lov a vysazovani ryb. Enviromentalni degradaalkrnuje pimé

I ne@imé vlivy, tj. nag. zmeny chemismu vody, zi&teni, prekazky v migraci atd..

Rybolov vede k odsttvani jedind z populace. To pak inklinuje k redukci velikosti

populace, coz dZe postupé zagicinit snizeni Zivotaschopnosti populace a ztratu

vnitrodruhové diverzity. Vysazovani jedinz populaci odchovanych na lihnich nebo
transportovanych z jinych lokalit je staleZ¢ vyuzivano (Laikre, 1999). V této
souvislosti rozeznavamei thlavni procesy, které snizuji vnitrodruhovou diitu —
zanik populace, hybridizace a ztrata genetickéabdity mezi populacemi (Laikre

& Ryman, 1996). Zachovani genetické struktury jeytevelmi dilezité. Nekolik

davodi, prad je ochrana pstruha obecného specificka (Laikré9}x9

1) Studie genetické variability odhalily, Ze v taxo8almo truttaexistuje geneticka
riznorodost. Existuje &kolik linii, pficemZz v ramci d&chto linii je geneticka
rozdilnost mezi mistnimi populacemi. Tato skatest je nezbytna pro ochranu a
management soustny na mistni populace.

2) V celém aredalu roz&ni vlivem degradace Zzivotniho presti doSlo ke zgeni
nebo redukci mnoha mistnich populaci. NasledkenottoldoSlo k velké ztrét
vnitrodruhové diverzity ve srovnani s druhy s mesuiistrukturou.

3) Kuvili ekonomické hodnét druhu jsou zbyvajici populace ohrozeny aktivitami,
jako jsou vysazovani ryb a rybolov. Tyto aktivitphuzel jsou vnimany jako
neSkodnéci prosgEdné a ne jako devastujici, jak to ukazuji éemmé genetické
studie.

4) DalSi znaky v souvislosti se pstruhem a jeho oaduarkteré tento drulEini

zajimavy jako modelovy organismus:
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* Doposud bylo mnohem vice Usili ochrésigch aktivit sousedno na
suchozemské organismy, ochrana biologické diverzibgnich organisiin
zaostava navzdory varovnym zpravam.

e Pstruh obecny je ipdmétem fady aktivit, zahrnujicich odchov na lihnich,
vysazovani a igmig’ovani, avSakada &chto program nepracuje spra¥nse
stanovisky ochrany genetické diverzity.

* Vnitrodruhova struktura pstruha obecného se, didtéumiry, nmeéni v celém
aredlu vyskytu, takZze ochrana a management vyZachgdilny gistup
v riznychc¢astech arealu vyskytu.

e Ochrana firozeného progedi musi byt komplexni, coz obzviasplati pro
migratni formy — ochrana fG¥e byt ovliviena environmentalnim statusem
raznych lokalit, politikou datenych zemi, gkterymi formami vyuzivani.

» Skute&nost, Ze je pstruh druhem ekonomicky zajimavym qivtast rybéstvi,
zt¢Zuje v mnoha zemich¢iinnou ochranu jako vysledek komplexni legislativni

situace.

2.2. Systematické zEazeni a fylogeografické vztahy

Prestoze je pstruh obecny jednou z nejz&dioh a ¥decky nejintenzivi
zkoumanych ryb Evropy, jeho taxonomicka strukt@ratale nejasna. V minulosti byly
jednotlivé populace na zakkadnorfologickych znak a ekologickych narakzarazeny
do mnoha druiln, poddrutii a forem (Kottelat & Freyhof , 2007). AZ genetiaketody
piinesly dalSi poznatky, které vedly kepmnodnoceniidvejSihoclenéni. V sokasné dob
se pod anglickym nazvem ,brown trout‘ skryva, podienych autoi, az rékolik
desitek druh (Kottelat & Freyhof , 2007).

Podle nywjSich poznatk, zaloZenych na variabilit sekvence kontrolni oblasti
mitochondrialni DNA, se komplex pstruha obecnéhladk z @ti fylogeografickych
linii, které se od Pleistocénu vyvijely v geogrkéicizolaci (Bernatcheet al., 1992;
Weiss et al, 2000; Bernatchez, 2001; Suéaretzal, 2001). Prvni, ,dunajska“, linie
piirozers obyva amai Cerného a Kaspického i@ a vyskytuje se i dale na vychod.
Pavodni areal druhé, ,atlantické®, linie se rozprostbd pohé Atlas v severni Africe,
pies zapadni Evropuast stedni Evropy, Island a Skandinavii, az po toky ustic
Biléeho a Barentsova me. Zbyvajici ti linie maji rozSteni omezené na okoli
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Sttedozemniho a Jaderského mmoJedna se o linii stdomdskou”, ,jadranskou”
a linii ,marmoratus”, kter4d odpovida v s@asné dob validnimu druhu Salmo
marmoratus Toto rozdleni dokazuje, Ze nejtsi variabilita pstruha obecného je
soustedna pra¥ do stedomdské oblasti, ktera slouzila&¢hem posledni doby ledove
jako vyznamné refugium (Weiss$ al. 2000, Suareet al. 2001).

Zemepisna oblast osidlena ,dunajskou” linii byla v moati nejmér zkoumana.
Souwasné studium poskytlo novy pohled na existenciggtmgrafickych pododdeni
uvnité rodu Salmoa umoznilo nam vytvit hypotézy tykajici se jeho evaui historie.
Vlivem opakovaného igvozu jiker a ryb mezi povodimi vSak doSloc&st&nému
vytlaceni ,dunajské“ linie linii ,atlantickou“. Nicméfy jsou utité piedpoklady,
Ze kintrogresi ,atlantické” linie do linie ,dun#&" mohlo dojit girozenou cestou jiz
béhem pleistocennich udalosti spojenych s tanim led@v znénou snéru proudni
nékterych toki (Weisset al, 2001). Pstruh obecny ma 2na vysSi migré&ni schopnosti
nez \tSina ostatnich druhsladkovodnich a diadromnich ryb a nav#&sto obyva
nejvyssi useky tak Proto lze pedpokladat, Ze se vipact udalosti, jakymi je nap
»1icni piratstvi“, mohl¢astji dostavat z jednoho povodi do druhého (Laileteal,
1999).

Vzhledem ke skutmosti, Ze technologie chovu &epozu zivych ryb a jiker byla
v Evrog (zejména v zapadni aftetini) zvladnuta velice brzy, doSlo k raesii
.atlantické” linie na mnoho dalSich, pro ni repdnich mist, ¥etné téch, které jiz
obyvali jedinci ostatnich linii. Stalo se tak mnohdiive, nez byla znAma mozna rizika
tétocinnosti, spojena s hybridizaci a naslednym naruas$edolnosti lokalnich populaci
vici specifickym podminkam prastdi. Je #ejmé, Ze zavikeni ,atlantické” linie do pro
ni nepivodnich oblasti e mit velice negativni vliv na mistni populaéehoz
dukazem je rychly pokles getnosti pstruha obecného v poslednich desetilétiilkre
et al, 1999). Rvod a postglacialni historie pstruha obecného ictocseverniho
Atlantiku byl predmétem odliSnych interpretaci. é&Sina autol souhlasila se
skute&nosti, Ze severni Atlantik byl po Ustupu leddveekolonizovan dznymi
evolwnimi liniemi pstruha. Vyklady se podstatiisily jejich poctem, centremjpvodu i
natasovanim rozgpvani (Bernatchez et al., 2001).

V Rakousku byly provedeny rozsahlé studie zaloZzena prongnlivosti
mitochondrialni DNA. Pesto, Ze téwt celé uzemi Rakouska pokryva povodi Dunaje,

témet 44 % jedind neslo rktery z haplotyf ,atlantické” linie (Weisset al, 2001;
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Duftner et al, 2003). Tato skutmost v prvnifad® odrazi introgresi newodnich ryb
odchovanych na lihnich (Weiss al. 2001). Stejs tak jako v Rakousku, také na GUzemi
byvaléhoCeskoslovenskaipvazuje ,atlanticka® linie pstruha obecnéhdegie povodi
Dunaje). Jedinci ,dunajské” linie byli @eské republice dosud zj&i jen na dvou
piihraninich lokalithch a u vSech analyzovanych populgedwzodi Dunaje a Visly na
Slovensku bylo zji#no vysoké zastoupeni ,atlantické” linie (Kohouttnissdleni). Je
pravdEpodobné, zejvodni roz&ieni ,dunajské” linie bylo ve stdni Evrog mnohem
VEtSI.

Geneticka struktura pstruha obecného narusSend Ndisigé cinnosti byla ve sedni
Evrops pozorovana také na urovni populaci. Radtova (2000) zkoumala genetické
rozdily mezi 10 populacemi pstruha obecnéhGeské republice studiem variability
vybranych znak mtDNA. V testovanych populacich nalezla celkegt paplotypi,

z nichz dva byly zastoupeny téimna v3ech lokalitach. Tato skdm®st nas¥dcuje
dlouhotrvajicimu miseni populaci vlivem intenzivmililysazovani pstruha. ¥eské
republice byly dale na zakladariability proteirfi popsany naiklad populace z oblasti
Sumavy, které v porovnani s ostatnimi populacemizemi CR vykazovaly vy3si
genetickou variabilitu. Stoji za povSimnuti, Ze belzledu na intenzivni ipvozy
materialu a vysazovani bylo stale fegtozno do ufité miry navzajem odlisit dkteré
populace nebo alespgejich skupiny. To by znamenalo, Ze vneseni ,tizicariant
bilkovin neni tak intenzivni oprotitwodnimu pedpokladu (Slechtova et al., 2001).
Podobna situace byla zj$ia pomoci analyzy mikrosatelitVysoka arové promiseni
populaci byla pozorovana jak mezi povodimi, takitfvjednotlivych povodi. Resto
byly rozdily mezi populacemi veétsiné pripadi statisticky vyznamné a uckolika
populaci byly nalezeny specifické znaky (mikrostdeé alely, také haplotypy
MtDNA), pomoci nichz je iiizeme odliSit od ostatnich populaci (Kohout, Ustiiesi).

Za povSimnuti stoji studie Lahnsteinera & Jags¢R05), ktéi studovali
v Rakousku fenotypy a genotypy jedincz divokych populaci a z populaci
odchovavanych na lihnich a srovnavali je s muzejninorky z 19. stoleti. Autid
nalezli statisticky vyznamné rozdily mezi populacem19. stoleti, divokymi
populacemi a populacemi odchovavanymi na lihni¢liemz nebyl nalezen typicky
fenotyp a genotyp populaci z 19. stoleti v Zadné spetasnych populaci. Tato

fenotypova a genotypova zma je ficitana antropogennidinnostem.
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2.3 Variabilita markeru LDH-C1 v populacich pstruha obecného

Gen pro laktatdehydrogenazu C1 je u pstruha obecngboce polymorfni a je
fylogeografickych studiich tohoto druhovéeho kompiefHamilton et al., 1989). U
pstruha obecnéh&@élmo trutta byla nalezena odliSnost v sekvenci nukleptG®NA u
alel laktatudehydrogenazy LDH-€30 a *100, a to na pozici 308 — nukleotid A je
piitomny v alele*100, zatimco v alel&90 je gitomen nukleotid G. Tato zama bazi
ma za nasledek zZmu kyseliny asparagové na pozici 82 v alozymu LDHIDO na
glycin v alozymu 90, coz byloff&inou jejiho odhaleni jiz ip alozymovych studiich
(ozna&eni alel odpovida gwodnimu ozné&eni alozymovych alel). Sekvémi analyza
tohoto fragmentu potvrdila rozdil mezi heterozygotn a ol®ma homozygotnimi
jedinci. V zavislosti na ifitomnosti alel byly nas8penim produktu polymerdzove
fettzové reakce enzymem Bsll ziskany jeden, dva ngbicagmenty. U homozygét
LDH-C1*100/100 (CCACGGTCAGA) istal jeden nenadeny fragment o velikosti
440 bp. Na&penim LDH-CZ¥90/90 (CCACGGTCAGG) vznikly dva fragmenty, jeden
z nich giblizné o velikosti 360 bp a druhyfiplizné o velikosti 80 bp. U heterozygot
90/100 doslo k nagpeni alely 90, zatimco alela 10Gstala nenaspena. Vznikly tedy
vSechnyit fragmenty o délkach 440 bp, 360 bp a 80 bp (Md\veal. 2001).

Na zaklad rozdili ve frekvenci alel LDH-C190 a *100 napiklad Ferguson a
Fleming (1983) vyslovili hypotézu o kolonizaci Buitie a Irska v postglacialni period
dvémi skupinami pstruha obecného. Prvni skupina (.simak race“) byla
charakterizovanarfiomnosti alely LDH-C1100. Na zaklagl porovnani s dalSimi druhy
lososovitych byla tato alela oztema jako fpivodni. Druha skupina (,modern race")
byla charakterizovana odvozenou alelou LDH:*@, jeZ je jedinéna pro pstruha
obecného.

Pomoci tiznych alel na alozymovém lokusu LDH-C1 bylo stammezda jedinci
poch&zi z mistnich populaéi lihni. Alela LDH-C1*90 se vyskytuje téuit ve vSech
populacich odchovavanych v lihnich. Pomoci tohotnetjckého markeru bylo
demonstrovano, Ze vysazovani pstruzi se reprodukukizi s pivodnimi pstruhy
(Laikre, 1999).
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2.4. Genetické metody § studiu ryb

V minulosti bylo provadno rozliSovani populaci na zédktadndmych plastickych
a meristickych znak Toto porovnani se vSak pajidprojevilo jako nevhodné, nelbo
tyto znaky mohou byt ovliviny okolnim prostdim (Ferguson et al., 1995). Proto se
rozvoj metod v molekularni genetice v gasné dob stale vice projevuje rova
v oblasti genetiky ryb. Pokrok je umainrozvojem molekularnich metod, které
umoziuji mapovat, klonovat a sekvenovatiu gei. V praxi je vyhodou vSech metod
molekulérni biologie, Ze pro samotnou analyzu j&gla pouze malé mnoZstvi DNA,
jez lze ziskat neinvazivni metodou (hapistizky ploutve). Molekularni metody
umoziuji sledovani genetické variability. Nevyhodotkterych €chto metod je zrima

finanéni nara@nost (Huldk a kol., 2006).

2.4.1. Biologicka diverzita na genetické urovni &kiadni informace

Geneticka informace jedince je uloZenzdgevsim v molekuldch DNA, které jsou
obsaZzeny v jd& kazdé biky. KaZzda tato varianta specifického genu je naag\valela.
Existence iiznych alel pak naziaje existenci genetické variace. Rozdilné alely se
vyskytuji s fiznou frekvenci viznych populacich. Populace ziskavaji nové alely
piedevsim skrz imigraci jedifi jinych populaci, ale i skrz mutace (Laikre, 1999

RovnéZz mitochondrie, cytoplazmatické organely v eukamjcht bukach, maji
vlastni DNA. Molekula mitochondrialni DNA (mtDNA)jjedndettzcova cirkularni
(Carvalho et al., 1995). MtDNA jeéd¢na téngi vyhradré maternals, jelikoz jsou
mitchondrie penaSeny cytoplazmou véiia (Laikre, 1999). Rozdily v DNA sekvenci
v mitochondrialnim genomu podiniji vyskyt rozdilnych variant, tzv. haplotfp U
ryb, stej jako u \&tSiny Zivatich, akumuluje mtDNA mutace asi 5kréasgji nez
jaderna DNA (Aviseet al, 1987). Poskytuje tak markery &$i variabilitou a
senzitivitou na geneticky drift a z tohéwbdu je vhodgjSi na prokazovéani rozdilmezi
populacemci druhy (Giuffraet al, 1994). JelikoZ useky mitochondrialniho genomu se
vyvijely s iznou rychlosti, jsou procktere typy studii vhod#)Si urité oblasti mtDNA
— nagf. geny pro NADH dehydrogenasu (ND) (Moritz, 1994).
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2.4.2. Genetické markery

Jako geneticky marker oztigeme Usek DNA nesoucidity znak, vyskytujici se ve
vice forméach (ty se obe€mazyvaji alely) (Zimaet al, 2004). Genetické markery jsou
jednozné&né a rychle detekovatelné vlastnosti organisiteré mohou byt zaloZeny na
morfologicko-anatomickych nebo biochemickych viastiech organisin Biochemické
markery vychazeji z polymorfismu protéin— zasobnich, strukturnich, enzym
(izoenzymit) nebo z variability nukleovych kyselin. Pokrok blasti biochemie a
molekuléarni biologie umoznil aplikaci markerzaloZzenych na polymorfismu DNA
(Fergusonet al, 1995). Jejich spataym znakem je idma schopnost detekce &m
v sekvenci nukleotifi které vznikaji bodovymi mutacemi projevujicimi g&sSinou
zanenou baze (Utteret al, 1993). Variabilita daného znaku uniaje provadt
genetické analyzyaeznych druld rostlin a Ziv@icht. Jednotlivé alely jefeéba spolehli¥
odliSovat, kéemuz jsou vyuzivanyiené typy marker, z nichz kazdy méa své vyhody i
nevyhody. Mezi pouzivané markery PpaSNPs, RAPDs, RFLPs, AFLPs, DNA
fingerprinting nebo alozymy. Existence molekutamgenetickych (DNA) markér je
tedy dana fedpokladem existence polymorfismu na arovni DNAn{@iet al., 2004).
Mezi charakteristické vlastnostichto markei pati (Huldk et al., 2006):

1) jsou tvaeny sekvencemi bazi na specifickém fyzickém &ngeinomu (lokusu), tyto
sekvence jsou variabilni mezi jedinci,

2) jsou exaktn testovatelné a vykazuji kodominatrgdénost,

3) mohou, ale nemusi byésti genu,

4) Ize je hodnotit na urovni zarottgeho vyvoje nebo i zarodieych burtk a neniteba
cekat aZz na fenotypovy projev v déggsti organizmu,

5) jsou vysoce informativni, mohou byt ziskany i zmemalého mnoZzstvi materialu a
také v libovolné fazi ontogenetického vyvoje jedin&etré embryi a &lesnych
pozistatk.

Molekularni markery rozit dle charakteru jejich polymorfismiHulak et al., 2006):

a) polymorfismus délky restdkich fragment (RFLP+estriction fragment length
polymorphisny,

b) polymorfismus v délce sekven(®SLPsimple sequence length polymorphism
zahrnuje mikrosatelity oziavané téz STRshort tandem repedtsiebo SSRsimple

sequence qgeat) a minisatelity (t€Z ozn. VNTRariable number tandem repéat
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c¢) polymorfismus jednotlivych nukleatid SNP-single nucleotide polymorphisin-
jedna se o bodové mutace, které mohou byt detekgs@moci RFLP.

2.4.3. 1zolace DNA

Vybér izolatni metody zavisi jednak na povaze biologického n#te z rejz ma
byt DNA ziskana a rowZ na metod nasledné analyzy ziskané DNA. Princip izolace
obecrt spaiva v rozruseni bustnych a jadernych membran, enzymatickém rgoesti
proteini, extraktivnim odstraimi balastnich latek a precipitaci DNA. Po odsirdn
supernatantu a promyti je DNA rozpirsa ve vhodném rozpousiie (Zimaet al,
2004).

Pro izolaci DNA je pouzivana cel@da fiznych protokal a v sodasné dob se
rovnéz ¢asto pouzivaji komeneé vyrabiné soupravy (kity), jejichz nevyhodou je vySSi
cena. Lze row¥ pouzit klasickou metodu vyuZivajici proteinazua Korganicka
rozpoustdla fenol a chloroform. Ve &sSire pripadh tato metoda spolehkvfunguije.
Proteinaza K ma uplatni proti Sirokému spektru protéin viaci nimz je aktivni a
degraduje je. Digesce proteinazou K probiha veiépgm pufru, jehoz slozeni brani
degradaci DNA (Zimat al, 2004).

2.4.4. Polymerazovéetézova reakce (polymerasa chain reaction, PCR)

Vyuziti PCR je velice Siroké, uplatje se prakticky ve vSech oblastech molekularni
biologie. Jedna se o jednoduchou metodu, pomocjeniiozné amplifikovat in vitro
pozadovany specificky Usek DNA prakticky v neome&ramnmnozstvi, &oliv mnozstvi
puvodniho vzorku DNA mze byt jen extrémhmalé. Takto amplifikovany Usek DNA
pak obsahuje prakticky vyhragirstudovanou sekvenci, neni ji zpravidla nutno dale
purifikovat (Zimaet al, 2004).

Do polymerazovédetézove reakce je nutno viodZimaet al, 2004):

1) DNA jako predlohu (templat) pro syntézu,

2) DNA polymerasu, ktera syntézu provede,

3) dva syntetické oligonukleotidy (primery), obvykle a@élce cca 20 bazi, které
hybridizuji s komplementarni sekvenci opgch viaken templatové DNA a

ohrantuji tak amplifikovanou sekvenci; tyto oligonukladyijsou po hybridizaci na
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3’-konci  prodluZzovany DNA polymerasou, ktera neund&it syntézu

komplementarnihéettzce DNAde novo
4) smes deoxynukleotid (dATP, dTTp, dGTP, dCTP) jako substrat pro syntBxA.

Typickou vlastnosti DNA-polymeraz je schopnost mazpavat jednieizcovou
DNA jako templat (matrici) a s@asré se vazat na deoxyribonukleozidtrifosfat (DTP).
Jestlize je na jeditetézcovou DNA (ssDNA) navazan kratky nukleotid, polydma se
navaze dsné za tento segment a za vyuziti energie vazandosfiéitech DTP katalyzuje
syntézu komplementarniho nukleotidovélettzce. Fragment dgeny k amplifikaci je
vymezen d¥ma primery (primer je kratky fragment jede@&zcové DNA, giblizné 8 —
30 bazi, s volnou hydroxylovou skupinou na 3"-kpradmplementarnimi k sekvencim,
které se nachazeji na okrajich mnozeného Uselkdjcrhi na opé&nych vliaknech DNA
tak, Ze jsou orientovany svymi 3"-konci k sqimaet al, 2004).

Denaturaci dvotettzcové DNA docilime jejim za&hnim na vysokou teplotu
(zpravidla nad 90C). Primery jsou velmi kratké a navic v nadbytkuwiéy tomu
piisednou na jedrfettzcovou DNA rychleji nez komplementarni viakno. Vspamnim
kroku jsou i teplo& 72 °C (optimalni teplota Taq polymerazy) podle sekvence
templéfi syntetizovany novéettzce. Princip PCR tkvi v kopirovani sekvence templat
v nékolika po soB jdoucich cyklech, ficemz v kazdém cyklu se pet kopii
zdvojnasobi, protoze fragmenty nesyntetizované&dghozich cyklech slouzi stasré
jako matrice v cyklech nasledujicich a mnozstvi DtdR geometricky naista (Zimaet
al., 2004).

PCR reakce se tedy sklada #ieperiodicky se opakujicich krékVejl, 1997)

1) Denaturace - z&hti sntsi na teplotu 95°C, kdy se dvouvlaknova DNA rélzcha
dveé jednovlaknové molekuly DNA.

2) Prichyceni primelt (annealing) — ochlazeni $si na teplotu,  nizZ se mohou
primery specificky navazat na komplementarni sekveamplatového viakna DNA.
Teplota zavisi na délce a nukleotidovém sloZemn@ii.

3) Prodluzovani primér (elongace) — zahti snési na teplotni optimum DNA
polymerasy (obvykle 72°C), coz umozni efektivni téypn fragmentu poZzadované
délky v danéntase.

Cyklus se periodicky opakuje 20 — 40 krdt a mndzgtmnoZzeného zvoleného

fragmentu exponencialnroste. Aby nebylo nutno po kazdé denaturacit ggidavat

enzym, vyuziva se termostabilni DNA polymerasar&igeztraci svoji aktivitu ani po
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zahtéti na 95°C. Nepstji pouzivana DNA polymerasa je ziskavana z termofil
bakterieThermus aquaticygednda se o takzvanou Taq polymerasu.

2.4.5. Elektroforéza

Zakladni technikou &eni, identifikace &isténi nukleovych kyselin je elektroforéza
na gelu. Nukleové kyseliny se v mérzasaditém prostdi (pH~= 8,5) chovaji jako
polyanionty a v elektrickém poli mohou byt proteddleny podle své velikosti. Podle
délky ctlenych fragmernit nukleovych kyselin Ize zvolit ze dvou diulgel. Pro delSi
fragmenty (500 bp — 25 kbp) se pouzivaji agaroggelg, pro kratSi fragmenty gely
polyakrylamidové. Blici schopnost agarosového gelu Ize ovlivnit kom@an agarosy
(Zimaet al, 2004).

Po PCR obvykle provadime kontrolu vysledku elekirézou na agarazoveéntimp.
polyakrylamidovém gelu. JelikoZz pentézofosfatovéstka vSech nukleovych kyselin
nese stejé velky zaporny naboj, budou fragmenty v elektrick@oli migrovat vzdy
k ano& a rychlost této migrace bude zavisla vyhradra jejich velikosti. Kratsi
fragmenty putuji rychleji a urazi ét8i vzdalenost nez fragmenty delSi. Mezi
nejjednodussi Afsoby vyhodnoceni elektroforeticky separovanych DRAgment
pati stanoveni tzv. relativni elektroforetické molyili{fREM), ktera udava relativni
vzdalenost (%), na kterowem dleni vyhodnocovany ,band“ do&p Pro stanoveni
velikosti (pafi bazi, bp) analyzovanych fragméne soudasré se vzorky separovan
velikostni standard. Jedna se oésnfragmeni molekul DNA o znamé velikosti.
Obvykle jsou to produkty restikiho S&peni plazmidové nebo bakteriofagové DNA,

piipadré ologonukleotidy pipravené synteticky (Zimat al, 2004).

2.4.6. Polymorfismus délky restithich fragmenii (RFLP)

RFLP Restriction Fragment Length Polymorphjsne jednoduchad a dob
reprodukovatelna metoda zaloZzena na sekviespecifice restrignich endonukleaz.
Na z&klad RFLP se identifikuji alely na zaklagtitomnosti nebo absence specifického
restrikkniho mista (Hulék et al., 2006).

Useky DNA namnozené polymerasoveeiszovou reakci jsou dale analyzovany
restrikinimi endonukleasami. Ty se pouzivaji k&pgni DNAfetzce v mistech, ktera

jsou specificka pro jednotlivé enzym@ast sekvence, kterou obvykle rozpoznavaiji, je
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dlouhd od 4 do 8 nukleofida enzym ji roz&pi pokazdé, kdyz ji rozpozna, coz se
projevi zv¥tSenim potu DNA fragment. Jestlize v rozpoznavaci sekvenci dojde
neroz&pi. V disledku toho se na gelu objevi jeden dlouhy (pomalggment misto
pavodnich dvou kratkych (rychlych). Lze sigulstavit i obraceny proces vzniku nového
restrikkniho mista, které se projeviifpmnosti dvou kratSich fragmé&nba gelu misto
jednoho dlouhého. Ke vzniku restfikho mista dochazi s nizsi praépddobnostiKe
zménam v délce restrinich fragment vSak niize dojit i inzercti deleci jednoho nebo
vice nukleotid, aniz by doslo ke zém¢ rozpoznavaci sekvence a tim ke vzniku
ztrag restrikniho mista. Tento ffpad je ¢asty u repetitivnich sekvenci jako jsou
mikrosatelity a minisatelity. Prognlivost velikosti restriknich fragment, podléhajici

v populaci mendelovské segregaci, se obeomna&uje jako polymorfismus délky
restrikknich fragment, zkraced RFLP (restriction fragment length polymorphism)
(Zima et al., 2004).
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3. Material a metodika

3.1. SEr vzorku

Vybér lokalit byl volen tak, aby byla pokryta vSechrattlavni povodi na Guzemi
Ceské republiky (Labe, Odra, Dunaj), nébezhledem k odlisné geografické historii
raiznych oblasti mzeme pedpokladat i odliSnou genetickou strukturu populdd
studie byly zahrnuty rowz lokality z povodi Dunaje a Visly na Slovenskuixadu
opakovanych transférryb v ramci celého byvaléhGeskoslovenska a pro porovnani
byla dale pipojena jedna lokalita z Rumunska. Seznam lokalédiltab. 1, na obr. 1

jsou lokality vyzngeny v mag.

Tab. 1. Seznam lokalit zahrnutych do studie

C Vodni tok Lokalita Povodi/amé N

lokality

1 Jihlava Hrubsice Dundjerné m. | 21

2 Kamenice nad Zeleznym Brodem Labe/Severnim. 15

3 Jiretinsky potok Horni détin Labe/Severnim.| 23

4 Libéchovka Zelizy Labe/Severnim. 11

5 Mlynsky potok Dunafferné m. | 48

6 Odra 1 km pod pramenem Odra/Baltské m. 12

7 Zelensky potok Podjezi Labe/Severnim. 19

8 Vrchovistni potok| Jesenik Odra/Baltské m. 15

9 Zlaty potok Labe/Severnim.| 24

10 Laka Sumava — 200 m podlabe/Severnim. | 21

jezerem Laka

11 Biely potok -| Revlca Dunaflerné m. 24
lihen

12 Celni potok Josefovo udoli DurGgfrné m. 29

13 Pramensky potok Dun@grné m. 18

14 Tich& Orlice 8. Kraliky Labe/Severnim. | 16

15 Mor. Dyje Dyjice u silnice Dundjlerné m. 21

16 Poprad Svit Visla/Baltské m.| 15

17 KeZzmarska Bielanad Kezmarkom Visla/Baltské m 15
voda

18 Muréi Lubenik Dunajferné m. | 14

19 Olt Timis de Jos Dungerném. | 4

N — paet jedind v populaci
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Obr. 1 Mapa lokalit na izemiCeské republiky a Slovenska zahrnutych do studie

Lokalita:

1) Jihlava 7) Zelensky potok 13) Pramensky potok

2) Kamenice 8) Vrchovistni potok 14) Ticha Orlice

3) Jiretinsky potok 9) Zlaty potok 15) Moravska Dyje

4) Libéchovka 10) Laka 16) Poprad

5) Mlynsky potok 11) Biely potok 17) Kezmarska Biela voda
6) Odra 12) Celni potok 18) Muran

Vzorky byly ziskavany ve spolupraciCRS, rovigz byly vyuzity vzorky, které byly
diive odebrany pracovniky UZFG v ldthow a zde také uchovany. Pstruzi byli
odloveni pomoci elektrického agregatu a poté jinalmgstizenacast ploutve. Do doby

izolace byly vzorky ploutvi uchovavany v 96% etanol
3.2. I1zolace DNA

Odebrany vzorek tk&nbyl rozstihdn na malé kousky a vloZzen do termobloku
nastaveném na 3T, aby se odgd zbyvajici etanol. Po vysugeni bylgigdno 500 pl
pufru a 15 pl proteindazy K. Tato $m byla za obasného vortexovani ponechana
v termobloku pi 55 °C po tak dlouhou dobu, dokud nedoslo k Gplnému usgpi
tkare. DNA byla izolovana pomoci extrékiho kitu DNeasy Blood & Tissue Kit podle
instrukci vyrobce (Qiagen). U ¢kterych vzork byla DNA izolovana standardni
metodou fenol-chloroform-isoamylalkohol. Po rozguo$ttkaré byl ke sngsi pidan
fenol (300 pl). Tato sis byla odsedina v centrifuzegimz se vytveily dvé faze —
odebrana byla pouze horni faze, ke které biilddpa snis chloroform:isoamylalkohol
(500 pl). K horni fazi byl pdan octan sodny a vymrazeny 96% EtOHgsmee nechala
vysrazet v mrazaku a poté byla&tna v centrifuze. EtOH z mikrozkumavky byl slit.
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Po osuSeni &b byl pridan vymrazeny 70% EtOH (200 ul), ktery byl po céatjovani
slit. Vznikly sediment byl po osuSeni rozpirst TE pufru.

3.3. PCR

Pomoci PCR byly namnoZeny Useky mitochondrialni Digen pro ND-5/6) a
jaderné DNA (gen pro LDH1).

Vlastni reakce probihala v roztoku, ktery obsahiechny komponenty nezbytné
pro amplifikaci. Konkrétni sloZzeni re&ki snesi bylo optimalizovano pro kazdou PCR

reakci zvlas. Vstupni mnozstvi DNAinilo 5 ul. Slozeni PCR s#si uvadi tab. 2.

Tab. 2 Slozeni PCR reatni smési

fragment | DNA master mix PPP primer (ul) | PCR  voda celkovy
(ki) (ki) (ki) objem (pl)

ND5/6 | 5 25 0,5+0,5 19 50

LDH 1 5 12,5 1,25+1,25 5 25

Pro amplifikaci tseku mtDNA ND-5/6 byly pouzityiprery ND5/6L a ND5/6H
(Nielsenet al, 1998), amplifikace usék_DH1 probihala za pouziti primet.dhxon3F
a Ldhxon4R (McMeett al, 2001). Sekvenci bazi pouzitych prirmewvadi tab. 3.

Tab. 3 Sekvence bazi pouzitych primeir

nazev primeru sekvence

Ldhxon3F GGCAGCCTCTTCCTCAAAACGCCCAA
Ldhxon4R CAACCTGCTCTCTCCCTCCTGCTGACGAA
ND5/6L AATAGCTCATCCATTGGTCTTAGG

ND5/6H TAACAACGGTGGTTTTTCAAGTCA

PCR probihala v tepaina chemicky inertnich mikrozkumavkéach. Reé&ak sntsi
byly pripravovany na ledu. PCR pak probihala v termocykiesspecialnim termostatu
s regulaci teploty, rychlosti zm teploty a doby fisobeni konstantni teploty. Parametry
teplotniho acasového pibéhu PCR byly zadany formou jednotlivych progfam
Teplotni acasovy ptibéh nejdilezit¢jSich reakci je uveden v tab. 4. Namnozené useky
DNA byly okamzit pouzity pro nasledné analyzy nebo kratkadabhovavany $ 4

°C, pripadré dlouhodoks pii -20 °C.
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Tab. 4 Teplotni a¢asovy pribéh PCR

fragment | délka avodni pocet | denaturace| annealing| elongace zfrecna
produktu | denaturace | cykli elongace
(bp)
ND 5/6 2500 98C/10 min | 35 9%Cc/30s | 52c/30s | 72c/2 72°C/10
min min
LDH 1 440 94C/10 min | 33 9%c/30s | 68c/1 min| 72C/1 72°CI10
min min
3.4. RFLP

Pro nastpeni PCR produktu mtDNA bylo nejprve testovano aamaymi — Xbal,
Haelll, Tagl, Hinfl, Alul, Avall, Ddel, Pstl. Ctyfi z nich odhalily polymorfismus.
Z toho divodu byly namnozené Useky DNA daleépgny gmito ¢tyimi restrilkénimi
endonukleazami:

ND 5/6 Alul
Avall
Hinfl
Taql

LDH I Bsll

Celkovy objem reakni snesi ¢inil 10 pl. Slozeni reakni snesi je uvedeno v tab. 5.

Tab. 5 SloZeni reakni smési pro RFLP

fragment PCR produkt enzym pufr (ul) | voda (ul)
() (ul)

ND 5/6 5 0,3 1 3,7

LDH 1 5 0,7 1 3,3

Stspeni probihalo v termostatu. Inkuipdé teplota jednotlivych enzyin a jejich

rozpoznavaci mista nutna kegeni uvadi tab. 6.
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Tab. 6 Inkubaéni teplota a poznavaci mista

enzym | poznavaci mistp inkubsai teplota fC)
Alul AG|CT 37
Avall G|GWCC 37
Hinfl GJANTC 37
Taql T|CGA 65
Bsill 55
W=AneboT

4.5. Elektroforéza

Pro vizualizaci produkt S€peni byla provedena horizontalni agar6zova
elektroforéza. Nejprve byl fijpraven gel s danou koncentraci agarésy vV
elektroforetickém pufru (TBE). Volba koncentraceadiyy byla zavisla na velikosti
separovanych fragment Pro RFLP byl pouzit 1,6% agardézovy gel, pro koimir
elektroforézu PCR produkt0,8%. Gel byl pipraven rozvéenim agarozy (lineérni
polysacharid) v TBE pufru. Tekuta agar6za bylataadio gelové vagky a byly do ni
zasunuty kebeny pro vytvieni jamek pro nanasSeni jednotlivych vzoriPo ztuhnuti
gelu a vyjmuti bkeberi byla gelova vamrka umisténa do elektroforetické cely
s elektroforetickym pufrem. Vrstva pufru nad gelainila cca 2 — 3 mm. ied
nanesenim na gel byl vzorek smichan s nanaseciranpyfoading buffer), slouzicim
ke zvySeni hustoty s¥si a tim usnadimi aplikace do jamky. NanaSeci pufr obsahuje
navic i barvivo, které vlivem elektrického pole mige stejnym sirem jako nukleové
kyseliny a poskytuje tak moznost odhadnout pozigemych fragment. Pro uteni
délek analyzovanych fragménbyl se vzorky sotasré nanesen na gel také velikostni
standard. Po naneseni vzbide elektroforeticka nadobaigojila k elektrickému zdroji
stejnosmirného napti. Elektroforéza probihalatipkonstantni hodnétnagti (100 V).
Rozdtlené fragmenty byly vizualizovany pomoci fluoresai@ho barviva GoldView,
které bylo do geluifidano jiz @i jeho gipraw (k 100 ml tekuté agarézy byldigano 5
ul GoldView). Po prosviceni gelu pod UV lampou bgtavedena fotodokumentace.
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4.6. Zpracovani dat

Nejprve byly vypéteny absolutni a relativnéetnosti haplotypp pro jednotlivé
populace. Naslean byly sestaveny endonukledzové profily pro kazdyzyem
Molekularni data byla statisticky zpracovana pompobgramu ARLEQUIN 3.1.
Arlequin miZe pracovat s RFLP haplotypy libovolné délky. Kazdstrikini misto je
povaZzovano za samostatny lokugitémnost restrikniho mista mize byt kédovano
jako ,1“ a jeho absence jako ,0“. Proceni rozloZeni genetické prémlivosti bylo
vyuzito metody AMOVA (Analyses of MOlecular VAriaal. AMOVA je vyznamna,
relativneé nova statisticka metoda, ktera dovoluje hieratanicozdleni genetické
variace mezi populacemi a regiony a odhad Sirokéhti F-statistik a/nebo jejich
analogi. Systétm AMOVA je dlezity, neb@d dovoluje analyzy pro mnoho tgp
genetickych markér a nabizi tak statistické testovani nahodnych ptrohu Fst
(pairwise genetic distances) je féxa index udavajici Urowediferenciace mezi dvojici
populaci (Peakall & Smouse, 2007). Pro zhodnoceavrd genetické diferenciace
mezi jednotlivymi dvojicemi populaci byl stanovexekni index Fst.

Pomoci programu NETWORK 4.5.1.0 (Banda&t al, 1995) byla vytvéena
haplotypova siznazotiujici vztahy mezi nalezenymi haplotypy a v prograieiwork
Publisher byla haplotypovéatshasleds graficky zpracovana.
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4. Vysledky

4.1. LDH-C1*

Elektroforéza fragmentu LDH-C1* po digesci enzym®8sil odhalila 3 genotypy:
vétSina jedind byla homozygotni pro alelu *90, zatimco pro aleiilo0 bylo
homozygote zaloZzeno pouze Sest jedincz cehoz c¢tyii pochazeli z lokality
z Rumunska, zbyvajici jedinci byli heterozygbtmalozeni. Vyskyt homozygot a
heterozygatl a frekvence alel *100 a *90 v jednotlivych poputdcjsou zaznamenany

v tab. 7. Graficky jsou frekvence vyskytu obou algkresleny v mapna obr. 2.

Tab. 7 Paty homozygotnich a heterozygotnich jedini a frekvence alel *100 a *90

v jednotlivych populacich

Pocet jedina Frekvence alel

Lokalita 90/90| 90/100] 100/100 90 100
Jihlava 18 3 0 0,93 0,07
Kamenice 13 2 0 0,93 0,07
Jiretinsky potok 23 0 0 1 0
Libéchovka 11 0 0 1 0
Mlynsky potok 32 16 0 0,83 0,17
Odra 12 0 0 1 0
Zelensky potok 19 0 0 1 0
Vrchovistni potok 12 3 0 0,90 0,10
Zlaty potok 24 0 0 1 0
Laka 21 0 0 1 0
Biely potok 14 9 1 0,77 0,23
Celni potok 24 1 0 0,98 0,02
Pramensky potok 18 0 0 1 0
Ticha Orlice 16 0 0 1 0
Moravské Dyje 21 0 0 1 0
Poprad 1 8 0 0,73 0,27
KeZzmarska Biela voda 6 8 1 0,67 0,33
Muréi 10 4 0 0,86 0,14
Olt 0 0 4 0 1
> 305 54 6
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Obr. 2 Zastoupeni alel LDH-C1*100 a LDH-C1*90 v jechotlivych populacich

W ALELA *100 M ALELA *90

4.2. ND5/6

Amplifikované Useky ND5/6 byly &peny ¢tyfmi restrikinimi endonukledzami —
Tagql, Alul, Hinfl, Avall. Vzhledem k tomu, Ze wkterych vzork zahrnutych do studie
neposkytla PCR reakce fragmentu ND5/6 dostatek yktoda tudiz nemohla byt
provedena restrikce enzymy, nebyly tyto vzorky maky do vypdta — jednalo se o 6
jedinax z Celniho potoka, 3 z Tiché Orlice a 1 z Mlynskénaltetinského potoka.
Rozdilné endonukleazové profily kazdého enzymulpék Siselns oznaeny. Stpenim
enzymem Tagql byly zjighy ¢tyti razné profily, Alul poskytl dva profily a Hinfl a
Avall zjistily ti odliSné profily liSici se navzajemtippmnosti nebo absenci jednoho
nebo vice restridnich mist. Na obr. 3 jsou znazény vSechny profily vzniklé digesci
fragmentu ND5/6 jednotlivymi enzymy. Tab. 8 uvaditioi binarnichéisel v zavislosti
na gitomnosti¢i absenci &pného mista. Na zaklagbrofili ziskanych &penim Useku
ND5/6 bylo sestaveno sedm haplatyjako kombinace vSech prafilnalezenych u
konkrétniho jedince. Tyto haplotypy jsou zaznamgnan tab. 9. Zastoupeni
jednotlivych haplotyf) v populacich a jejich celkovy pet uvadi tab. 10.
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Obr. 3 Profily vzniklé digesci jednotlivymi enzymyv poradi Avall, Alul, Hinfl,
Tagql, vzdy v porovnani se standardem (S)

S$123S8128123S851234S
+=100 bp

= — <200 bp
—————————— <+—300 bp

<«—400 br
“~500 bp

Tab. 8 Matice binarnich ¢isel v zavislosti na pitomnosti ¢i absenci Sépného mista

TAQI ALUI HINFI AVAII
1 1100 1 1 1 10 1 01
2 0100 2 O 2 00 2 10
3 0000 3 11 3 00
4 0001

Tab. 9 Haplotypy sestavené na zakladprofila ziskanych S&penim Useku ND5/6

restrik énimi endonukleazami

HAPLOTYP | TAQ | ALU | HINF | AVA

~N|oju|n|w|[N|e
MWWk |FRFkN
N (N[N Rk
W WwWk| Rk~
W(R|wwFkN| -
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Tab. 10 Zastoupeni nalezenych haplotyipa jejich celkovy paéet v jednotlivych

populacich
Haplotyp
Lokalita 1 2 3 4 5 6 7

Jihlava 15 1 4 1

Kamenice 2 13

Jifetinsky potok 1 3 9 9

Libéchovka 4 6 1

Mlynsky potok 6 21 16 4

Odra 6 3 3

Zelensky potok 1 6 7 5

Vrchovistni potok 8 4 1 2

Zlaty potok 9 7 1 7

Laka 20 1

Biely potok 13 5 1 2 1 2
Celni potok 13 5 5

Pramensky potok 1 14 3

Ticha Orlice 12 1

Moravské Dyje 7 5 2 7

Poprad 5 1 2 5 2
KeZmarska Biela vodal 3 2 2 2 3 3
Murai 6 3 1 1 3
Olt 4
> 112 119 34 41 30 4 14

Nejpctetrgji byl zastoupen haplotyp 2, ktery byl nalezen @ jddindi ze 17 lokalit,
nevyskytoval se pouze v populaci z Tiché Orlice@itn. V populaci z Oltu byl nalezen
pouze jeden haplotyp, haplotyp 7. U této populagk& budiz nulova haplotypova
diverzita. Tuto skut@ost vSak mohl ovlivnit piet testovanych jediricz této populace,
tedy pouzectyti jedinci. Druhym nejasgjSim haplotypem byl haplotyp 1, ktery se
nevyskytoval v populaci z Laky. Vyskyt haplofygl a 2 se tedy jevi jako téa
univerzalni, vyskytovaly se ve vSech sledovanychopich. Haplotyp 6 se vyskytoval
pouze v populaci z Mlynského potoka, byl nalezeiyi jedinai. Haplotypy 5, 6 a 7 se
vyskytovaly pouze v povodi Dunaje a Visly. Zastauipbaplotyf v populacich je
graficky znazoréno na obr.c. 4. Vypaitené relativni¢etnosti vyskytu jednotlivych
haplotym ve studovanych populacich uvadi tab. 1fi¢gmz cervert jsou oznaeny

haplotypy s nejvyssi frekvenci vyskytu kigjusné populaci.
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Obr. 4 Zastoupeni jednotlivych haplotypi mtDNA v testovanych populacich

Hl 2 3 W4 W5 mo W7

Tab. 11 Relativniéetnosti haplotypi v populacich

Relativni éetnost haplotypi
Lokalita 1 2 3 4 5 6 7
Jihlava 0,7143 0,0476 0,1905 0,0476 - - -
Kamenice 0,13338 0,8667 - - - - -
Jiretinsky potok 0,0456 0,1364| 0,4091] 0,4091] - - -
Lib&chovka 0,3636 0,5455 0,0909 - - - -
Mlynsky potok 0,1277 0,4468 - - 0,0699 0,0851 -
Odra 0,5000 0,2500 - 0,2500 - - -
Zelensky potok 0,0526 0,3158 0,3684| 0,2632 - - -
Vrchovistni potok 0,5333 0,2667, 0,0667| 0,1333 - - -
Zlaty potok 0,3750 0,2917, 0,0417] 0,2917 - - -
Laka - 0,9524| 0,0476 - - - -
Biely potok 0,5417 0,2083 0,0417| 0,0833 0,0417 - 0,0833
Celni potok 0,5652| 0,2174 - - 0,2174 - -
Pramensky potok 0,05%60,7778 0,1667 - - - -
Ticha Orlice 0,9231 - 0,0769 - - - -
Moravské Dyje 0,3333 0,2381] 0,0952 0,3333 - - -
Poprad 0,3333 0,0667 - 0,1333 0,3333 - 0,1333
KeZmarska Biela voda 0,2000, 0,1333 0,1333 0,1333 0,2000 - 0,2000
Muréai 0,4286| 0,2543 0,0714] 0,0714 - - 0,2143
Olt - - - - - - 1,0000

Pomoci programu NETWORK byla vytkena haplotypova $iznazorgnujici
praviEpodobné fylogenetické vztahy mezi sedmi haplotypyalezenymi
ve studovanych populacich. Na jednotlivych ramengchiale nazngena teoreticka
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pozice haplotyp, které se v populacich &§umohly v minulosti vyskytovat, nebo se
v populacich vyskytuji a ndm se je nepddanalézt. Tyto hypotetické haplotypy jsou
oznaeny malymi Sedymi kruhy. Haplotypovout shizeme rozdlit do dvou skupin,
které pravdpodobré odpovidaji linii ,dunajské” a ,atlantické”. Prvrskupina byla
nejpaetrjSi a zahrnovala 4 haplotypy, které se vyskytovedy vSech povodich,
piicemz nejpoetrgji byl zastoupen haplotyp 2. Druhd skupina je repnéovana
haplotypy nalezenymi u jedifigpochazejicich z povodi Dunaje a Visly. Na obre5 |
barevé¢ odliSeno zastoupeni haplotypv jednotlivych povodich a na obr. 6
v jednotlivych populacich.

Analyza genetické variance (AMOVA) prokazala, 2e501% z celkové genetické
variability bylo distribuovano v populacich, 23,% mezi nimi a pouze 5,34 % bylo
dano rozdily mezi povodimiZ toho vyplyva, Ze mepvpdimi jsou jen velmi malé
geneticky podmigné rozdily. RozloZeni genetické prémfivosti je vyzng&eno
na obr. 7.

Tab. 12 udava hodnoty sk které vyjaduji genetickou vzdalenost jednotlivych
populaci. Testovani nulové hypotézy, zda nejsoui ohegjicemi populaci signifikantni
rozdily, bylo provedenoiptiech fiznych hladindch vyznamnosti (p < 0,05, p< 0,01 ap
< 0,001). Hé¥zdickami jsou ozn&ny hodnoty statisticky vyznar@vyssi nez nulaip
téchto ffiznych hladinach vyznamnosti, NS (not significarsdy ozna&eny hodnoty,
které tuto podminku nesplnily. Vysoce signifikantakzdily byly nalezeny u populace
z Oltu.

32



Obr. 5 Fylogenetické vztahy mezi haplotypy nalezemyi v studovanych populacich (znazor#éno pro jednotliva povodi)

"Atlantické”




Obr. 6 Fylogenetické vztahy mezi haplotypy nalezemyi v studovanych populacich (znazoréno pro jednotlivé populace)
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Tab. 12Hodnoty Fst vyjadiujici genetickou vzdalenost jednotlivych populaciHodnoceni, zda mezi dvojicemi populaci jsou signKantni
rozdily, bylo stanoveno i tifech niznych hladinach vyznamnosti (* p < 0,05, ** p < 0,0 a ***p < 0,001), NS ozn#uje nesignifikantni

rozdily mezi dvojicemi populaci

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
1 ok ok * ok NS ok NS o ok NS * ok NS *k ok ok * ok
21 0.63626 ok NS - * - * * NS ok ok NS ok o ok ok * * ok
3] 050441 0.38254 * ok * NS - * ok ok ok ok ik NS ok ok ok * ok
410.28988 0.11950  0.17454 * NS NS NS NS ** NS NS NS ** NS ** * NS il
5(0.37062 0.23322 0.26789  0.1567 ** bl ** bl el ok ** il il b NS NS NS bl
6]0.12135 0.31679 0.20553 -0.02686 0.185¢ * NS NS il NS NS *x ** NS * * NS bl
710.49286 0.23316 -0.01770 0.08402 0.23133  0.16¢ ** NS bl ** bl * wrk NS il il ** b
8(0.07521 0.34801 0.24218 -0.00229 0.21326  -0.0739(20808 NS i NS NS ** * NS ** * NS bl
9(0.22810 0.22043 0.10981  -0.03393 0.18653 -0.04396)7708 -0.0109¢ ok NS * bl ok NS rk ** NS ok
101 0.79342 0.03801 0.58297 0.39334 0.32739 0.57376 398t 0.57977  0.41931] ok ok NS bl ok ok Rk bl rk
1110.06113 0.33569 0.25293 0.05346 0.16066 -0.025933265 -0.02359 0.04398  0.5070] NS ok * NS * NS NS bl
12| 0.09917 0.37167 0.31906 0.10507 0.13182  0.02645 946& 0.02780 0.10353  0.53709 -0.02¢ ok * * NS NS NS wxk
13| 0.63297 -0.03345 0.30515 0.12453 0.24419 0.3213215406 0.35153 0.21171 0.06754 0.34481 0.38j el ** wrk b bl il
1410.05423 0.79998 0.71709  0.49999 0.44504 0.33715 950% 0.26849  0.40914 0.93728 0.16609 0.17563 @9 wxk bl wrk *x il
15| 0.24584  0.24350 0.07560 -0.01917 0.18944  -0.03474€5430 0.00088 -0.04296 0.45105 0.05438 0.11691 2502 0.44294 il xx NS wrk
161 0.33933  0.44251 0.39704 0.24115 0.04514 0.19089 7308 0.21381 0.24276 0.60145 0.10457 0.05386 83158 0.41390  0.24547 NS NS *
1710.32576  0.34454 0.27894 0.16147 0.00715 0.13627 5682 0.16554 0.16585 0.50720 0.08278 0.06098 2635 0.42178 0.16256 -0.044¢& NS *
181 0.14506 0.30605 0.23803 0.04992 0.07889 -0.001R&21036  0.01321  0.05167 0.49993 -0.03690 -0.0289631834 0.25807 0.05767 0.01527 -0.013 *
19| 0.84236  0.86895 0.85809 0.74599 0.41602 0.73875.832Q7 0.73937 0.72820 0.97262 0.60182 0.5650786904  0.95941 0.74143 0.34861 0.35870 0.49C
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Obr. 7 Rozlozeni genetické prorénlivosti (AMOVA)

RozloZeni genetické proménlivosti (v %)

W mezi povodimi

B mezi populacemi uvnitr
povodi

= uvniti populaci
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5. Diskuze

Vzhledem k tomu, Ze genetické sloZeni populaceg/gdedkem dlouhodobé interakce
genomu populace a konkrétniho ptedt, Ize s velkou pra¥godobnosti pedpokladat,
Ze na jedné stranvysledné genetické slozeni je optimalnanému prosgeni
pfizpisobeno a na druhé steagenetickd variabilita populace ji za&jife peziti ve
smyslu moZnosti reagovat naéZmé vykyvy tohoto progedi. AvSak urdlé
rozmnoZzovani pstruha obecného na nasem Uzemi kdikorgano jiz od 19. stoleti,
piicemz od poatku dochazi kintenzivnim f@voZim materialu nejen v ramci
jednotlivych povodi, ale i mezi povodimi, coz m&perny negativni vliv na genetickou
riznorodost jedint a tedy i ovlivini celé populace.

Jednim z hlavnich proagskteré tvdily ptirozenou genetickou diferenciaci populaci,
byly doby ledové v pibéhu pleistocénu. Studie z poslednich let popisuit p
fylogenetickych skupin v druhovém komplex8almo trutta které se vyvinuly
v geografické izolaci v @ib¢hu pleistocénu a od té doby velkouénou zistaly
alopatrické. Tyto skupiny byly ozteny jako zakladni evoémi jednotky, avSak byla
zjisténa i jemrjSi fylogeograficka strukturace uvhitlavnich linii (Bernatchez, 2001).
Podle pedpokladu alopatrického vyvoje linii (Bernatchef02) by tedy msly byt
zejména vyrazné rozdily mezi populacemi dimGerného mee, kde je roz¥éna
dunajska linie, a populacemi Atlantického bazérah(mujiciho také untd Severniho a
Baltskeho mee), kde se nachazi atlanticka linie. Severni okddisintického regionu
byla bthem posledniho glacialniho obdobi té¢melé zaledéna, a tak populace, jejichz
aredl byl vdob ledové omezeny na glacialni refugia, osidlily tuiblast az v
postglacialnim obdobi, tj.éhem poslednich 10.000 — 18.000 let. &mmé populace
pstruha v severozapadni Evéofedy maji fivod v jednom nebo vice ,atlantickych®
refugiich, ktera pravpodobré existovala na okrajich pevninskych ledovydikpovii
(Laikre, 1999). Je rowz mozné, Zze dochazelo k druhotnému kontaktu s ,jdkoa
linii (Osinov & Bernatchez, 1996). £dhto informaci |ze fedpokladat, Ze geneticka
variabilita populaci na tzemiR by nela byt velmi vysoka.

V této studii jsem se zabyvala prémfivosti Useku jaderné DNA na lokusu LDH-C1. U
tohoto lokusu byly nalezeny &alely - *90 a*100. Alela*100, kterd je ozr@vana
jako pivodni, je nalézana v celé oblasti vyskytu pstraagimco aleld 90, ozndovana

jako vice moderni, sefipozere vyskytuje v severozapadriasti Evropy. Zde se
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pravdpodobré pstruh obecny vyvijel v gbéhu posledni doby ledové v jednom refugiu
a po Ustupu ledovic doSlo v této oblasti kjeho ro#éni spoléné s alelou *90
(Hamilton et al, 1989). Alozymova data tak poslouzila k detekdiznych
fylogeografickych skupin v druhovém kompleBalmo truttav fac studii. Napiklad
pomoci dvou alozymovych lokiis— LDH-C1* a MEP-1*, byl prokdzan druhotny
kontakt (ffirozeny i ungly) mezi ,atlantickou“ a ,dunajskou“ skupinou v hmch
piitocich Dunaje (Bernatchez & Osinov, 1995; Osino\Bé&rnatchez, 1996). Ziny
ve frekvenci vyskytu alet90 a*100 také potvrdily, Ze se v populacich ve Sisku
piirozere vyskytovala alela&100 (Garcia — Marirt al, 1991). AvSak oslabeni nebo
extinkce pirozenych populaci byly nahrazovany vysazovanim zythni z Nmecka
nebo Danska a alel00, ktera rejme chybsla ve Spadisku v girozenych populacich
pied introdukcemi, byla timto #Agobem roz$ena (Machordon, 2000). Ve vSech
studovanych populacich Ceské republiky a Slovenska, tedy jak v atlantickéak

v dunajském povodi, byla prokdazadna vysoka frekvemgskytu alely *90. Tato
skute&nost neni pekvapujici vzhledem k tomu, Ze na Gzemi byval€eskoslovenska
ma rybdské obhospodavani volnych vod dlouholetou tradici a je zname, gstruzi
odchovavani na lihnich a vysazovani daifgkou charakterizovani vyskytem aléig0
(McMeel et al., 2001). Timto Agobem dochazi k rozévani této alely dale do tak
spolu s nasadovym materidlem. Analyza PCR-RFLPniegu LDH-C1 je tedy
vhodnym markerem pro fkaz pivodu pstrui zlihni v oblastech, kde
nepedpokladame ijrozené rozseni alely *90. Analyzy prokézaly, Ze tato alela
dominovala roveZ v povodi Dunaje, kde je pragmabdobré nepivodni, coz nastdéuje
pievozim ryb mezi povodimi. Aleld&90 se roviz vyskytovala ve vysoké frekvenci
v populaci Biely potok, kde se nachazi velkokapadihei, a napomaha tak ro8vani
této alely v povodi Dunaje. Alels100 se ve studovanych populacich na Uz€esgké
republiky a Slovenska vyskytovala v nizké&emosti. VCeské republice byla nejvy3ssi
frekvence vyskytu (0,17) alel§100 zaznamenéna v populaci z Mlynského potoka, na
GUzemi Slovenska se vyskytovala ve vSech sledovampabulacich, avSak ro¢a

s nevelkou frekvenci vyskytu (od 0,14 do 0,33)jiSt®ak za povSimnuti, Ze aletd 00
byla detekovéana v severrfasti Ceské republiky, tedy v populacich z Kamenice a
Vrchovistniho potoka, kde se tato alela ppatiobr’ nevyskytuje pirozerg, a jeji
vyskyt v této oblasti je nejspiSe Zanen importem ryb z povodi Dunaje. V populaci

feky Olt v Rumunsku, ktera byla pouzita jako reférénbyla frekvence vyskytu alely
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*100 rovna jedné, vSichni jedinci byli tedy pro tatielu homozygoté zaloZeni. Toto
zjisteni nas¥déuje tomu, Ze fevozy pstrubi z Atlantického iumi do dolnich pitoka
Dunaje pravdpodobré byly a jsou velice omezené nebo nulové. Mimo fobpulaci
byli nalezeni pouze dva jedinci s homozygotnimky$sm alely*100, a to v populaci
z Bieleho potoka a z Kezmarské Biele vody. V osthtngipadech se alel&100
vyskytovala v heterozygotnim stavu sgoke s alelou 9§ co? dokazuje, Ze dochézelo
ke kizeni jedind raznych fylogeografickych skupin, které odpovidajtlgatické” a
~-dunajské* linii.

Pri zobrazeni fylogeografickych vztahmezi nalezenymi haplotypy mtDNA je
ziejmeé, Ze sedm nalezenych hapldtye mozné rozélit do dvou skupin, které
odpovidaji ,dunajské“ a ,atlantické” linii. U vSecledinai nesoucich &ktery
z domrelych ,dunajskych* haplotypp byly vysledky analyzy mtDNA porovnany
s vysledky analyzy sekvenci kontrolni oblasti mtDEAylo zjiStno, Ze tyto haplotypy
skute&né nesou jedinci ,dunajské” linie. Podobné porovniaylo provedeno u dvaceti
jedinai s rekterym z atlantickych” haplotyjpa ve vSechifjpadech se opravdu jednalo
o0 ,atlantickou® linii. Timto byla potvrzena spolé@ntst metody PCR-RFLP pro odliSeni
obou linii.

YAtlanticka“ linie zahrnovala haplotypy 1 az 4. tdyhaplotypy neslaipvazna
¢ast jedind. Na rozdil od ,dunajskych“ haplotyp se haplotypy ,atlantické”
vyskytovaly ve vSech povodich a dokonce na v3ekhlitdch, s vyjimkou referemi
populace Zeky Olt. Na tzemiCeské republiky a Slovenska byl #einsji zastoupen
haplotyp 2, ktery byl nalezen u 119 jedin®evyskytoval se pouze u populace z Tiché
Orlice. Druhy nejpoetrejSi haplotyp, haplotyp 1, zahrnoval 112 jedirecbyl zjiSén ve
vSech populacich, krotnpopulace Laka. Tyto dva haplotypy se tedy vyskatpwe
vSech povodich. ,Dunajska“ linie zahrnovala hapbgtyp,6 a 7, které se vyskytovaly
pouze v populacich z Mlynského potoka, Bieleho kataCelniho potoka, Popradu,
KezZzmarské Biele vody, Muréra Oltu. Jejich vyskyt byl tedy omezen na povodh&je
a Visly. Haplotyp 6, nalezeny v populaci z Mlynskégbotoka, se nevyskytoval v Zadné
jiné populaci. Tento haplotyp byl velice blizky ¢&$€jSimu haplotypu dunajské linie,
haplotypu 5, ktery se odénliSil absenci jednoho &ného mista enzymu Avall.
V populaci z Oltu se vyskytoval pouze jeden hagotyhaplotyp 7 (,dunajsky”
haplotyp). Haplotypova diverzita v této populaciegbyulova, coz ovSem mohlo byt

ovlivnéno malym pdtem analyzovanych jedifc
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Pt porovnani zji&nych cetnosti haplotyfp Ize konstatovat, Ze haplotyp 1 se
vyskytoval s nejvysstetnosti u ¥tSiny populaci a frekvence haplotypu 2 byla ®&/n
vysoka v mnoha populacich. Mohlo by to bytigpbeno tim, Ze jsou tyto haplotypy
velice p@etné u genetaich ryb na lihnich a jsou dale ramsiany spolu s nasadovym
materialem. Této hypotéze odpovida i 28t Ze v povodi Dunaje neslo 81,5 % jedinc
néktery z ,atlantickych® haplotyfp. Weiss et. al (2001) v Rakousku studovali popailac
v hornich tocich Dunaje agstoze 44 % jediricneslo ,atlantické” haplotypy, usoudili
autai, Ze ginejmensim v tkterych izolovanych populacich nedoSlo k Uplnézero
genetické struktury, a tak se tu mohou stale vyslkatt pivodni genotypy. Tato
skut&nost nasvdéuje tomu, Ze v porovnani s Rakouskem dochéazelonulmsti a stale
dochazi \Ceské republice a na Slovensku k g§ditenzivrejSim pevoZim a
vysazovani ryb. Je zajimavé, Ze zadny ,dunajskyldtgp se nevyskytoval v jiném nez
dunajském povodi nebo na 8 vzdalené lokalit v povodi Visly, pestoze
alozymova data a vysledek analyzy LDH-C1 n&#aaZe pravdpodobré dochézelo
k prevoZim ryb a nasledné introgresi genaiypdunajské” linie do zapadysich
populaci. Mohlo by to byt Zsobeno tim, Ze pra¥dodobnost vymizeni haplotypu
MtDNA je vySSi, nez zemy v jaderné DNA.

Vysledky analyzy genetické variance (AMOVA) prokBzae nejétsi cast genetické
variability je distribuovana mezi jedinci v popuiglc a naopak nejmensi podil
variability byl zjiS€n mezi povodimi. Tento fakt ¢p nas¥dcuje zn#&né mfe
promichani studovanych populaci, coz potvrdily gdvstudie provaghé na zaklag
mikrosatelifi u populaci Leské republiky i Slovenska (Kohout, Gstnéledi). Vysokéa
variabilita uvnit populaci tak neni Zgobena firozenou genetickou variabilitou
jedinai, ale gedevsim intenzivnimiigvozy mezi jednotlivymi populacemi, ale také
mezi povodimi, ocemz s¥d¢i praw velmi nizka variabilita mezi povodimi. Nizky
pocet signifikantnich hodnotdr na naSem Uzemi poukazuje na vzdjemnou podobnost
populaci a na jejich nizkou genetickou diferencia¢ysoce signifikantni hodnoty
dosahovaly dvojice populaci Ceské republiky a Slovenska s populaci z Oltu
v Rumunsku. B porovnani s populacemi(eské republiky dosahovala signifikantnich
hodnot vzdy. Tato skuteost dokazuje velkou genetickou vzdalengéshto populaci,
ktera by ovSem mohla byt podmiima také znénou geografickou vzdalenosti. U naSich
populaci byly vysoce signifikantni hodnoty z#i$y u populace z Laky ve srovnani

s takka vSemi populacemi na naSem uzemi.
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Ze ziskanych dat jefgimé, Ze intenzivni vysazovani a transport pstiitecného,
probihajici jiztadu desetileti, Zysobil silné promiseni a naruseni struktury jedagtin
populaci, coz by mohlo byt jednim zZiwbdi Ubytku pstruha v poslednich letech.
Prestoze mezi studovanymi populacemi byly Zj$t pouze malé rozdily v ramci
povodi i mezi nimi, Ize konstatovat, Zéepto existuje wita strukturace. JelikoZ nelze
piedpowdét, jak se ukita populace bude v novém priasti chovat, je nezbytné
dodrzovat pravidlo f®dkEZné opatrnosti — tedy nigvazet dalSi material mezi
geograficky vzdalenymi a/nebo hydrologicky izoloyam oblastmi. Pro chov a obnovu
populaci je proto vhodné pouZzivat jako vychozi maltgedince z pokud mozno co
nejbliz§i mozné lokality (nebo alespgovodi), nebo jes8tlépe — ,zachmované”
populaci poskytnout na lokalitakové podminky, aby se byla schopna sama udrzet a
dlouhodolé prosperovat. V neposlediad je treba podotknout, Ze, kazda manipulace
s populacemi by #ta byt pelivé zvazena. Je tedy nejprve nutné seznamitiskod
vefejnost s negativy spojenymi ggpozy ryb, nebH bez pochopengthto souvislosti a

bez dobrovolnéhoiinéni by i legislativni normy byly zbytmeé.
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6. Zaver

Uzemi Ceské republiky naleZi z hydrologického hlediskatmoati Severniho,
Baltského aCerného mee. Rozdilna fislusnost vicedi méns geograficky
izolovanych populaci k jednotlivym Grfien se odrazila i v biodiverzit coz bylo
potvrzeno uiiznych druli organisni. Tato prace poodhaluje genetickou strukturu
19 populaci pstruha obecného z Gzdbeské republiky a Slovenska na zéaklad
promenlivosti Useku mitochondrialni DNA (ND5/6) a jadérnDNA (LDH1),

s vyuzitim metody PCR-RFLP. Vysledky ukazuji, Zeogmficka distribuce
jednotlivych skupin haplotylp ani vyskyt alel neodpovida jednotlivym povodim.
Byla zjiS&na také vysoka uroviepromiseni populaci, a to jak uvnjednotlivych
povodi, tak mezi nimi.Paiet jediné s alelou LDH-CBO0 a s wskterym z
.atlantickych* haplotyi mtDNA, které jsou charakteristické pro ét$inu
.domestikovanych“ cho¥, byl zna&ny, a to i na lokalitdch v dunajském povodi. To
swdci o velkém efektu lidskych aktivit spojenych $epozem a vysazovanim
nepivodnich ryb. Tyto vysledky do &ité miry souhlasi s vysledky praci zaloZzenych
na prongnlivosti alozymi a mtDNA ¢i mikrosatelifi u populaci pstruha obecného v
Rakousku, Ceské republice a na Slovensku. Na za&klgbrovnani s vysledky
sekvenanich analyz byla potvrzena vhodnost pouziti metdd$R-RFLP pro
z&kladni screening populaci (jedific Tato metoda by tedy ¢a byt v budoucnu
vyuzivdna p sestavovani managementu pstruha obecného a kyslkeg nely
poskytovat uzitené informace pro rozvijeni vhodnych strategii onlgr@struzich
populaci. Tento imdpoklad je vSak podminy spolupraci ryh&kych a

ochranéskych organizaci v oblastiietini Evropy.
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