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Anotace

Geneticka a tvarova variabilita jedincit motského plze Hexaplex trunculus (Linné, 1758) byla
porovndna mezi populacemi tfi lokalit chorvatského pobiezi, ¢tyf lokalit feckého ostrova
Lefkdda a dvou lokalit jizniho pobfezi Francie o celkovém poctu 464 exemplari.
Z genetického hlediska nebyla nalezena kritéria pro oddé€leni jednotlivych populaci.
V mitochondridlnim genu pro cytochrom c oxidazu, podjednotku jedna, (COI) nebyla
nalezena variabilita v iseku dlouhém 683 bp. Rozdilnost populaci nebyla geneticky prikazna
ani ve spojeni mych dat s daty z jiz probchnuvsi portugalské studie (sekvence z GenBank).
Populacni odchylky byly nalezené metodou geometrické morfometrie. Podle vysledkt byly
stanoveny morfotypy pro urCité biotopy. Béhem této studie byla prokdzana vysoka mira
zneCisténi Stfedozemniho mote tributylcinem (TBT) zplisobujici u tohoto druhu plze pohlavni

malformace zvané fenomén imposex.

Annotation

Variability in genes and shell shape of salt water gastropod Hexaplex trunculus (Linné, 1758)
was compared among the samples from three Croatian coastline localities, four localities on
Greek island Lefkada and two localities from south France coastline in total number of 464
specimens. Genetical criteria were not found for separating individual populations. No
variability were found in 683 bp long fragment of gene for michondrial cytochrome ¢ oxidase
subunit one (COI). Differences among populations were not significant, even in conection of
my data with the data of recent portuguese study (sequences from GenBank). Differences
among populations were found by the geometric morphometric method. Based on these
results, morphotypes for certain habitats were determined. During the study, high level of
tributyltin (TBT) pollution in the Mediterranean sea causing sexual malformation called

imposex phenomenon, was proved in this species of gastropod.
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1. Uvod do problematiky

1.1. Obecné idaje o morském plzi Hexaplex trunculus

Ostranka Hexaplex (synonyma Murex, Phyllonotus, Trunculariopsis) trunculus (Linné, 1758)
(anglicky nazev ,banded murex®) je motsky plz vyskytujici se téméi striktné ve
Stfedozemnim mofi. Zapadni hranici vyskytu tohoto plze je jizni Portugalsko a vychodni
Kanarské ostrovy (Poppe & Gotto, 1991). Nedavno vSak byla objevena stala populace H.
trunculus v O Grove v Galicii na severozapadnim pobiezi Spanélska (Rolan & Banon-Diaz,
2007). Tato nova populace vznikla pravdépodobné lidskym piic¢inénim pfi rozsifovani chovu
ustfic za ucelem potravinaiského obchodu (Quintas et al., 2005). Jde o jednoho z
nejbé&zngjsich muricidnich plzti ve Stiedozemnim mofi. Celed” Muricidae (ostrankoviti) je

celosvétove rozsifena a ma vice nez 2000 druht a poddruht (Poppe & Gotto, 1991).

Sesti az osmi let doZivajici se ostranka (El Hamdani et al., 1998) doriista do osmi az deviti
centimetrll, vyjimeéné az jedendcti centimetrli, coZ je pravdépodobné maximalni velikost
druhu (Poppe & Gotto, 1991). V dospélosti se rlst ostranek zpomaluje, coz bylo prokdzano u
vice druhi metodou ,,capture mark recapture® (Spight et al., 1974 ex Vasconcelos et al.,
2006,b). Zakladni abiotické faktory Stiedozemniho mote jako primérna zimni teplota,
primérnd letni teplota a primérna salinita, tudiz prostiedi, ve kterém H. trunculus Zzije,
znazoriuji obrazky (obr. 3.; 4.; 5.). H. trunculus zije jen pod trovni odlivu v hloubkéch od 1
do 100 m na skalnatém i bahnitém dn¢ (Poppe & Gotto, 1991; Chiavarini et al., 2003), v
klidnéjSich pobteznich vodach (mélké zatoky a laguny nebo hlubsi mista bez vlivu vinobiti)
(Rilov et al., 2004). Nejvétsi populacni hustota je zaznamenavéana v hloubkéch mezi 0,3 — 30
metrd (Houart, 2001 ex Gonzéles-Tizéon et al.,, 2008). Jelikoz plz ma niz8i rezistenci
k vysuseni, neZije v piilivové zong. Casto je nachazen zahrabany do sedimentu (Rilov et al.,
2004). Potravni preference jsou rozmanité, jednd se o omnivora, avSak pievazného carnivora a

saprofaga (El Hamdani et al., 1998).

P1zi fadu Neogastropoda jsou gonochoristé, s vnitinim oplozenim. Samice jsou vet$i nez
samci a pocet samic v populaci je vySSi nez pocet samcl, coz je bézné u vSech
gonochoristickych mekkysu (Fretter & Graham, 1994). Tvarova a barevnostni variabilita ulit

je u tohoto druhu obrovska (pfiloha 1.-9.), coz poukazuje na moznost existence kryptickych



druht. Tato variabilita je velice patrna 1 v rdmci Celedi Muricidae. Tvary a barvy této celedi
jsou velmi riznorodé. Pro porovnani je mozné nahlédnout do obrazovych encyklopedii od
Abbotta & Dance (1986) a nebo novéjsi publikace od Robina (2008). Barva mékkého téla je
tmaveé hnéda s Sedym mramorovanim (Gibbs, 1999; Vasconcelos et al., 2006). Plzi postradaji
vnéjsi rozliSovaci znak pro pohlavi (Vasconcelos et al.,, 2006). Podle geometricko-
morfometrické analyzy se rozdily nasly, ale pouze tak malé, Ze nejsou pouZzitelnym kritériem
(Macik, 2009). Normalnim jevem u muricidnich druhil je zvétSovani penisu v reprodukénim
obdobi (u druhil ze sttedomoii v 1ét€) a zmenSovani v obdobi klidu (srpen az fijen) (Ramon &

Amor, 2002).

V dnesni dobé jsou ostranky H. trunculus soucésti potravinaiského primyslu. V obdobi
staroveku se také pouzivaly jako zdroj purpurového barviva spolecné s Bolinus brandaris
(Linné, 1758), Thais haemastoma (Linné, 1758); barvivo se vyvazovalo zlatem (Poppe &
Gotto, 1991). Jedinym dal$im zastupcem rodu Hexaplex ve Stftedozemnim mofi (jizni pobiezi
Turecka) je Hexaplex pecchiolianus (d'Ancona, 1871) dorGstajici Sesti az deviti centimetrti

(obr. 1., 2.).

Obr. 1., 2.: Hexaplex pecchiolianus z Levantského mote (http://www.gastropods.com/9/Shell 11069.shtml).



1.2. Fenomén ,,imposex“

1.2.1. Vliv TBT na plze Hexaplex trunculus a jiné mekkyse

Znecistovanim Zzivotniho prostiedi trpi zivocichové po celém svété, at uz se jedna o
bezobratlé nebo obratlovce. Nejinak je tomu v ptipadé motského plze Hexaplex trunculus. Na
samice této ostranky neblaze plsobi znecisténi moie tributylcinem (TBT) (Gibbs et al., 1987),
ktery u nich zpiisobuje riistovou vadu na genitaliich, maskulinizaci. Hlavnim zdrojem TBT ve

vod¢ jsou antikorozni natérové hmoty (Gibbs & Bryan, 1986).

O téchto maskulinizacich se ve védeckém svété vi uz cCtyficet let. Tento fenomén zmény
pohlavi ze samice na samce byl nazvan ,,imposex (Smith, 1971). DalSim pouzitelnym
terminem pro tuto zménu samice v samce je ,,pseudohermafroditizmus® (Jenner, 1979). Slovo
imposex bylo vytvofeno jako zkratka pro “superimposition of males genital organs onto
females™ a poprvé bylo pouzito ve studii Nassarius obsoletus (Say, 1822) na Long Island

v USA (Smith, 1971).

H. trunculus byl poprvé podroben studii, zda se u n¢j vyskytuje maskulinizace samic
(imposex), vroce 1988 ve Francii (Martoja & Bouquegneau, 1988). Posléze nasledovaly
studie v jinych statech Evropy, a to na Malté (Axiak et al., 1995), ve Spanélsku (El Hamdani
et al., 1998), v Italii (Terlizzi et al., 1999; Chiavarini et al., 2003; Garaventa et al., 2006),
v Izraeli (Rilov et al.,, 2000), na Istrii (Garaventa et al., 2006), na celkovém pobtezi
Chorvatska (Prime et al., 2006) a v Portugalsku (Vasconcelos et al., 2006). Imposex, tedy
maskulinizace samic, byl prokazan i u jinych sttedomotskych ostranek. Studie byly provedené
na Bolinus brandaris (Ramoéon & Amor, 2001; 2002), Nucella lapillus a Ocenebra erinaceus
(Linné, 1758) (Stroben et al., 1996). Imposex postihuje i druhy jinych ¢eledi motskych plzi,
nejen ty zceledi Muricidae, ale i z Celedi Nassariidae — [lyanassa obsoleta (Nassarius
obsoletus) (Say, 1822) (Bryan et al., 1989), Nassarius reticulatus (Linné, 1758), Nassarius
incrassatus (Strom, 1768) a Trividae — Trivia arctica (Montague, 1803) (Stroben et al., 1996).

Jak jiz bylo feceno, imposex je zplsobovan tributylcinem (TBT) a jeho derivaty (Gibbs &
Bryan, 1987). Tato latka byla odhalena poté, co bylo zjisténo, ze fenomén imposex nekoreluje
s arsenem, kadmiem, médi, olovem, stfibrem ani zinkem, ale je v pozitivni korelaci s cinem

(Bryan & Gibbs, 1986). Derivaty TBT jsou DBT (dibutylcin) a MBT (monobutylcin), které se



také v télech zivocichl ukladaji, ale ne v takové mife (Axiak et al., 1995). Dalsi zjiSténou
latkou zptisobujici imposex je TPT (trifenylcin) a z ni odvozené DPT (difenylcin) a MPT
(monofenylcin). Z TBT je mozné odvodit tfinact derivati a z TPT sedm (Horiguchi et al.,

1994).

Citlivost k jednotlivym latkam obsahujicich cin je rtiznd podle druhu a i citlivost k uréitym
koncentracim je rGzna. Na druhy Thais clavigera (Kiister, 1860) a Thais brouni (Dunker)
(Horiguchi, et al. 1994). N. lapillus je citlivéjsi k tributylchloridu nez k TBT (Gibbs, 1988),
ale kriticka koncentrace TBT zptisobujici imposex u tohoto druhu je 1 ng Sn/l motské vody
(Gibbs & Bryan, 1987). H. trunculus je citlivéjsi nez predchozi druh, protoze koncentrace
zpusobujici imposex je u néj 0,1 ng Sn/l moiské vody (Gibbs, 1999). Koncentrace nutna pro
vznik imposexu u N. lapillus byla zjisténa tak, ze nepostizeni jedinci byli v laboratornich
podminkach koncentraci 1 ng Sn/l vystaveni (Gibbs & Bryan, 1987). Uroven imposexu
koreluje s mnozstvim TBT v moiské vodé. Cim vyssi je koncentrace TBT, tim vyssi je uroveti
imposexu (Bryan & Gibbs, 1986). Hrani¢ni fazi imposexu je samici sterilita, ktera je
zpusobovana vysokou koncentraci TBT ve vod¢. U citlivéjSich druhii (bioindikéatorti) snizuje
reprodukéni schopnost, ale u méné citlivych druhti nedochdzi k tak drastickym somatickym
zméndm (Bryan et al., 1986). Pti koncentraci 2 ng Sn/l motské vody nastava sterilita u druhu
N. lapillus. PotlaCeni oogeneze nastava pii koncentraci 3—5 ng Sn/l motské vody. Nasledné
u byvalych samic startuje spermatogeneze (Gibbs, 1988). Stejna koncentrace TBT v motské
vod¢ zpusobujici sterilitu byla zjiSténa 1 u plze [lyanassa obsoleta (Nassariidae) v USA
(Bryan et al., 1989). V oblastech s vysokou koncentraci TBT v moiské vod¢ dochdzi u samic

druhu H. trunculus k vyssi akumulaci této latky v té€le nez u samcti (Axiak et al., 1995).

Ve vodach se TBT nejvice vyskytuje v piistavech, docich (Gibbs & Bryan, 1986), na lodnich
trasach (Ten Hallers et al., 1994) ale i na rybich farmach (Gibbs et al., 1987). Z toho vyplyva,
ze zamoteni moiské vody TBT se tyka pouze oblasti s antropogennimi vlivy. Koncentrace
TBT na otevieném oceanu jsou neméftitelné. Ke snizovani hodnot koncentrace TBT ve vodé
dochazi jiz n€kolik kilometri od nejbliz§iho lidského vlivu (Evans et al., 1995). V pftistavech
je Casto koncentrace 2 ng Sn/l moiské vody a vice, pficemz mluvime o masivnim zamofeni
(Gibbs, 1993). Jak jiz bylo feceno, vyssi koncentrace TBT byly zjiStény i na lodnich trasach a
to pii studiu imposexu na Buccinum undatum (Linné, 1758) (Buccinidae). Tento druh Zije na

plochém a bahnitém dn¢ na otevieném mofi, tudiz mimo pfistavy (Ten Hallers et al., 1994).



Pted dvaceti lety druh B. undatum nevykazoval zadné znamky imposexu, ale se vzristajici
lodni dopravou se u n¢j fenomén imposex objevil (Ten Hallers et al., 1994). Dalsi dikaz
imposexu mimo piistavni oblasti byl objeven v Severnim moii na druhu N. /apillus (Evans et
al., 1996). Hlavnim ulozist¢ém TBT v mofich jsou sedimenty a teprve poté oteviena voda (EI
Hamdani et al., 1998). Vysoké koncentrace TBT v sedimentech byly prokdzany v Hong
Kongu (az 53000 ng Sn/g sedimentu) (Ko et al., 1995), Japonsku a Indii (Ten Hallers et al.,
1994). Nejvice se v sedimentech ukldada TBT, pot¢ DBT, a dale MPT (Ko et al., 1995).
V Tunisu bylo béhem biomonitoringu zjisténo stoprocentni postizeni samic malformacemi
v lod’'mi vysoce frekventovanych oblastech (El-Menif et al., 2007). Koncentrace TBT ve tkéani
H. trunculus se shoduje s koncentraci TBT v sedimentech (Axiak et al., 1995). Moznost
vzniku imposexu jinymi polutanty neni vylouc¢ena (Matthiessen & Gibbs, 1998), ale bylo
zjisténo, Ze jiné té¢zké kovy (As, Cd, Cu, Mn, Pb, Zn) fenomén imposex nezpusobuji (Maria-

Cervantes et al., 2009).

Stfedomoiskéd ostranka H. trunculus byla poprvé pouzita jako bioindikator znec€iSténi mote
tributylcinem v devadesatych letech minulého stoleti na Malté (Axiak et al., 1995). Diky této
studii a zjiSténi extrémni citlivosti této ostranky na TBT byl tento druh stanoven jako
bioindikator znecisténi Stiedozemniho mofte tributylcinem (Axiak et al.,1995; Chiavarini et
al.,2003). Nasledny biomonitoring na Malté prokazal zvySeni koncentrace TBT v moiské
vodé (1,6-12,3 pg Sn g™) oproti prvnim méfenim, coZ poukazuje na nedodrzovéni legislativy
EU (Axiak et al.,, 2003). Tento negativni trend byl prokdzan i1 pii biomonitoringu
v Portugalsku (Santos et al., 2002). Prvni biomonitoring znecisténi vod okolo pobiezi Tunisu
za vyuziti ostranky H. trunculus byl proveden teprve v roce 2007 (El-Menif et al., 2007). Ve
vodach Spanélska se také jako bioindikator zne¢iténi mofe TBT pouziva Thais haemastoma
(Linné, 1758) (El Hamdani et al., 1998). Pti testech, ktery z téchto dvou druhti je lepSim
bioindikatorem se zjistilo, ze je jim H. trunculus, protoze imposex se u n¢j zacal projevovat
pii nizsich koncentracich (E1 Hamdani et al., 1998). Od té doby se jako bioindikator pouziva
jen H. trunculus (Terlizzi et al., 1999; Ramén & Amor, 2001). Podobné porovnani bylo
provedeno mezi druhy H. trunculus a B. brandaris v Tunisu. Vysledky studie prokazaly vyssi
citlivost H. trunculus k TBT a to podle vSech indexi zalozenych na rozvoji chamovodu
(Abidli et al., 2009). Zaroven byl H. trunculus navrzen jako bioindikéator tézkych kovi
v motské vodé, protoze na néj téz pusobi a ukladaji se v jeho téle (Maria-Cervantes et al.,
2009). Jiné priklady bioindikatori na znecisténi mote TBT jsou v oblasti Britskych ostrovii a

prilehlém Atlantickém oceanu N. lapillus (Gibbs, 1993), u Thajska Thais distinguenda



(Roding, 1798) (Bech, 1999) a u Singapuru Thais jubilaea (Tan & Sigurdsson, 1990) (Tan,
1997). Podle Barroso & Moreira (2002) by kazdy biomonitoring mél byt provadén za pomoci
dvou bioindikatord znecisténi TBT, jelikoz zkoumané oblasti na celém svém uzemi
nevykazuji stejné abiotické a biotické podminky, z ¢ehoz vyplyvd, Ze druh na tomto Gzemi
nemusi mit zcela spojity aredl rozsifeni. Druhy druh by mélo byt mozné nalézt tam, kde se

prvni druh nevyskytuje. Tudiz tento druh by mél vyuzivat niku nevyuZzivanou druhem prvnim.

Udruhu N. lapillus byla prokdzédna vyS$i mortalita dospélych jedinci postizenych
imposexem, tedy samic. Dochazelo u nich k zablokovani vejcovodu a néslednou akumulaci
vajec doslo k protrZeni stény vejcovodu. Dale bylo prokézéano, Ze sterilita maskulinizovanych
samic nebyla zpisobena rdstem penisu, ale ristem nové se zaklddajiciho chamovodu
z palidlniho epitelu (Gibbs & Bryan, 1986). Extrémni fazi maskulinizace je tvorba varlat a
start spermatogeneze (Gibbs & Bryan, 1986; Gibbs et al., 1988). Podrobné popisy pohlavnich
ustroji jednotlivych kategorii pohlavi (samec, samice, maskulinizovana samice) jsou uvedeny

ve studii Axiak et al., 1995.

Sam¢i kopulacni organ a tedy i ten nové rostouci u samic postizenych imposexem se nachézi
vzdy za pravym tykadlem (Gibbs & Bryan, 1986) a je esovité prohnuty se stejnym zbarvenim,
jako je svalnatd noha plze. Imposex postizené samice vSak maji penis mensi a svétlejsi nez
samci (Gibbs, 1999). Velikost penisu u samcti roste s vékem (Ramon & Amor, 2002), tudiz
zde existuje pozitivni korelace mezi délkou ulity a délkou penisu, coZ u samic s maskulinizaci
neplati (Gibbs et al., 1987). Béhem narkozy hexahydratem chloridu hote¢natého pouzivaného
k relaxaci svalii studovanych jedincti dochazi k prodlouzeni penisu jak u samct, tak
u maskulinizovanych samic, coZ ale nebrani spravnému urceni pohlavi. Sezonni kolisani
velikosti penisu u H. trunculus se projevuje jen malou chybou v méfeni (Vasconcelos et al.,
2006). U postizenych samic k tomuto kolisani nedochazi (Stroben et al., 1996). Velikost
penisu u samic postizenych imposexem nekoreluje s vékem nybrz s koncentraci tributylcinu
v motské vodé¢ (Gibbs, 1999). Navic bylo zjisténo, ze koncentrace TBT v motské vod¢ je
v pozitivni korelaci sindexem VDSI, ktery uddva miru postizeni imposex na zdkladé
rozvinuti chamovodu (Pellizzato et al., 2004). Tvar, barva a velikost samc¢iho kopula¢niho

organu je variabilni mezi druhy v ramci skupiny Neogastropoda (Gibbs, 1999).

Fenomén imposex nastava u plzi po endokrinnim zhrouceni (Matthiessen & Gibbs, 1997).

Testosteron, ktery se akumuluje a u samic zptsobuje maskulinizaci (Matthiessen & Gibbs,



1997), je produkovan kvuli inhibici cytochrom P-450 dependentni aromatazy (Gibbs, 1993).
Identické pochody byly prokazany i u druhit Ocenebra erinacea a Buccinum undatum
(Matthiessen & Gibbs, 1997). Existuji dvé hypotézy zpiisobu akumulace testosteronu ve
tkanich (Nishikawa, 2006). Prvni hypotéza pravi, Ze tributylcin snizuje hladinu enzymt ve
tkani, které metabolizuji testosteron (Nishikawa, 2006). Druhd hypotéza stavi TBT do role
toxinu poskozujici nervovou tkan. Zacne dochézet k abnormalnimu uvoliiovani peptidického
hormonu s ndzvem “penis morphogenic factor (PMF) (Féral & Le Gall, 1983). PMF sice
zpusobuje vyvoj samcich pohlavnich znakii nasledné po externim podnétu jako je vystaveni
TBT, ale PMF nemutze byt primarnim faktorem v dosazeni imposex symptomtt TBT. Musi
existovat néco dalSiho, co je faktorem, ktery se piimo ovliviiuje s TBT v pocatecnim kroku
vzniku imposex postizeni (Oberdorster & MecClellan-Green, 2000; 2002). Hlubsi studii
endokrinniho zhrouceni bylo zjisténo, Ze trifenylcin a tributylcin maji blizky vztah k lidskému
ligandu “retinoid X receptor RXR (Kanayama et al., 2005). Navazani RXR k 9-cis kyseliné
retinové bylo experimentalné potvrzeno. To znamend, ze imposex je zpisoben RXR. Ve
studii bylo toto tvrzeni podlozeno pozorovanim 9-cis kyseliny retinové, kterd navodila
maskulinizaci samic stejné¢ jako TPT (Nishikawa et al. 2004). U plzi existuje funkcni
homolog k RXR. Odhaleni dulezitosti RXR pii rozvoji fenoménu imposex bylo zjiS§téno na

muricidnich plzich rodu Thais (Nishikawa, 20006).

Samice vétsiho vzristu jsou Castéji postizené imposexem, protoze maji vice ¢asu na vyvin
deformaci. VSechny kategorie pohlavi byly vétsi v oblastech s vyskytem TBT ve vodé. To
muze znamenat pokles poctu jedincl v populaci a zvétSeni somatického rastu (,,trade off* —

vkladaji vice energie do rlistu nez do rozmnozovani) (Axiak et al., 1995).

Uroveii postizeni jedince imposexem se uréuje nékolika zptisoby. RPSI (relative penis size
index) a RPLI (relative penis lenght index) jsou vyjadieny v procentech (Gibbs et al., 1987).
Rozdéleni do stupiii postizeni je ve Skale 1-5 a jednotlivé fyziologické stavy pro RPSI i pro
RPLI jsou stejné (Gibbs et al., 1987). Jedinci v rozmezi stupiii 3—5 jsou sterilni (Gibbs et al.,
1987). Anualni kolisani velikosti je pro RPSI a RPLI zanedbatelné (Ramoéon & Amor, 2002).
RPSI nebo RPLI metoda je vSak nepouzitelna pro druhy s vyS§im poctem stadii imposexu bez
penisu. Pro druh H. trunculus toto omezeni neplati (Stroben et al., 1996). Pti porovnani téchto
metod urceni Urovné postizeni bylo zjisténo, ze RPLI vykazuje mensi chybu, protoze
variabilita nekonstantni velikosti penisu je mensi neZ u RPSI (neni umocnéna na treti)

(Stroben et al., 1996).



Dalsim zpiisobem urceni urovné postizeni (imposex) je VDSI (vas deferens sequence index)
jehoz uroven se stanovuje vizualné (Gibbs et al., 1991; Axiak et al., 1995), a ne vypoctem
jako u predeslych dvou zptsobti. Jednotlivé Girovné postizeni jsou popsany ve studii Gibbs et
al. (1991). Ve chvili, kdy se jedna o stupen postizeni VDSI 0 a 1, musi byt provedena pitva,
protoze u téchto postizenych samic neni vyvinut penis nebo je velmi maly. Na druhou stranu
lze Groven zjistit z jiz vytvoteného chdmovodu (Gibbs, 1999). Pfi stupni 5 a 6 podle VDSI
nastava sterilita (Gibbs, 1999). Uroveti 4 byla roz¢lenéna na dalsi podsekce, kviili presnéjsimu

stanoveni postizeni, na 4,3 a 4,7 (Stroben et al., 1992).

V zapado-francouzském zalivu Arcachon byl zjistén vliv TBT na atlantsky druh ustfice
Crassostrea gigas (Thunberg, 1793) (Alzieu, 1986). Tento vliv se projevoval jak u
nedospélych stadii (veligert), tak u dospé€lct. U larev 1 dospélcii dochazi k morfologickym
zménam. Ruastové vady veligeri, zplsobujici snizeni jejich schopnosti preziti, byly
pozorovany béhem jejich pelagického obdobi Zivota (Alzieu, 1986; 1991; Claisse & Alzieu,
1993). Projevy vlivu TBT u dospélych ustiic byly malformace lastur jak v kvalité, tak tvaru
(Alzieu, 1986; 1991). U ustfic z vod s vyssi koncentraci TBT byly provedeny kontroly kvality
jejich lastur a bylo zjisténo, Ze se na pricném prurezu vyskytuji komlrky vyplnéné slizovou
hmotou (Claisse & Alzieu, 1993), kterd byla poprvé u ustfic popsana v roce 1974 (Alzieu,
1986). V téchto komurkach dochézi k inhibici kalcifika¢niho proteinu konchyolinu a tudiz ma
hors$i vaznost k aminokyselinam (kyselina asparagova, glycin a serin), které poskytuji spojeni
s Ca”". Pfi koncentraci pod 2 ng Sn/l dochézi k této sniZené schopnosti kalcifikace (Alzieu,
1991). Zvysujici se koncentrace TBT ve vodé mé horsi dopad na populaci (Alzieu, 1986), na
rast a reprodukei jedinci. Kritickou koncentraci TBT zpusobujici rlistové anomalie na larvach
je 5 ng Sn/l moiské vody (Alzieu, 1986). Zvyseni mortality veligera v prvnich dnech vyvoje
zpusobuje koncentrace 20 ng Sn/l motské vody (Alzieu, 1991).

Fenomén imposex byl dlouhou dobu povazovan za nevratnou morfologickou zménu u
postizenych jedinct, avSak pozdé€ji byla tato domnénka vyvracena nalezenim genetické
mutace znamé jako Dumptontiv syndrom (Gibbs, 2005). Schopnost reprodukce a s tim
souvisejici populacni dynamika druhu H. frunculus je negativné ovlivilovana tributylcinem
(Axiak et al., 1995). V dnesni dobé je v katalogu druhti postihujici imposex vice jak sto
dvacet druhi plzl ze skupiny Neogastropoda a stale se tento seznam zvétSuje (Stroben et al.,

1996).



1.2.2. Dumptonuv syndrom

Jde o dalsi problém v ur€ovani pohlavi vedle imposexu, ale zatim byl pozorovan pouze u
ostranky Nucella lapillus (Gibbs, 1993). U druhu H. trunculus nebyl dosud pozorovéan
(Terlizzi et al.,1999). Byl pojmenovan podle jména zélivu, kde byl poprvé pozorovan (Gibbs
et al., 1991). Byl také pozorovan pfi vyzkumu pfi severnim biehu usti feky Temze (Gibbs,
1993). Dumptoniiv syndrom byl pokazdé zjistén v mistech, kde byla vysoka koncentrace TBT
ve vodg¢, a to pouze v ostritvkovitych populacich (Gibbs, 1993).

Dumptoniiv syndrom je vzacna genetickdi mutace (Gibbs, 2005), kterd zpusobuje
demaskulinizaci samcii a samic postizenych imposexem (Gibbs, 1993), jde o inhibitor
imposexu (Gibbs, 2005). Samci postizeni Dumptonovym syndromem uz nikdy nebudou
schopni reprodukce, zatimco pro samice je to pozitivni, nebot’ jim poskytuje imunitu proti
imposexu (Gibbs, 1993). Tato mutace zpiisobuje inhibici testosteronu (Gibbs, 1993), ale
mechanizmus je zatim neznamy (Gibbs, 2005). Ve chvili, kdy je imposex maximalné
rozvinut, coz znamena uroveit VDSI = 5 a 6, je demaskulinizace ireverzibilni, ale u nizsich
urovni VDSI reverzibilni je (Gibbs, 2005). Za oba dva tyto jevy zpusobujici problémy
v ur¢ovani pohlavi neni zodpovédna zvySenou urovni predace ¢i parazitace (Gibbs, 1993).
Fenomén imposex je zplisoben abiotickym vlivem (znecisténi moiské vody tributylcinem
nebo trifenylcinem) a Dumptoniiv syndrom je zpusoben genetickou mutaci (Gibbs, 1993).
Tato mutace je vSak pro populace ve vodéach s vysokou koncentraci TBT ¢i TPT vyhodna.
Umoziuje lepsi preziti druhu (Gibbs, 1999). Dumptontiv syndrom je zpiisobovan recesivni

alelou a projevi se tedy jen u recesivnich homozygoti (Gibbs, 2005).

Inhibici testosteronu je postizen cely sam¢i rozmnozovaci aparat, proto dojde k samci sterilité
(Gibbs, 1993; 2005). Dochazi k nedokonalému rlistu penisu a ten proto nedosahuje dostatecné
velikosti potiebné pro kopulaci (minimélni velikost u dospélych samct je 3,4 mm) (Gibbs,
2005). Dochazi 1 ke Spatnému vyvinu testes a absenci posledni faze spermatogeneze (Gibbs,
2005). Pohlavni ustroji samcit s Dumptonovym syndromem je podrobné popsano ve studii
Gibbse zroku 1993. Maskulinizaci postizené¢ samice s Dumptonovym syndromem jsou
potentni, krom¢ trovné¢ VDSI = 5 a 6. Ty jsou pak sterilni. Samci jsou potentni pouze ve
chvili, kdy se u nich nevyskytuje Dumptoniv syndrom (Gibbs, 2005). Kdyz je pti koncentraci

2 ng Sn/l motské vody samec i samice s penisem, jedna se o normalni populaci s imposexem



postizenymi samicemi, ale kdyz pfi této koncentraci penis samctim a samicim chybi, jedna se

o populaci dumptonovu (Gibbs, 2005).

1.2.3. TBT globalnée

Tributylcin (TBT) a trifenylcin (TPT) plisobi riznym zpisobem a rliznou mérou nejen na
meékkyse, ale 1 ostatni zastupce zivocisné fise. Deset let pfed tim, nez byl fenomén imposex
odhalen, tedy v roce 1960, se zaCaly pouzivat antikorozni natérové hmoty s obsahem TBT
(Axiak et al., 1995). Francie byla prvnim statem svéta, ktera ustanovila zdkaz na pouzivani
antikoroznich natérovych hmot s obsahem TBT pro lodé mensi nez dvacet pét metrii. Stalo se
tak nasledné po zjisténi negativniho vlivu TBT na Zivotni prostfedi. Zakaz byl vydéan v roce
1982 (Terlizzi et al., 2001). Francie byla v tomto poc¢inu nasledovana v roce 1986 Spojenymi
staty americkymi, v roce 1987 Velkou Britanii, Kanadou a Novym Z¢landem, v roce 1989
Japonskem, v roce 1990 Spanélskem a v roce 1992 Hong Kongem (Horiguchi et al., 1994; Ko
et al., 1995; Ramén & Amor, 2001). Mezinarodni ndmoini organizace (IMO) a Vybor
namoini ochrany zivotniho prosttedi (MEPC) ptevzali tuto smlouvu pro celosvétovy zakaz
pouzivani TBT, ktery vysel v lednu roku 2003. Zakaz byl dale pievzat do smérnice Evropské
unie 1. ¢ervence roku 2003 s regulacnim (CE) ¢islem 782/2003 (Garaventa et al., 2006). Bylo
odsouhlaseno pétileté obdobi (od roku 2003 do roku 2008), kdy mélo dojit k odstranéni
starych antikoroznich natérovych hmot s obsahem TBT a ty méli byt nahrazeny netoxickymi

natérovymi hmotami (Bech, 1999; 2002).

Jako jednim z mist pro kontrolu legislativy byl zvolen Arcachonsky zaliv v zapadni Francii.
Koncentrace TBT v motské vodé se zde po tficeti letech snizila na hranici 1 ng Sn/l (Ruiz et
al., 1996). NejkritictéjSim obdobim na tomto uzemi z hlediska koncentrace TBT v motskeé
vodé byl rok 1982, kdy zde byla naméfena koncentrace vyssi nez 100 ng Sn/l motské vody
(Ruiz et al., 1996). Bioindikadtorem byla pro tuto oblast stanovena ostranka Ocenebra
erinacea (Linné, 1758) (Ruiz et al., 1996). 1kdyz byl zaveden zikaz na pouzivani
antikoroznich natérovych hmot s obsahem TBT, bylo prokazano, Zze v oblasti britskych
ostrovti doslo k ubytku poctu jedinct v populaci a dokonce i1 k vymizeni nékterych populaci
druhu N. lapillus (Evans et al., 1996). Stejny Ubytek jedinch v populaci i zénik celych
populaci byl prokazan v Portugalsku, kde v silné zamotfenych oblastech (pfistavy) samice
tohoto druhu vykazuji stoprocentni postizeni imposexem. Mezi 1éty 1997 az 2000 zde

dochazelo ke zvySovani koncentrace TBT. DoSlo tedy k poruSeni legislativy EC directive
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89/677/EEC, coz je starsi vyhlaSka pro zékaz uzivani antikoroznich natérovych hmot
s obsahem TBT pro lod¢ mensi dvacet pét metrii (Barroso & Moreira, 2002). Objevuje se zde
mezera v zakonech, protoze pravo zakazuje pouzivani antikoroznich natérovych hmot
s obsahem TBT, ale poruseni tohoto zdkazu se nepostihuje (Vasconcelos et al., 2006).
Nedodrzovani legislativy bylo zjisténo i1 pii biomonitoringu na Malté (Axiak et al., 2003),
v Italii v Benatkach (Pellizzato et al., 2004) a v Portugalsku, kde byl vzrlstajici trend
koncentrace TBT ve vodé vyssi v malych pfistavech nez ve velkych (Santos et al., 2002).
Naptiklad v Chorvatsku nebo Thajsku nebyl tento zdkaz dlouhou dobu zaveden (Bech, 2002;
Garaventa et al., 2006). Stftedomoiské ostranky neceli jen nebezpeci ze zneciStovani moie
cinem, ale i nadmérnému a nekontrolovatelnému odlovu pro potravinaiské ucely. Pro druhy
H. trunculus a B brandaris neexistuji odchytové velikostni normy bézné pro jiné ZivoCichy
pouzivané v potravinaistvi a diky tomu jsou metody lovu drastické ve smyslu dopadu na
pocetnost populaci. Na mnoha mistech v Portugalsku diky témto drancujicim metodam lovu
dochazi k velmi znatelnému ubytku jedinct v populaci (Vasconcelos et al., 2008). Jde také o
dostupnost tohoto druhu. Napiiklad v Ria Formosa lagoon v Portugalsku jsou tyto ostranky
velmi bézné v prilivové zoné, proto také dochdzi k nadmérnému sbéru. Cena H. trunculus na
rybim trhu se v Portugalsku pohybuje mezi 10 az 15 euro za kilogram zivé vahy. Oblibenost
pokrmt, snadnost sbéru a vysoka cena jsou faktory, které znacné¢ ldkaji prodejce, kteti mistni

populace druhu dosti drancuji (Vasconcelos et al., 2006,b).

Na druhou stranu existuji i staty a oblasti, kde k dodrzovani zdkona dochézi. Projevuje se to
snizenim koncentrace TBT v motské vodé a tim 1 snizenim tUrovné imposexu ¢i snizenim
poctu samic postizenych malformacemi (Evans et al., 1995). U plzt byla tato pozitivni tvrzeni
prokédzana v Japonsku (CEFIC, 1994 ex Evans et al., 1995), v jihozdpadni Anglii (Cleary,
1991 ex Evans et al., 1995) a v jihovychodni Anglii (Dowson et al., 1993 ex Evans et al.,
1995). U mlzt se prokédzalo snizeni malformaci lastur v Mexickém zalivu a to u mistnich
ustfic (Wade et al., 1991 ex Evans et al.,, 1995). Béhem prvni studie imposexu na
Tichomoiském pobiezi Kostariky byla zjisténa o néckolik fadd niz$i koncentrace TBT
v motské vodé nez je bézna hodnota v Evropé a Severni Americe. Mlzeme se vSak jen
dohadovat o tom, zda se jedna o dodrzovani celosvétové legislativy na pouzivani
antikoroznich natérovych hmot s obsahem TBT pro lod¢ mensi nez 25 metrti a nebo jde o
jeho nedodrzovani ve smyslu, Ze nemame udaje o predeslych koncentracich a proto nevime,

jestli se tato koncentrace zvysila ¢i snizila (Gravel et al., 2006).
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Francie jako prvni zavedla tento zdkaz nejen pro ochranu zivotniho prostfedi francouzského
pobfezi, ale také pro ochranu svych ziskl v potravinaiského primyslu, protoze tim zamezila
ubytku vytéznosti ustfic (Alzieu, 1991). Ke sniZzeni koncentrace TBT ve vodach
Arcachonského zalivu doSlo okamzité¢ (Alzieu, 1986). Nasledné¢ doslo ke zvySeni poctu
jedinct ustfic na normal, coz je primérné mezi 10000 az 15000 tunami rocné. MnozZstvi usttic
pfed zavedenim zdkazu se pohybovalo mezi 6000 az 10000 tunami ro¢né, coz je
dvoutietinova vytéznost (Claisse & Alzieu, 1993). Mezi léty 1979 az 1991 doslo
v Arcachonském zalivu ke kontrolam kvality vody s novym zjisténim. Lidé zabyvajici se
v této oblasti Ustiicnym potravinaiskym primyslem piesli zpét na pouzivani antikoroznich
natérovych hmot s obsahem médi (Cu). Koncentrace Cu se ve vodach Arcachonského zalivu
zvysila na hodnoty pfed rokem 1960, kdy se pouzivaly tyto barvy s méd’natymi oxidy (Claisse
& Alzieu, 1993). Mezi latky biotoxické patii mimo cinu i1 olovo, arsen, rtut’ a méd’ (Terlizzi et

al., 2001).

Vliv TBT byl pozorovén i na obratlovcich. Byla prokazana vys§i mortalita delfint Tursiops
truncatus (Montagu, 1821), u kterych dochazi vlivem tributylcinu k potlaceni imunitniho
syst¢tmu (Kannan et al., 1996). Ukladani TBT a jeho derivati v jaternich, ledvinnych a
svalovych tkanich bylo prokdzano u tunakt Thunnus thynnus (Linné, 1758) a zralokl

Prionace glauca (Linné, 1758) (Kannan et al., 1996).
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1.3. Geometricka morfometrie na schrankach mékkysa

Pomérné¢ novou metodou, jak analyzovat informaci o tvaru, je geometrickd morfometrie
(Rohlf, 1993). Jedna se o soubor metod schopnych zachytit informaci o geometrii studovaného tvaru
a zachovat ji béhem statistické analyzy. Nedochazi tak ke ztratdm informace mezi proménnymi.
Zmény ve tvaru mizeme potvrdit nejen matematicky, ale i piesnou vizualizaci (Rohlf, 1993).
V ptirodovédnych oborech jde hlavné o geometrii biologickych struktur. Uzivand data jsou
Casto reprezentovana formou kartézskych soufadnic, které popisuji urcit¢ body zvané
,landmarks®. Soufadnice jsou uzite¢n¢j$i pro modelovani tvaru (2D a 3D) nez tradi¢ni
meéteni a navic vzdalenosti Ize ze soutfadnic vypocitat (Rohlf, 1993). , Landmarks* jsou body
s biologickym vyznamem, které miizeme piesné lokalizovat na jednom studovaném objektu a
také nalézt homologické body pro ostatni studované objekty (Bookstein, 1991). Ve chvili, kdy
nelze landmarky na daném misté nalézt (napt. u zubt, které¢ maji opottebenou sklovinu), musi
se pouzit “pseudolandmarky®. Jsou to body lokalizované¢ v koncich struktur, nebo se
pouzivaji, kdyz dochazi k zakfiveni obrysu struktury (Rohlf, 1993). Prokrustovska
superpozice je v geometricko-morfometrickych postupech pouzivana k odstranéni rozdili
v poloze, velikosti a orientaci studovanych objektii ze souboru dat (Rohlf, 1993). Tato
technika funguje tak, ze pomoci izometrické zmény velikosti a posunem na sebe sklada
objekty tak, aby soucet druhych mocnin vzdalenosti vSech landmarkt jednotlivych objektti od

prislusnych bodii konsensualni konfigurace byl minimalni (Bookstein, 1996).

Vizualizace tvarovych zmén se zaklada na metodé TPS (Thin plate spline), kterd porovnava
dva studované subjekty. Jedna se o prevrstveni objektu pravothlou soufadnicovou siti, kterou
tvarujeme tak dlouho, dokud umisténi jeho bodi neni shodné se studovanym objektem
(Bookstein, 1996). Deformacni energie vyjadiuje zmény poloh landmarki. Je to energie
potiebna k deformaci referencni konfigurace bodi umisténych na nekonecné velké a
nekone¢né tenké kovové desce tak, aby se dosdhlo zddouciho posunuti (Bookstein, 1996).
Jedna-li se o naklanéni a pretaeni desky, mluvime o uniformni transformaci. Pro uniformni
transformaci neni tfeba zddna deformacni energie (Bookstein, 1996). Neuniformni zmény
v tvaru jsou vyjadiovany jako vektory matice deformacni energie “partial warps®. Vlastni
hodnoty “partial warp scores vyjadiuji polohu objektu v tangencidlnim prostoru (Bookstein,
1996). Tato data se dale pouzivaji ve statistickych mnohorozmérnych metodach jako jsou

casto pouzivané PCA a DFA (Bookstein, 1996).
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Geometrickd morfometrie je matematicka a vizualizatni metoda pouzivand napfic¢ Sirokym
spektrem védnich oborti. Uplatituje se naptiklad ve vyvojové biologii (Stone, 1998), genetice,
oborech tykajicich se vlivu zivotniho prostfedi (Rohlf, 1993), antropologii (Gomez et al.,
2007), systematice a paleontologii (Cardini A. & Elton S., 2007). Problém je ale s
paleontologickymi vzorky. Je jich ¢asto maly pocet, jsou Spatné¢ dostupné, a statistické

vypocty nejsou tolik presné (Cardini A. & Elton S., 2007).

Metody geometrické morfometrie se pouzivaji i pro nalezeni morfometrickych kritérii na
schrankach m¢kkyst. Maji naptiklad usnadnit urCeni dvou velice podobnych druhi.
Morfometrické metody byly schvaleny pro konchyliologii jako pouzitelné mnohorozmérné
statistické techniky k popisovani novych druhli organismi (Stone, 1998). V ramci celedi
Volutidae byl tento typ studie pouzit. Jednalo se o nalezeni morfometrickych kritérii
k rozliSeni druhit Adelomelon ancilla (Lightfoot, 1786) a Odontocymbiola magellanica
(Gmelin, 1791) zjizniho Chile (Urra et al., 2007). A. ancilla a O. magellanica maji
ekonomicky vyznam pro chilské rybaistvi. Jednim z moznych zpiisobl rozliSeni téchto dvou
druht je porovnani radularni morfologie, coz je pro rybafe nemozny ukol. Vnéjsi
charakteristické rysy jsou u téchto druhli velmi podobné, a proto jsou oba shrnuty pod
narodnim jménem “piquilhue®. Diky tomu jsou v narodnich chilskych rybéiskych statistikach
registrovany pouze pod druhem A. ancilla (Urra et al., 2007). Radularni morfologie a
charakteristické rysy ulit téchto dvou druhi byly analyzovany pomoci geometricko—
morfometrickych metod. Vysledkem této studie bylo zjisténi, Ze druhy lze rozlisit na zakladé
celkového tvaru ulit a télesné hmotnosti. Na ulitdich byla zjiSt€éna urcujici druhova
morfometrickd kritéria. A. ancilla disponuje vyssi spirdlni oblasti a mensi plochou obusti. O.
magellanica ma celkové kulovitéjsi tvar a je tézsi (Urra et al., 2007). Tradi¢ni morfometrie
ukazala, ze rozdily tvart ulit jsou hlavné mezi délkou obusti ulit a spiralni délkou, kterd je
vétSi u A. ancilla. Externi nalezené rozdily jsou dostacujici k tomu, aby byly druhy

rozlisitelné (Urra et al., 2007).

Podobna studie byla provedena na tfech druzich z celedi Littorinidae na severnim a severo-
zépadnim pobiezi Evropy. Jednalo se o velmi podobné druhy Littorina saxatilis (Olivi, 1792),
L. compressa (Jeffreys, 1865) a L. arcana, u kterych se hledala determinacni morfometricka
kritéria (Hannaford & Ellis, 1978). Morfologie téchto tfi druhii plzi je velmi podobna, a proto
piedstavovala velky problém pro jejich druhovou determinaci. Podobnost ve tvaru se mozna

vztahuje k jejich stejnému zptisobu Zivota. Ziji v ptilivové zoné na kamenech v oblasti silného
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piiboje. Vysledné matice z geometricko-morfometrickych analyz byly podrobeny vypoctu
DFA (Discriminant factor analysis). Metoda DFA dokazala velmi spolehlivé (na 96 %) druhy
od sebe rozlisit (Conde-Padin P. et al., 2007).
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1.4. Morfotypy a jejich urceni

V ramci kmene mekkysi jsou morfotypy = ekotypy (morfologicky odlisni jedinci t¢hoz druhu,
piicemz tvarova variabilita je podminéna abiotickymi a biotickymi faktory, nikoliv geneticky)
urcovany velmi Casto. Jedna se vétSinou o hledani diivodu, pro¢ je morfologie tohoto druhu
pravé takova v danych podminkach. Jedna z recentnich studii (Holomuzki & Biggs, 2006) se
zabyvala fenotypickou variabilitou sladkovodniho plze Potamopyrgus antipodarum (Gray,
1843) z Nového Zélandu, ktery je invaznim druhem v Ceské republice. Jedna se o malého
plze, ktery obyva jak stojaté, tak mirn¢ tekouci vody. Fenotypicka variabilita byla studovana
na morfologii ulit tohoto druhu plze a porovnavaly se rozdily mezi populacemi. Byly uréeny
dva morfotypy (hladky a trnity), u kterych se zkoumal ,trade off*, zda je vyhodou ¢i
nevyhodou vlastnit na ulit€ trny v tekoucich a ve stojatych vodach jako obranny mechanismus
proti predaci. Z vysledki byl patrny rozdilny selek¢ni tlak pro existenci jednoho z morfotypt
v daném biotopu. V ficnich biotopech ptevladal morfotyp hladky (70%) a v jezernich
morfotyp trnity (80%). Pfi pokusech v laboratofi bylo zjisténo, Ze trnity vykazuje nizsi
rezistenci vu¢i odplaveni proudem, coz vysvétluje prevahu hladkého morfotypu v tocich.
Béhem testli obranné UcCinnosti trnii proti predaci bylo zjisténo, ze hlavni predator tohoto
druhu plze, ryba hlavacka Gobiomorphus cotidianus (McDowall, 1975), preferuje morfotyp
hladky jako svou potravu ptfed trnitym. Tim by se vSak nevysvétlila prevaha jezerniho trnité¢ho
morfotypu (hlavacka Zije v tekouci vod¢). Dalsi myslenkou bylo, ze trny jsou podminény také

abiotickym vlivem, kterym je vyssi teplota vody v jezerech (Holomuzki & Biggs, 2006).

Predesld studie je vSak pouze morfologicky zaméfena. Existuji i1 studie kombinujici
morfologii vybraného druhu a jeho genetickou variabilitu. Jednim z mnoha piikladii je prace
zabyvajici se taxonomii a fylogenezi (genetickd variabilita podle mt DNA) zalozenou na
morfologii sladkovodni jehlanky Brotia pagodula (Gould, 1847) z Thajska. Tento druh je
morfologicky i geneticky velmi variabilni. Ve studii byly stanoveny dva morfotypy (kénicky
a ulita s protazenou spiralni ¢asti). Podle sekvenace mitochondridlnich genii pro COI a 16S
bylo zjisténo pet haplotypl. Autofi se dohadovali, jak je mozné, Ze je geneticka variabilita
tohoto druhu tak vysoka. Vysvétlovali si to tim, Ze se pravdépodobné nejedna o jediny druh,
nebo Ze dochazi k introgresi, ke které se vice priklanéji. Spekuluji o toku gentt mezi haplotypy
a zpétném kiiZeni, coz se mohlo stat diky tomu, ze druhy dtive alopatrické blizce ptibuzné

zaCaly pronikat na tizemi druhu sousedniho. Nedoslo k dostate¢né dlouhé izolaci, aby se nove
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vznikajici druhy nemohly mezi sebou, po zaniku geografické bariéry, znovu ktizit (Kohler &

Deein, 2010).

V posledni dobé je v hledacku védch, zabyvajicich se morfotypy, druh motského
antarktického mlze Nacella concinna (Strebel, 1908) (Aranzamendi et al., 2010; Hoffman et
al., 2010; Gonzéalez-Wevar et al., 2011). N.concinna je dominantni v po¢tu mezi bezobratlymi
v prilivové zon€ i v hlubsich vodach Antarktidy (Gonzalez-Wevar et al., 2011). U tohoto mlze
byly stanoveny dva morfotypy; nejprve vSak metodou klasické morfometrie bez hmatatelného
popisu tvaru jednotlivych morfotypt. Teprve neddvno byly oba morfotypy podrobeny
mnohem citlivéjsi a sofistikovangj$i metod¢ pro vyzkum tvarové variability, a to geometrické
morfometrii. Morfotypy byly analyzovany pomoci EFA (Elliptic Fourier Analysis), ktera
potvrdila jiz tedy znamou véc, Ze se jedna o dva morfotypy (litoralni a sublitoralni), kde je
tvar lastur podminén hloubkovym gradientem (Aranzamendi et al., 2010). Stejného vysledku
se dobrala i studie Hoffman et al. (2010), ktefi tento trend dobfe popsali diky metodice sbéru
vzorkil (4 hloubky — zona piiboje, 6, 15 a 25 metrl). Prokazali tak postupnou zménu tvaru
lastur od zony piiboje po 25 metrt. Identického vysledku geometrické morfometriky se
dobrali 1 Gonzélez-Wevar et al. (2011). V nésledné genetické analyze (AFLP) prokézali
homogenitu tohoto druhu. Jedna se tedy o vysokou fenotypickou variabilitu podminénou
jinym nez genetickym faktorem (Hoffman et al., 2010; Gonzéalez-Wevar et al., 2011). Nizka
genetickd (haplotypova a nukleotidovd) variabilita byla zjisténa i pro mt COI (663 bp) na
pobtezi o délce 800 kilometrti (Gonzalez-Wevar et al., 2011). Dochazi zde k protichidnému
efektu, protoze tento druh disponuje pelagickou dobte dispergujici larvou, coz by mélo jeho
genetickou variabilitu zvysit (Hoffman et al., 2010). Sezénni migrace litoralniho morfotypu,
ktery se na zimni obdobi stahuje do hlubSich vod, tento problém nevytesi. V tuto chvili
nemuze dojit k toku genli mezi morfotypy, protoze se nejedna o reprodukcni obdobi (Walker,
1972 ex Aransamendi et al., 2010). SniZeni genetického fondu bylo vysvétleno drastickym
ubytkem jedinct v populaci vlivem prechodu doby ledové a meziledové pied 7500 az 22000
lety, coz byl vysledek demografické ¢asti studie (Gonzéalez-Wevar et al., 2011).

Jednim z velkych piikladii urCovani forem (morfotypt) je druh Liguus fasciatus (Miiller,
1774), stromovy plz Zijici v jizni ¢asti Floridy a pfilehlych ostrovech Keys az po Kubu. Patfi
do celedi Orthalicidae (Abbott, 1989) a cita padesat devét tvarovych a barevnych forem
specifickych pro urcité biotopy a lokality vyskytu tohoto druhu. Tyto formy jsou mezi sebou

voln¢ kiizitelné za vzniku novych hybridi. Nikdy vSak u tohoto druhu nebyla provedena
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genetickd analyza, kterd by prokazala, ze se jedna o formy s rozdilnou genetickou informaci
nebo morfotypy se stejnou genetickou informaci. V dobach, kdy byly tyto formy urovany,
nebyla zndmé molekularni biologie. Barvy nékterych forem se méni béhem ontogeneze.
Jednim zdivodnénim je pravdépodobna inhibice barviv vlivem zvySené produkce pohlavnich
hormonti pfi dospivani (Torre, 1938 ex Close, 2000). Nikdo vSak nevi zda jde o spravné
tvrzeni (Close, 2000). Tvary se méni ve smyslu poméru délky ku Sifce ulity. Ostrovni formy
jsou uzsi a protahlejsi nez pevninské. Tvarové zmény jsou dale patrné v oblasti obusti ulity,
piesnéji ve tvaru columelly. Tyto tvarové odliSnosti columelly mezi formami jsou dobie
znatelné u forem Liguus fasciatus f. crassus (Simpson, 1920), L. f. f. marmoratus (Pilsbry,
1912), L. f. f- septentrionalis (Pilsbry, 1912), L. f. f. solidus (Say, 1825), L. f. f- subcrenatus
(Pilsbry, 1912) a dalSich. Columellarni tvarové zmény mohou byt jak genetického, tak
environmentalniho ptivodu. Nejde vSak o hlavni rozliSovaci znak pro formy druhu L. fasciatus
(Pilsbry, 1946 ex Close, 2000). U ostrovnich forem se Casto vyskytuje hrbolek ¢i navalek
v oblasti obusti, coz je dalsi urcujici znak (Close, 2000). Tato oblast je pro determinaci druhii
plzt nejvyhodnéjsi a proto jsem si ji vybral také spole¢né s nahledem na celou ulitu pro
rozliSeni populaci H. trunculus. Tvarovd a barevnostni variabilita druhu L. fasciatus je

zobrazena v publikacich Parkinson et al. (1987), Abbott (1989) a Close (2000).
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1.5. Molekularné biologické analyzy u mékkysu

1.5.1. Fylogenetické studie

Posledni dobou se stile castéji setkavame s kompletnimi molekularné fylogenetickymi
analyzami vysSich taxonomickych celkd. Ptikladem je fylogenetickd analyza Cceledi
Strombidae — kiidlatcoviti (Mesogastropoda) (Latiolais et al., 2006). Tato celed’ vykazuje
vysokou miru morfologické variability druhti a i dosavadni fylogeneticky strom této Celedi
byl na téchto morfologickych znacich stavén. Molekularné genetickd analyza se opirala o
sekvenaci jaderného histonu H3 a mitochondrialni cytochrom c oxidazy podjednotky jedna
(COI). Ve vysledcich autofi porovnavali hlavné dvé velké rodové vétve, a to rody Strombus a
Lambis. Rod Strombus pro oblasti vychodni Pacifik a zipadni Atlantik vychazel
monofyleticky, zatimco druhy z Indo-zépadopacifické oblasti parafyleticky. Rod Lambis byl
cely monofyleticky. Pro morfologickou analyzu (geometrickda morfometrie) zkoumanych

druhti autofi pouzili metodu EFA (elliptical fourier analysis) (Latiolais et al., 2006).

Molekularn€ geneticky pfistup se Casto pouziva pro revizi taxonomie urcitého rodu; fesi se,
zda opravdu druhy v ném zahrnuté jsou vlastnimi druhy nebo se jednd o méné druhti s vyssi
morfologickou variabilitou. Pro tento ucel je ¢asto vyuzivana metoda DNA barcoding. Jedna
se o taxonomickou metodu vyuzivajici kratky geneticky marker v DNA organismu jako
identifikator urcit¢ho druhu. Vyuziva se naptiklad u neznamého vzorku DNA pro jeho
druhovou identifikaci (Kress et al., 2005) nebo k ur¢ovani novych druht (Koch, 2010). Pro
DNA barcoding u zvifat je doporu¢eno pouzivat mitochondridlni gen pro cytochrom c
oxidazu podjednotku jedna (COI) (Hebert et al., 2003). Piikladem takto zalozenych studii je
revize rodu Meretrix (Veneridae — Bivalvia) v Cing, kdy byla COI pouzita. Na zakladé
analyzy bylo zjisténo, Ze by z plivodnich patnacti druhti mélo byt nékolik druhti zruseno pro

jejich stejnou COI sekvenci (pouze synonyma) (Chen et al., 2009).

1.5.2. Fylogeograficke studie

Dalsim typem studie je analyza genetické diverzity populaci v ramci jednoho ¢i dvou druhii
méefend pres nukleotidovou nebo haplotypovou variabilitu. Pfikladem muze byt studie
ohrozeného druhu sttedomoiského mlze Pinna nobilis — Kyjovka Supinata (Linné, 1758),

kterd v rdmci populaci vykazovala vysokou nukleotidovou i haplotypovou variabilitu COL
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Tento vysledek autoii vysvétlovali existenci pelagické vysoce disperzibilni larvy, ktera
zvySuje miru genového toku mezi populacemi (Katsares et al., 2008). Stejny zavér méla i

studie na Indo-Pacifickém druhu homolice Conus ebraeus (Linné, 1758) (Duda et al., 2009).

Geneticka studie na populacich plze Patella rustica (Linné, 1758) (Patellidae -
Archaeogastropoda) prokéazala nizkou genetickou vnitropopula¢ni variabilitu pro COI na dvou
od sebe vzdalenych lokalitach (mezera timto druhem neobydlend ¢ini 300 kilometrt) 1 pfes
existenci dlouho Zijici vysoce disperzibilni larvy. Pfi¢inou tohoto jevu je podle autorti kratka
doba existence nové vzniklé populace, tudiz kratky ¢as na vnik mutaci v COI (Ribeiro et al.,
2010). Pro zivocichy s nizkou disperzni schopnosti (pfimy vyvoj — absence pelagické larvy,
neschopnost plavat) vSeobecné plati, ze COI vykazuje nizkou genetickou vnitropopulaéni

variabilitu (Samadi et al., 2006; Iguchi et al., 2007).

1.5.3. Studie celedi Muricidae

Diky védeckému z4jmu, vyuziti v potravindistvi a vyuzitim v kontrole dodrzovani legislativy
ochrany moii pred znecistovanim se stala Celed Muricidae znaéné probadanou skupinou
moiskych bezobratlych zivocichl. Tato celed’ byla diive taxonomicky rozSifovana pouze na

zaklad¢ morfologickych studii. Vychazely hlavné z morfologie ulity a raduly.

Prvni velkou fylogenetickou studii je prace od Barco et al. (2010), ktera se zamé&iuje na devét
hlavnich podceledi. Jako genetické markery byly stanoveny tii mitochondridlni (125, 16S a
COI) a jeden jaderny marker (28S). Pro cytochrom oxidazu podjednotku jedna byly pouzity
univerzalni primery pro tento gen, a to LCO1490 a HCO2198 (Folmer et al., 1994). Z analyzy
vyslo Sest podceledi jako monofyletickych a tfi polyfyletické (Muricinae, Trophoninae,

Muricopsinae) (Barco et al., 2010).

Dalsi recentni studii vramci celedi Muricidae byla biogeografickd analyza druhu
Concholepas concholepas (Bruguiére, 1789) na zépadnim pobiezi Jizni Ameriky. Na pobiezi
o délce 4200 kilometri byla nalezena vysoka haplotypova variabilita (179 haplotypti) pro
mitochondrialni COI (658 bp) (Cardenas et al. 2009). Vyuzity byly opé€t univerzalni primery
pro COI (Folmer et al., 1994). Diky vysoké genetické variabilité spojené s vysokou
morfologickou variabilitou se autofi domnivaji, ze se mezi haplotypy muzou vyskytovat

kryptické druhy. Tato vysoka genetickd variabilita byla autory vysvétlovana
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biogeografickymi bariérami, abiotickymi vlivy na populace (moiské proudy, ENSO,
,2upwellingy* a dalsi) a historickym vyvojem oblasti (doby ledové a meziledové). Navic zde
existuje tii meésice prezivajici dobie dispergujici pelagicka larva zvySujici genetickou

variabilitu diky genovému toku (Cardenas et al. 2009).

Ostranka H. trunculus nebyla podrobena jen studiim taxonomickym, environmentdlnim a
morfologickym, ale v roce 2008 vysla prvni prace genetického zaméteni (Gonzales-Tizon et
al., 2008). Jednalo se o studii genetické variability populaci H. trunculus z jizniho Portugalska
a jizniho Spanélska ze zatoky Ria Formosa lagoon. Analyza byla provedena za pomoci tfi
mitochondridlnich genii (125, 16S a COI) a jednoho jaderného markeru (5S) (Gonzéles-Tizon
et al., 2008). Pro COI byly opét pouzity univerzalni primery (Folmer et al., 1994). Geneticka
variabilita mezi populacemi byla méfena pies nukleotidovou diverzitu (prumérny pocet
nukleotidovych rozdili mezi dvémi populacemi), ktera byla nesignifikantni pro COI (x = 0—
0,004) na urovni 658 bp. Nukleotidova diverzita pro zbylé geny byla také nesignifikantni.
Geneticky materidl byl nésledné analyzovan pomoci RFLP, kterd odhalila odli$nost jedné
lokality ze tii (Gonzéles-Tizon et al., 2008). Polymorfismus délky restrikénich fragmentt
neboli RFLP (Restriction fragment length polymorphism) je analyza casto vyuzivana
k nalezeni genetickych rozdili mezi jedinci stejného druhu a casto vjedné populaci.
Rozstépenim genomové DNA pomoci enzymu (restrikénich endonukleaz) zjistime rozdily
v délkach takto vzniklych fragmenti u rtznych jedinci. Rozdily jsou dany sekvenci
nukleotidii v restrikénim misté (Smarda et al., 2005). Nizkou genetickou variabilitu si autofi
vysvétluji nedostatecnou vzdalenosti vybranych lokalit sbéru vzorkl a tim, Ze tento druh plze
nedisponuje pelagickou larvou a proto nedochazi k toku genti mezi populacemi, ktery by

genetickou variabilitu zvysil (Gonzales-Tizon et al., 2008)

1.5.4. Léky z mekkysii

Trendem poslednich let jsou studie vyuzivajici mékkysSe jako zdroj novych medikamentt
v oboru mediciny. Ptikladem jsou nova analgetika nalezena v homolicich (Conidae), ktera se
vyuzivaji pro 1é¢bu pacientii s HIV nebo rakovinou (Hannah et al., 2009). Tento novy zdroj
pro farmakologii se stal tak uspéSnym, ze dal$i studie na jinych pfibuznych celedich brzo
nasledovaly. Napftiklad celed” Terebridae (nadceled” Conoidea) byla dalsi zkoumanou

skupinou (Puillandre et al., 2010). Tato farmakologicky vyuzivand analgetika jsou ziskavana
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z jedu téchto zvitat, u homolic se jedna o conotoxiny a u ,,tereber* o teretoxiny (Hannah et al.,

2009; Puillandre et al., 2010).
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1.6. Cile prace

Pomoci geometrické morfometrie, molekularni analyzy a statistickych vypocti jsem porovnal
464 jedinct motského plze Hexaplex trunculus (Linné, 1758) z celkové deseti lokalit (tii
z chorvatského pobftezi, Ctyt z feckého ostrova Lefkdda, dvou zjizniho pobfezi Francie a

jedné z Ria Formosa lagoon z jizniho pobtezi Portugalska). Cilem studie bylo:

o geometricko—morfometrickymi postupy stanovit tvarové rozdily ulit v populacich
ostrova Lefkada (Recko), dvou lokalit z Francie a porovnat je sevzorky

z chorvatského pobiezi analyzované v bakalaiské praci;

o z vysledkli geometricko-morfometrické analyzy stanovit morfotypy pro jednotlivé
biotopy;
o stanovit, jak se na tvarovych rozdilech ulit plzG podili dédicnd slozka; porovnat

mezipopula¢ni rozdily v sekvencich DNA s vysledky z geometrické morfometrie;

o urCit uroven postiZzeni (imposex) jedinci z Chorvatska, Recka, Francie a porovnat je

mezi sebou.
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2. Material a metody

2.1. Popis lokalit sbéru

Lokality sbéru byly vybrany v dostupnych vzdalenostech s piihlédnutim na finan¢ni stranku
véci a dale pak, aby vyhovovaly mym cilim price. Mista sbéru se nachazela ve

Stiedozemnim mofi a jeho umotich, Jaderském moii a Jonském moti (obr. 6.).

Jednalo se o tii chorvatské lokality (Zambratija, Sovlje a Sumartin) (obr. 7.), ¢tyfi z feckého
ostrova Lefkéda (Lefkadda, Nikiana, Meganisi a Vasiliki) (obr. 8.) a dv€ z jizniho pobiezi
Francie (La Ciotat a Six-Fours les Plages) (obr. 9.). Jedinci z chorvatskych lokalit byli
studovani v moji bakalaiské praci (Macik, 2009) a vysledky byly piejaty i pro magisterskou
praci. Mista sbéru v Chorvatsku byla zamérné vybréna tak, aby byla od sebe dostatecné
vzdalena, jelikoz Slo o prokazéani rozdilnosti populaci z téchto lokalit. Lefkdda v pivodnim
navrhu figurovala jako jedna lokalita, ale posléze byla rozdélena na Ctyfi, protoZze mista sbéru
se od sebe znacné biotopove lisila. Vzdalenosti mezi jednotlivymi misty sbéru neptesahovaly
dvacet kilometrti. Francouzské lokality byly vybrany tak, aby byly blizko u sebe, do padesati
kilometrti, ale srozdilnymi biotopy, z divodu prokazéni rozdilnosti populaci na malém
uzemi. Dalsi podminkou bylo, aby se biotopové shodovaly s chorvatskymi nebo feckymi
lokalitami. Zamérem bylo prokazat tvarovou podobnost vzdalenych populaci na stejnych

biotopech, tedy urc¢it morfotypy.

Do molekularni analyzy byla déale ptejata data ze studie z Ria Formosa lagoon, ktera se
nachéazi zhruba dvé€ sté kilometri zdpadné za Gibraltarskym prulivem za hranici Portugalska
se Spanélskem na Portugalském pobiezi. Jedna se tedy o téméf nejzapadnéjsi misto vyskytu
plze H. trunculus (obr. 6.). Pro piedstavu, vzdalenost Ria Formosa lagoon od feckého ostrova
Lefkada je ptes dva tisice kilometrd. Tato vzdalenost byla idedlni pro genetickou analyzu
rozdilnosti populaci plze H. trunculus mezi touto portugalskou lokalitou a mymi misty sbéru.
Z hlediska doby existence Stiedozemniho motfe (5,5 milionu let — dneSni podoba
s charakterem mote mirného pésu a s nizSim kolisanim jeho hladiny — do osmdesati metri)
(Bianchi & Morri, 2000; Mojetta, 2005), jeho clenitosti a mobilit¢ tohoto druhu plze
s ptihlédnutim na délku zivota jednoho jedince (6-8 let) (El Hamdani et al., 1998) a
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neschopnosti §ifit se za pomoci veligerové larvy (pfimy vyvoj v kokonu) (Vasconcelos et. al.,

2004 ex Gonzales-Tizon et al., 2008), jde o pfirozené tézko prekonatelnou vzdalenost.

Stredozemni mote, jak jiz bylo feCeno, je velmi Clenité, za coz vdeci své bohaté geologické
historii. Prvotni vznik a formovani nejprve tropického mote Tethys spadd az do ranych
druhohor, kdy bylo kolébkou rozvoje motského Zzivota. Postupné¢ vlivem posunu
litosferickych desek a zmén klimatu na planeté¢ Zemi doslo k vytvotfeni Sttedozemniho mote
tak, jak ho zname dnes. K nejdramatictéjSim zmeénam, ve smyslu kolisani hladiny vody a tim i
vysychani obrovskych tizemi a oddé€leni od Atlantického oceanu, dochazelo pred dvaceti az
deseti miliony let. V dnesni dob€ se jedna o mofe mirného pasma s rozlohou 2,6 milionu
kilometra ¢tvereCnich, coz ho fadi mezi mofe mensi, s maximalni hloubkou 5121 metr
(jihozapadni oblast Peloponésu) (Mojetta, 2005). Podminky se v ném meéni v zavislosti na
prumérné hloubce a proudech dané oblasti a také na zemépisné poloze. Obecné vsak plati ze
teplota vody jak v zimnich (obr. 3.), tak v letnich mésicich (obr. 4.) stoupa od zapadu k
vychodu. Primérna teplota vody v zimé v zapadni ¢asti ¢ini 11 °C a ve vychodni 16 °C v 1été
pak je na zapad¢ 20 °C a na vychod¢ 28 °C. Tento zdpadovychodni trend plati celorocné i pro
salinitu (obr. 5.), kterd je na zédpadé 36 %o a na vychod¢ az 40 %o. Ptiliv a odliv je nizky. Jedna
se pouze o pulmetrové rozdily ve vysce motské hladiny (Mojetta, 2005). V tabulce (tab. 1., 2.)
jsou vypsany vSechny zakladni abiotické faktory reprezentujici biotopy na jednotlivych

lokalitach sbéru (feSeno podle obrazka 3.-5., geologie oblasti a irovné Clenitosti reliéfu dna).

Tab. 1.: Primérné hodnoty zimnich a letnich teplot spole¢né se salinitou na jednotlivych lokalitach sbéru.

Stat Lokalita Teplota Z. (°C) Teplota L. (°C) Salinita (%o)
Chorvatsko Zambratija 9 24 37,5
Sovlje 12 22 38
Sumartin 13 24 38
Recko Lefkada 12 26 39
Nikiana 15 25 38,5
Meganisi 15 25 38,5
Vasiliki 15 25 38,5
Francie La Ciotat 12 22 38
Six-Fours les Plages 12 22 38
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Tab. 2.: Typ geologie a tiroven Clenitosti reliéfu dna pro jednotlivé lokality sbéru (VS = vapencova skala; JBPS-
V = jemny bahnito-pis¢ity sediment — vapenec; PS-V = piscity sediment — vapenec; KS+PS = kiemicity slepenec

+ piscity sediment; O = ne; X = ano).

Stat Lokalita Geologie lokalit Clenitost reliéfu dna
VS  JBPS-V PS-V  KS+PS Nizka Stredni Vysokad
Chorvatsko Zambratija O O X O X O O
Sovlje X O X O O X O
Sumartin X O X O O O X
Recko Lefkdda 0 X 0 0 X 0 0
Nikiana X O X O O X O
Meganisi X O X O O X O
Vasiliki X O X O O X O
Francie La Ciotat O O O X O O X
Six-Fours les Plages X O X O O O X
lﬁ_-“l.ll O T T A e ...-_i' ll,r"

Obr. 3.: Mapa Stiedozemniho mofte s vyznacenymi liniemi teplotnich zmén pii hladiné (primérné zimni teploty

ve stupnich Celsia) — upraveno v programu GIMP 2 (GNU Image Manipulation Program, 2008).
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Obr. 4.: Mapa Stiedozemniho mofe s vyznacenymi liniemi teplotnich zmén pfi hladiné (primérné letni teploty

ve stupnich Celsia) — upraveno v programu GIMP 2 (GNU Image Manipulation Program, 2008) .
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Obr. 5.: Mapa Stiedozemniho mofe s vyznacenymi liniemi zmén salinity pfi hladiné

(http://www.vialattea.net/esperti/php/risposta.php?num=7249).
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Obr. 6.: Mapa Stredozemniho mofte s vyzna¢enymi lokalitami sbéru vzorkt H. trunculus. Desata lokalita Ria

Formosa lagoon je mistem sbéru vzorki ve studii Gonzales-Tizon et al., 2008 (data z GenBank).

2.1.1. Chorvatsko

2.1.1.1. Zambratija

Prvni lokalita sbéru byla Zambratija, lezici pet kilometra jizné od nejsevernéjsitho mysu Istrie
(obr. 7.). Nizka clenitost reli¢fu dna i souSe se shoduji. Plynule pfechazi jeden v druhy. Piiliv
je nizky stejné jako v celém Jaderském moti. Geologické podlozi je vapencové s pisCitym
sedimentem. Sbér byl provadén od 13.4. do 16.4.2007, kdy bylo jasno s teplotou vzduchu 23—
26 °C. Viditelnost pod vodou byla zhruba deset metrti, teplota hladinové vrstvy vody byla 15
°C s termoklinou ve tfech metrech. Zakladni primémé abiotické faktory jsou vypsany
v tabulce (tab. 1.). Sbér byl provadén v zalivu mistni plaze od ptilivové zony do hloubky osmi
metri. Ve vétSich hloubkdch uz nebyly ostranky nachdzeny. Od tiech do osmi metri se

svazuje pis€ina, kterd je chudsi na zZivot.

2.1.1.2. Sovlje

Pét kilometr severné od mésta Vodice ve stiedni Dalmécii se nachézi druha lokalita sbéru.
Jedna se o zatoku v Sovlje na Sibenické riviéte (obr. 7.). Sbér zde byl provadén od 14.7. do
21.7.2007. Reliéf dna je kaskadovit¢ prudce svazity do hloubky dvacet metri a jde o
homogenni vapencovou skalu s malymi ostrivky pis¢itych usazenin. Celkové je reliéf dna
sttedné clenity. Kaskadu dna tvofi tfi ploSiny. Prvni je ve tfech metrech, druhd v deseti

metrech a posledni tvoii dno, které je porostlé posidonii (Posidonia oceanica). V dob¢ sbéru
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bylo jasno a maximalni teplota vzduchu se pohybovala od 30 do 35 °C. Proudéni je zde dosti
silné, z ditvodu vtoku a odtoku vody do zatoky vlivem piilivu a odlivu. Teplota mofe byla 25
°C a viditelnost patnact metrti. Primérné zimni a letni teploty vody s primérnou salinitou jsou
uvedeny v tabulce (tab. 1.). H. trunculus se vyskytoval od sto padesati centimetri do osmnécti

metr hloubky, a to témét vyhradné na ploSinkach, kde se zahrabaval do pulky ulity do pisku.

2.1.1.3. Sumartin

v

Nejclenitéjsi a druhové nejbohatsi lokalitou sbéru srovnatelnou s francouzskymi lokalitami
byla posledni chorvatska lokalita na ostrové Bra¢, Sumartin (obr. 7.). Sbér byl zapocat
22.9.2007 a dokoncen 1.10.2007. V obdobi sbéru nebylo mozné tfi dny sbéry provadet,
protoze oblast byla vystavena bouikdam a silnému vétru. Za pfijatelného pocCasi pro sbér
teploty dosahovaly ke 25 °C a pii bouice bylo 18 °C. Teplota mote se pohybovala od 17 do
20 °C. Viditelnost byla dvacetimetrova a proud zadny. Abiotické faktory typické pro oblast
vychodniho pobtezi ostrova Brac¢ jsou vypsané v tabulce (tab. 1.). Kamenité dno se rychle
svazuje a volné ptechézi v piscité dno. Boky zatoky tvofi vapencové stény nebo prudké svahy
poseté velkymi kameny. Flora i fauna je zde velice rozmanita. H. trunculus se zde hojné

vyskytoval od dvou do patnacti metra.

29



I 100 km I

1. Zambratija

Chorvatsko

Sibenik

0. Brac

3. Sumartin Dubrovhilk

Jaderské mofe

Obr. 7.: Mapa Chorvatska s vyznac¢enymi lokalitami sbéru vzorkda.

2.1.2. Recko

2.1.2.1. Lefkada

V lokalité u hlavniho mésta Letkaddy v misté¢ méstského odkalisté, které je propojeno s mofem
jen uzkym priplavem slouzicim jako pfistav (kotvist€) pro malé lod€, byl sbér proveden
20.9.2009 (obr. 8.). Teplota vzduchu pfesahovala 30 °C a teplota vody se téz blizila teploté
vzduchu, protoze hloubka odkalisté Cinila pouze jeden metr. Na této lokalité jsem se
nepotapél, protoze znecisténi vody zde vyhovuje ke koupani jen pro odvazlivce. Pii pohledu
na prumérné teploty a salinitu v tabulce (tab. 1.) musim konstatovat, Ze realita v odkalisti
zdaleka neodpovidd priméru ostrova Lefkada. Hodnoty teploty a salinity zde maji béhem
roku mnohem vétsi vykyvy nez v okoli, mimo odkalisté, diky malé hloubce lokality. V 1été
zde dochazi k prehtati vody a diky odparu ke zvySeni salinity a v zim¢ k prochladnuti vody a
k rapidnimu sniZeni salinity vlivem vét$iho uhrnu srazek b&hem zimnich mésici. Clenitost
reli¢fu je zde velmi nizkd, jednd se pouze o homogenni bahnito-pisCity substrat. Jedinci byli

sesbirani v nulové hloubce na okraji jizni Casti odkalisté. Nizké druhové bohatstvi této

30



lokality bylo zardzejici. Z okem viditelnych druht Zzivoc¢ichii zde byli k zastizeni jen ostranky

H. trunculus a krabi.

2.1.2.2. Nikiana

Nikiana je lokalita vzdalend deset kilometri od mésta Letkada a nachazi se na vychodnim
pobiezi ostrova Lefkdda pobliz mésta Nydri (obr. 8.). Jedna se o pruliv mezi ostrovem
Lefkdda a fteckou pevninou. Reliéf dna vykazuje stfedni clenitost diky homogennimu
pis€it¢ému sedimentu a fidce roztrouSenym vapencovym skalkdm. Vzorky byly nasbirany
21.9.2009, kdy se teplota vzduchu vySplhala az na 32 °C a teplota vody dosahovala 25 °C.
Roc¢ni primérné teploty a salinita jsou vypsany v tabulce (tab. 1.). Dohlednost zde byla
snizena pod deset metrii diky siln¢jSimu proudu, ktery zptisoboval zvySenou uroven turbidity.
Druhovéa bohatost této lokality byla vys$si nez na lokalit¢ Lefkdda, ale nevyrovnala se

nasledujicim mistim sbéru.

2.1.2.3. Meganisi

Sesta lokalita sbéru H. trunculus byla vybrana na ostrové Meganisi v nejseverngjsim zalivu
pro stfedni troven Clenitosti relié¢fu dna. Tento zaliv se nachazi pét kilometr na jihovychod
od Nydri v pralivu mezi ostrovem Lefkdda a feckou pevninou. Jednd se vSak tzemné o
soucast Lefkady, jakési souostrovi Lefkada (obr. 8.). Sbér byl proveden 23.9.2009. Teplota
vody 1 vzduchu odpovidala ptedchozi lokalit¢ Nikiana, stejné tak i primérné ro¢ni teploty a
salinita (tab. 1.). Diky nizké urovni turbidity a slabym proudiim zde byla dobra viditelnost
(vice nez dvacet metri). Reliéf dna byl tvofen vépencovymi skalkami riznych velikosti
s Castymi pfevisy, ale i tak bylo dno pomérné ploché. Tyto skalky byly pferuSovany porosty
posidonii a ¢asté zde byly 1 ostrivky piscitych usazenin. Tato lokalita byla velmi bohata na

zivot, jak na bezobratlé Zivocichy, tak na obratlovce.

2.1.2.4. Vasiliki

Vasiliky se nachazi dvacet kilometrii jihozapadné od mésta Letkada napiic¢ pres cely ostrov
v zalivu, ktery je celodenné vystaven silnému vétru a vysokym vinam, které utvareji raz
zdejsiho pobtezi (obr. 8.). Reliéf dna je stiedné Clenity, jednd se pouze o vapencovou malo
Clenitou skalu s obcasnymi pis¢inami. Vzorky byly nasbirany 25.9.2009 za teploty vzduchu

30 °C a teploty vody 24 °C. Primérné rocni teploty a salinita je identickd s dvéma
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piedchozimi lokalitami (tab. 1.). Druhové bohatstvi zivocicht je zde vysoké, ale lisi se tim, ze
se jedna prevazné o pelagické druhy, které sem byly s nejvétsi pravdépodobnosti doneseny
proudy (meduzy), protoze zaliv je na navétrné strané ostrova. Druhti bentickych zivocicht zde

bylo méng¢, ale nechybél zde vSudyptitomny H. trunculus.

lonske mofe

4. Lefkada P BEtky

. Nikiana

]

o. Lefkada Mydri

6. Meganisi

7. Yasiliki

0. Meganisi

[ 5 km i
| 1

Obr. 8.: Mapa feckého ostrova Lefkadda s vyznaCenymi lokalitami sbéru vzorkt.

2.1.3. Francie

2.1.3.1. La Ciotat

Osma lokalita sbéru se nachazela na jihozdpadnim pobtezi méstecka La Ciotat v Jizni Francii
dvacet kilometri vychodné od Marseille (obr. 9.). Sbér byl proveden 5.8.2011, kdy se denni
teplota vySplhala az na 34 °C a teplota mote byla 25 °C s viditelnosti pfes dvacet metrt.
Primérné teploty a salinita jsou v tabulce (tab. 1.). Vysoce Clenity reliéf dna byl tvofen

kolmymi sténami kiemencového slepence s homogennim pis€itym dnem pierusovanym
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Castymi skalkami a porosty posidonii. Pobiezi bylo jak na druhy, tak na pocty jedinct

v populaci velmi chudé.

2.1.3.2. Six-Fours les Plages

Tato posledni devatd lokalita se nachazela dvacet kilometrti vychodné od ptedeslé lokality
sbéru na deskovitych vapencovych skalach s pis€itymi lavicemi s celkové vysokou Clenitosti
relié¢fu dna a se stejné chudou faunou a florou jako na osmé lokalité¢ (obr. 9.). Sbér byl
proveden 7.8.2011 za stejnych povétrnostnich podminek jako sbér u La Ciotat. Dohlednost ve
vodé vSak byla rozdilna, dosahovala pouze deset metrd. Diky tomu, Ze se jednalo o névétrnou
stranu zatoky, bylo skalnaté pobtezi siln¢ naruSovdno vétrem a piibojem. Primérné abiotické

faktory této oblasti jsou vypsany v tabulce (tab. 1.).

Francie - Provence

Marseille Saint-Tropez
Toulon

8. La Ciotat
e

9. Six-Fours les Plages

60 km 4 i ra
I 4 Stfedozemni mofe

Obr. 9.: Mapa jizni Francie s vyzna¢enymi lokalitami sbéru vzorkd.
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2.2. Metody pouZzité v terénnim vyzkumu a laboratori

2.2.1. Sbér vzorku

Vsech 464 jedinct moiského plze druhu H. trunculus bylo postupné sesbirano z deviti lokalit
Stfedozemniho mote. Odchyt byl provadén piistrojovym (Scuba diving) a volnym potapénim
(Freediving). Jedinci byli posléze uspani v roztoku chloridu hote¢natého (MgCl,) ve sladké
vodé. Bylo pouzito 75 gramt hexahydratu chloridu hofecnatého na jeden litr sladké vody
(Gibbs, 1999). Po dvou hodinach pobytu v uspavacim roztoku plzi vykazuji plnou relaxaci
svalové tkan€ a tudiz je 1ze snadno vytdhnout z ulity, zjistit tak pohlavi a v pfipad¢ samic
postizenych maskulinizaci provést pitvu pro zjiSténi Grovné postizeni ,,imposex* (coZ jsem
nezjistoval). Pokud k relaxaci svalil nedojde, nark6za se prodluZzuje na dobu nezbytné nutnou
(Gibbs, 1999). Dale jsem zajistil geneticky material pro molekularni analyzu, a to tak, ze jsem
odfizl ¢ast svalnaté nohy z oblasti hlavy a zafixoval ji v etanolu (96 %). Pro nasledujici

analyzy bylo nezbytné jedince usmrtit. Zbyl¢ ulity jsem dale zpracovaval v laboratofi.

2.2.2.Konzervace a cisténi

Narkoza byla provadéna za ucelem zjiSténi pohlavi, aniz bych narusil ¢i né&jak jinak
znehodnotil ulity (Gibbs, 1999; Vasconcelos et al., 2006), které byly vyuzivany pro analyzu
geometrické morfometriky. Narkoza tohoto typu se poprvé na moiském plzi H. trunculus
provadéla v roce 1999 (Gibbs, 1999). Byla téz provadéna i na jiném druhu ostranky Nucella
lapillus (Gibbs, 1999; 2005). Tato velmi huménni metoda uspani a nasledného usmrceni byla
velmi uspéSna a druh H. trunculus vykazuje vysokou snaSenlivost k tomuto zpiisobu
narkotizovani (Vasconcelos et al., 2006). Srovnavanim metod urceni pohlavi bylo zjiSténo, ze
vysledky se neméni. Obéma dvéma zpiisoby (usmrceni, uspani) bylo dosazeno 95 procentniho
spravného urceni pohlavi. Dnes uz se tedy pouzivd pouze uspavaci metoda (Vasconcelos et

al., 2006).

V laboratofi, po pfevozu z terénu, byly ulity do¢iStovany maceraci od zbylych mékkych ¢asti
tél plzh a nasledné byly cistény ulity z vnéjsi strany od vépenatych nanost, fas, houbovci a
schranek krouzkovct. Tito ZivoCichové a fasy vyuzivaji ulity H. trunculus jako substrat,
oporu pro rust (Vasconcelos et. al., 2007). Pro vnéjsi Cisténi byl pouzivan osmiprocentni

potravinaisky ocet a sladkd voda. Za pomoci malych kartack a nozikt se ulity docist'uji.
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Cisténi ulit je dilezité pro piesnost geometricko-morfometrického méfeni, aby nedochazelo
k chybam. U ulit zna¢né znecisténych schrankami mnohostétinatci nékdy dochézelo ke
zborceni vrchni casti spirdly, ale nikdy ne tak, aby nemohla byt pouZita v geometrické

morfometrii.

2.2.3. Geometricka morfometrie

Pro stanoveni tvarovych rozdili na ulitich po jejich dukladném vycisténi byla pouzita
geometrickd morfometrie, kterd byla jiz GspéSné pouzita v moji bakaléaiské praci (Macik,
2009). Tato metoda méla urcit tvarové rozdily ulit v mnou zkoumanych populacich, tedy je

oddélit anebo odhalit populace tvarové podobné (morfotypy).

Ulita kazdého jedince byla vyfotografovana z ventralniho pohledu (pohled kolmy na oblast
obusti). Pouzit byl fotoaparat Olympus p 780 a vysledné fotografie byly uloZeny ve formatu
JPEG. S pomoci geometricko-morfometrickych programt tpsUtil (Rohlf, 2008), tpsDig
(Rohlf, 2006), Relative warps (Rohlf, 2007a) a tpsRegr (Rohlf, 2007b) byly analyzovany
vSechny ulity. Pomoci programu tpsDig byla ziskdna soufadnicova data (x,y) pouzitych
landmarkt (obr. 10.) (Rohlf, 2006). Program Relative warps umoziuje upraveni
soufadnicovych dat stanovenim primémé tangencidlni konfigurace prokrustovskou
superpozici. Tentyz program vypocetl matice deformacnich energii a uniformni zmény tvaru:
Uni X; Uni Y (Rohlf, 2007a). Pomoci programu tpsRegr byly zjistény geometrické velikosti
ulit (Rohlf, 2007b). Mnohorozmérna matice deformacnich energii a uniformni zmény tvaru
byla dale analyzovana v programu STATISTICA 8 (StatSoft, 2007). Tvarové vizualizace byly
provedeny v programu tpsRegr (Rohlf, 2007b).
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Obr. 10.: Vlevo = Pouzité landmarky na ventralni stran¢ ulity u plze H. trunculus. 1 = vrchol ulity; 2 = dotek
star§i a mladsi ¢asti spiraly 360° od vné&jsiho pysku; 3 = dotek star$i a mladsi ¢asti spiraly (dotek starého
vnéjsiho pysku, ktery je v intervalu (180°,360°) od vnéjsiho pysku); 4 = dotek starsi a mladsi ¢asti spiraly 180°
od vnéjsiho pysku; 5 = hrbol na tfetim spiralnim zebru 360°0od vnéjsiho pysku; 6 = pozice na hrbolu starého
vngjsiho pysku, kde prochazi tieti spiralni Zebro (interval (180°,360°) od vné&jsiho pysku); 7 = pozice na starém
vnéj$im pysku, kde prochazi treti spiralni Zebro (interval (180°,360°) od vnéjsiho pysku); 8 = hrbol na tfetim
spiralnim Zebru 180°0d vnéjsiho pysku; 9 = oblast baze ulity za starym sifonalnim kanalkem a prvnim bazalnim
hrbolem; 10 = vrchol civkového tiseku obusti (columella); 11 = vrchol andlniho kanalku; 12 = nejvétsi vystupek
na vn&js$im pysku; 13 = vystupek parietalniho pysku, ktery sousedi s andlnim kanalkem; 14 = okraj patrového
navalku v oblasti baze; 15 = nejvzdalenéjsi ¢ast vnéjsiho pysku od osy ulity* (tvar bez vystupku); 16 = vnitini
okraj patrového navalku, ktery vytvari usecku s landmarkem 17 (isecka je kolma k ose ulity); 17 = vnéjsi okraj
patrového navalku, ktery se spiralné shoduje s landmarkem 9; 18 = vrchol patrového navalku, ktery blizce
sousedi s bazi ulity; 19 = okraj patrového navalku, ktery je v tomto misté spojen se starym sifonalnim kanalkem;
20 = vrchol hrbolu na patrovém névalku, ktery blizce sousedi se sifonalnim kanalkem; 21 = dno zlabku na
vnéj$im pysku, ktery sousedi se srpkem na vnéjSim pysku; 22 = vrchol srpku na vnéjsim pysku, ktery sousedi se
zlabkem na vnéjSim pysku; 23 = vrchol srpku na vnéjsim pysku, ktery sousedi se zacatkem sifondlniho kanalku;
24 = pistél (umbilicus) nejvzdalenéjsi ¢ast, dotek nového a starého sifonalniho kanalku; 25 = vrchol sifonalniho
kanalku, ktery vychazi z ¢asti vnéjsiho pysku. *Osa ulity je usek mezi vrcholem ulity a koncem sifonalniho
kanalku.; Vpravo = Pouzité landmarky na schématickém nakresu tvaru ventralni strany ulity u plze H. trunculus.

Prevzato ze studie Macik, 2009.

36



2.2.4. Molekularni analyza

2.2.4.1. Izolace DNA

Pro molekularni analyzu bylo pfipraveno 464 vzorki z deviti lokalit ve Stfedozemnim mofi.
Vzorky mékkého téla (pfedni ¢ast nohy) byly zakonzervovany v etanolu (96%) v 1,5 ml
uzaviratelné zkumavce (Eppendorf) a uchovany v chladicim boxu pfed dalSim zpracovanim.
Nasledné bylo z kazdého vzorku, ktery byl pouzit na izolaci DNA, odfiznuta mala ¢ést. Poté
byla ponechana nékolik minut na vzduchu, aby doslo k odpateni etanolu. Vse bylo provadéno
ve sterilnim laboratornim prostfedi. Izolace DNA byla provedena z vybranych vzorka
z jednotlivych lokalit (tfi vzorky z kazdé). Ctyfi fecké lokality byly povazovany za jedinou
z ditvodu nepiilis velkych geografickych vzdalenosti (>10 km). V souctu bylo vyizolovano 18
vzorktl (6 lokalit) s tim, ze izolace tieti chorvatské lokality Sumartin musela byt opakovana,
protoze pti kontrole pomoci gelové elektroforézy nebyl zaznamenan signal (obr. 32.). Cely
proces izolace byl proveden za pouziti ,,izolacniho kitu® (JETQUICK Tissue DNA Spin Kit —

Genomed) podle postupu izola¢niho protokolu (¢ast A) ptilozeného uvnitt (Bowtell, 1987).

2.2.4.2. PCR

Metoda PCR ,,Polymerase chain reaction (Polymerazova tetézova reakce) slouzi k rychlému
namnozeni (amplifikaci) ndmi vybraného tseku DNA. Diky tomu lze i ze vzorku s nizkou
koncentraci analyzovat DNA. Aby doslo k amplifikaci useku o ktery mame z4jem, musime
k izolatu DNA ptimichat kratké oligonukleotidové useky DNA zvané ,,primer”. Dale se
pfidava Master Mix. Tato smé&s obsahuje vSechny zbylé komponenty reakéni smési — reakéni
pufr, aditiva (pfima gelova elektroforéza amplifikovaného produktu — bez nutnosti vkladaciho
pufru), anti-Taq monoklonalni protilatku specifickou pro Taq DNA polymerazu, barvivo pro
snadnéjsi manipulaci se vzorky a vizudlni kontrolu vzorkt pii gelové elektroforéze (barvivo je
na gelu pohyblivéjsi nez PCR produkt), Tag-Purple DNA polymerazu a stabilizatory. Anti-
Taq protilatka blokuje enzymatickou aktivitu Tag-Purple DNA polymeréazy, diky ¢emuz je
znemoznéno zahdjeni polymerdzové reakce diive nez pti PCR. Pfi denaturaci, béhem PCR,
dojde k nevratné inaktivaci protilatky. DNA polymeraza je tak odblokovana a stane se
enzymaticky aktivni. Naposledy se pfidava voda. PCR amplifikace piedtim vyizolované DNA
probihd v pfistroji zvany ,,Termocycler, ktery je zkonstruovany tak, aby dokézal béhem
nekolika sekund upravit teplotu reakéni smési podle pfedem stanoveného protokolu.

Vyslednym produktem PCR jsou miliony kopii ndmi vybraného useku DNA. Délka useku
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muze dosahovat od 2500 bazi parti (bp) do 30000 bp podle pouzité¢ polymerazy. PCR produkt
je déle pomoci GE (gelova elektroforéza) testovan na homogenitu amplifikované DNA a téz
se jedna o kontrolu Gspésnosti izolace DNA. Nasleduje sekvenace iseku DNA a dal$i analyzy

(Smarda et al., 2005).

Cely proces amplifikace DNA (v moji praci cytochrom c oxidaza podjednotka jedna = COI)
se sklada ze tii krokd. Prvnim je denaturace, pii které dochazi k naruseni vodikovych mistki
v DNA a tim se rozvolni dvousSroubovice. V dalS§im kroku dochazi k nasednuti primerti na
jednovldknovou DNA. Poté se na komplex DNA + primer navaze DNA polymeraza.
V poslednim tfetim kroku dochazi k samotné syntéze DNA a to ve sméru od 5" konce k 3”
konci. Dochézi k pfiristani komplementarniho vldkna k ptivodni molekule jednovldknové
DNA. Proces se n€kolikrat opakuje (30krat az 40krat) a tim dojde k amplifikaci useku, ktery

zkoumame (Smarda et al., 2005).

Pro moji reakéni smés na PCR amplifikaci byly pouzity univerzdlni primery pro
mitochondridlni cytochrom ¢ oxidazu podjednotku jedna (COI) a to LCO1490 (5'-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG - 3°) o objemu 1,5 pl, HCO2198 (5'- TAAAC
TTCAGGGTGACCAAAAAATCA - 37) o objemu 1,5 pl (Folmer et al, 1994), které jsou
Casto pouzivany (Samadi et al., 2006; Iguchi et al., 2007; Duda et al., 2009; Duda et al.,
2009b; Chen et al., 2009), voda o objemu 8,5 ul a Combi PPP Master Mix (Top-Bio, 2001) o
objemu 12,5 pl na kazdy izolat. PCR reakce byla provedena v termocycleru (BIOER, XP-
cycler). Prvnim krokem byla denaturace reak¢éni smési pii 94 °C na 3 minuty, po které
nasledovalo 35 opakovani 94 °C na 1 minutu, 40 °C na 1 minutu a 72 °C na 1,5 minuty a

zéaverecna extenze reakéni smési byla Sminutova pii 72 °C.

2.2.4.3. Gelova elektroforéza

K déleni latek podle jejich pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém poli slouzi gelova
elektroforéza (GE). Pro naSe ucely byla pouZzita horizontalni gelova elektroforéza (HGE). Ta
se hlavné pouziva pro velké molekuly jako sacharidy, proteiny a nukleové kyseliny. Jako
médium se nejcastéji pouziva agarovy gel, ve kterém dochazi k separaci molekul. Gel je
jakasi tfidimenziondlni sit, kterd slouzi jako ,sitko“, pricemz velikost pori odpovida
bilkovinam a nukleovym kyselindm. Rychlosti molekul jsou zavislé na jejich naboji, velikosti,

molekulové hmotnosti a pohyblivosti gelu (Smarda et al., 2005).
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Pro GE byl pouzit TAE pufr a agar6zovy gel (1%) v poméru 0,75 g agardzy na 75 ml TAE.
PCR produktu bylo naneseno vzdy 5 pl. Elektroforéza probihala 30 minut za stdlého napé&ti
120 V. Vysledky GE byly vizualizovany modrym svétlem (Herolab, UltraCAM-UVT-20BE),
protoze PCR produkt byl obarven barvivem SybrGreen 1 (vyrobce In Vitro Gen). Fotografie
byly potfizeny fotoaparatem Canon PowerShot A620.

2.2.4.4. Sekvenace, alignment

Cilem sekvenace je ur€it primarni strukturu DNA, tedy zjistit pofadi nukleotidi v molekule
DNA. Produkt polymerdzové tetézcové reakce byl odeslan na sekvenaci (MacroGen Inc.,
Soul, Korea). PCR produkt byl sekvenovan ,,Sangerovym sekvenovanim* (specificka inhibice
enzymové syntézy fetézci DNA) (Smarda et al., 2005). Vysledné ,.chromatogramy“ byly
,»zkontigovany* dohromady v programu Seqman (DNAStar). Nésledné byly FASTA soubory
»alignovany“ v programu BioEdit (Hall, 1999). Navic byly pro analyzu pouzity data
z GenBank (ACA62688.1) ze studie na H. trunculus z Portugalského pobiezi (Gonzales-
Tizon et al., 2008).

2.2.5. Statisticke zhodnoceni

Pomoci programu STATISTICA 8 (StatSoft, 2007) byla analyzovdna mnohorozmérna data a
dale byly zhotoveny grafy. Obrazky a ptilohy pouzité v této praci byly vytvorené ¢i upravené
v programu GIMP 2 (GNU Image Manipulation Program, 2008).

Mnohorozmérna data byla analyzovana pomoci Discriminant function analysis (DFA) pii niz
bylo nutné provést Bonferroniho korekci hladiny vyznamnosti pro vicecetna parova srovnani.
Pocatecni hodnota piijatelné chyby 1. druhu byla vydélena poctem parovych srovnani (pro
devét lokalit sbéru a = 0,05/36 = 0,0014). Tato metoda méla prokazat ¢i vyvratit hypotézu o
tvarové rozdilnosti jednotlivych mnou zkoumanych lokalit. Pro zjiSténi podobnosti
jednotlivych lokalit byly pouzity Mahalanobisovy distance (DY), diky kterym jsem schopen
urcit morfotypy tvarové podobnych jedincti. Morfotypy byly také analyzovany pomoci DFA
(Bonferroniho korekce pro 6 morfotypa a = 0,05/15 = 0,0033). Vizualizace pomoci
dendrogramu, ktery vyobrazuje vztahy mezi morfotypy skrze tvarové rozdily ¢i podobnosti
byla zhotovena v programu STATISTICA 8 - UPGMA (StatSoft, 2007). Tento dendrogram

byl zhotoven z Mahalanobisovych distanci mezi morfotypy.
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Pro zjisténi Grovné postizeni (imposex) plzt H. trunculus z jednotlivych lokalit a stat byla
pouzita STATISTICA 8 (StatSoft, 2007). V programu Canoco (Braak & Smilauer, 1998) byl
vizualizovan vztah vybranych abiotickych faktor k tvarovym rozdilim ulit mezi morfotypy
motskych plzi H. trunculus tak, ze abiotické faktory byly vyneseny jako ,,supplementary
variables* do prostoru prvnich dvou diskrimina¢nich os. Data poskytujici informace o poctech
jedincti s pohlavim sam¢im, sami¢im a maskulinizované samice (imposex) na jednotlivych

lokalitach jsou v tabulce (tab. 3.).

Tab. 3.: Pocty jedincti jednotlivych kategorii pohlavi pro pfislusné lokality.

Stat Lokalita Samci Samice Imposex Celkem
Chorvatsko Zambratija 11 45 44 100
Sovlje 37 0 63 100
Sumartin 43 32 25 100
Recko Lefkada 17 17 6 40
Nikiana 8 4 22 34
Meganisi 10 7 17 34
Vasiliki 6 7 22 35
Francie La Ciotat 5 2 3 10
Six-Fours les Plages 4 1 6 11
Celkem 9 141 115 208 464
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3. Vysledky

3.1. Geometricko-morfometricka analyza

Za pomoci programu Relative warps (Rohlf 2007a) byla vypoctena matice deformacnich
energii, kterd byla pouZita jako mnohorozmérny geometricky parametr tvaru ulit plza
H. trunculus. Rozdily mezi lokalitami ve tvaru ulit byly vyrazné a signifikantni na hladiné 5%
vyznamnosti (Bonferroniho korekce). Pro nékteré dvojice lokalit Nikiana, Meganisi, Vasiliky
(Recko) a La Ciotat, Six-Fours les Plages (Francie) byly hodnoty F-statistiky niZ3i (tab. 4.), P
> 0,0014 a Mahalanobisovy distance (tab. 5.) také niz$i, coz poukazuje na tvarovou

podobnost jedincli mezi témito lokalitami. Tito jedinci byli slouc¢eni do dvou morfotypt.

Tab. 4.: Rozdily ve tvaru ulit mezi populacemi — vysledky testu statistické vyznamnosti Mahalanobisovych
distanci. Uvedeny jsou hodnoty F-statistiky se zvyraznénymi nesignifikantni rozdily (Bonferroniho korekce

pfijatelné chyby 1. druhu o = 0,05/36 = 0,0014).

Lokality Zambratija Sovlje Sumartin Lefkdda Nikiana Meganisi Vasiliki La Ciotat
Sovlje 8,75 - - - - - - -
Sumartin 13,80 3,68 - - - - - -
Lefkada 9,33 4,50 3,03 - - - - -
Nikiana 12,93 6,42 5,30 3,70 - - - -
Meganisi 12,45 7,09 6,16 4,60 1,27 - - -
Vasiliki 14,22 7,18 6,06 4,70 1,55 1,55 - -

La Ciotat 3,55 3,25 3,97 3,50 5,46 5,09 5,03 -
Six-Fours les Plages 3,84 3,36 4,18 4,00 6,09 5,73 5,57 0,95

Tab. 5.: Matice Mahalanobisovych distanci mezi populacemi se zvyraznénymi nesignifikantni rozdily na 5%

hladiné vyznamnosti upravené Bonferroniho korekci.

Lokality Zambratija Sovlje Sumartin Lefkdda Nikiana Meganisi Vasiliki La Ciotat

Sovlje 8,93 - - - - - - -
Sumartin 14,09 3,76 - - - - - -
Lefkada 16,67 8,04 5,42 - - - - -
Nikiana 26,01 12,92 10,67 10,29 - - - -
Meganisi 25,06 1427 12,39 12,88 3,80 - - -

Vasiliki 27,99 14,14 11,92 12,84 4,59 4,59 - -
La Ciotat 19,94 18,25 22,30 22,33 36,08 33,65 33,04 -

Six-Fours les Plages 19,80 17,31 21,55 23,65 37,38 35,21 33,97
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Diskriminaéni analyza DFA uspé$né oddélila jedince z jednotlivych lokalit sbéru na 76 %
(obr. 11.). Na obrazku 12 jsou pro piehlednost vyneseny primér jednotlivych lokalit
Dendrogramy vytvofené¢ z Mahalanobisovych distanci mezi jednotlivymi lokalitami sbéru

vzorkli metodou UPGMA jsou znazornény na obr. 15. a 16.
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Obr. 11.: Vizualizace vysledkt diskrimina¢ni analyzy (DFA) tvaru ulit H. trunculus pro devét lokalit sbéru (e —
Zambratija; 0 — Sovlje; ¢ — Sumartin; A — Lefkada; o — Nikiana; m — Meganisi; ¢ — Vasiliki; A — La Ciotat; + —

Six-Fours les Plages) v prostoru prvnich dvou diskrimina¢nich os (DF 1; DF 2).
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Obr. 12.: Vizualizace vysledkt diskrimina¢ni analyzy (DFA) tvaru ulit H. trunculus pro devét lokalit sbéru (e —
Zambratija; 0 — Sovlje; ¢ — Sumartin; A — Lefkada; o — Nikiana; m — Meganisi; ¢ — Vasiliki; A — La Ciotat; + —
Six-Fours les Plages) v prostoru prvnich dvou diskriminacnich os (DF 1; DF 2). Vyneseny primérné hodnoty

lokalit.
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3.2. Morfotypové uréeni

Morfotypy byly stanoveny podle pfedchozi geometricko-morfometrické studie. Z vysledka
byla patrnd homogenita tvart ulit pro trojici feckych lokalit Nikiana, Meganisi a Vasiliki a
dvojici francouzskych lokalit La Ciotat a Six-Fours les Plages. Z deviti lokalit tedy vzeslo Sest
morfotypli (Zambratija — Chorvatsko = ZCh; Sovlje — Chorvatsko = SoCh; Sumartin —
Chorvatsko = SuCh; Lefkada — Lefkdda = LL; Nikiana+Meganisi+Vasiliky — Lefkdda =
NMVL; La Ciotat+Six-Fours les Plages — Francie = LCSFF), a diskrimina¢ni analyza DFA
byla provedena pro téchto Sest morfotypii. Mahalanobisovy distance byly signifikantni mezi
vSemi dvojicemi morfotypli na 5% hladiné vyznamnosti (upravené Bonferroniho korekci o =

0,05/15 = 0,0033) (tab. 6.-7.).

Tab. 6.: Rozdily mezi morfotypy tvaru ulit hledané na zédklad¢ matice deformacnich energii a DFA: hodnoty F-

statistiky, (df = 46,413).
Morfotypy ZCh SoCh  SuCh LL NMVL

SoCh 8,73 - - - -
SuCh 13,80 3,71 - - -
LL 9,33 4,51 3,04 - -
NMVL 24,89 12,33 10,19 5,97 -
LCSFF 5,93 5,23 6,64 5,54 10,68

Tab. 7.: Rozdily mezi morfotypy tvaru ulit hledané na zdkladé matice deformacnich energii a DFA: parova

porovnani — Mahalanobisovy distance.

Morfotypy ZCh SoCh  SuCh LL NMVL

SoCh 8,90 - - - -
SuCh 14,08 3,79 - - -

LL 16,66 8,06 5,43 - -
NMVL 25,02 12,39 10,25 10,57 -
LCSFF 17,43 15,36 19,52 20,52 31,24

Diskriminaéni analyza DFA uspésné oddélila jednotlivé morfotypy z 81 % (obr. 13). Na

obrazku 14 jsou pro ptehlednost vyneseny pruméry jednotlivych morfotypu.
Dendrogramy vytvofené z Mahalanobisovych distanci mezi morfotypy metodou UPGMA

jsou znazornény na obr. 15. a 16., vyobrazuji vztahy mezi morfotypy a jednotlivymi

lokalitami sbéru vzorku.
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Obr. 13.: Vizualizace vysledkil diskriminacni analyzy (DFA) tvaru ulit H. trunculus pro Sest morfotypu (+ —

ZCh; o0 — SoCh; o — SuCh; A—LL; e — NMVL; m — LCSFF) podle dvou diskriminaénich os (DF 1; DF 2).
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Obr. 14.: Vizualizace vysledkl diskriminacni analyzy (DFA) tvaru ulit H. trunculus: primérné hodnoty DFA
pro Sest morfotypti (+ — ZCh; o0 — SoCh; o — SuCh; A — LL; @ - NMVL; m —LCSFF) podle dvou diskrimina¢nich
os (DF 1; DF 2).

Z vyslednych vizualizaci tvarovych rozdilt ulit plze H. trunculus mezi lokalitami jeho sbéru
pomoci dendrogramt (obr. 15., 16.) je vidét podobnost francouzskych lokalit a jejich vyrazna
odliSnost od ostatnich, a proto byly nasledné¢ slouceny v LCSFF morfotyp (La Ciotat Six
Fours Francie). Homogenita tvaru ulit jedincti z Francie je navic prokazéana vysledky DFA pro
lokality, coz je zifejmé z tabulky pro F statistiku (tab. 4.) a pro Mahalanobisovi distance (tab.
5.). Ke stejnému slouceni lokalit diky DFA analyze doslo i u tfech feckych lokalit. Vznikl
morfotyp NMVL (Nikiana Meganisi Vasiliki Lefkada).
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Obr. 15.: Vztahy mezi jednotlivymi lokalitami sbéru vzorkt plze H. trunculus s Sed¢ zvyraznénymi skupinami

lokalit slouc¢enych v ur¢ity morfotyp na zédkladé diskriminacni analyzy matice deformacni energie tvaru ulity.
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Obr. 16.: Vztahy mezi jednotlivymi morfotypy ulit plze H. trunculus na zaklad¢ diskriminac¢ni analyzy matice
deformacnich energii s pfifazenymi typickymi tvary ulit (vlevo nahoie morfotyp ZCh, uprostied SuCh, vpravo

NMVL; vlevo dole morfotyp SoCh, uprostred LL a vpravo LCSFF).
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Vizualizace tvaru ulit pomoci deformacni sité¢ provedena v programu tpsRegr (Rohlf, 2007b)
ukazuje rozdily ve tvaru ulit pro jednotlivé morfotypy (obr. 19.-24., 26.-31.) a konsenzudlni
tvar vSech 464 ulit (obr. 18., 25.). Ztetelné viditelné jsou hlavné rozdily v zékladnich délkach
a Sitkach jednotlivych hlavnich ¢asti ulity jako jsou délka a Sitka ulity, délka a Sitka bazalni
casti ulity, a to jak v oblasti blize ke spiralni ¢asti, tak v oblasti sifonalniho kanalku. Dale pak

jsou viditelné rozdily v délce a Sifce spirdlni ¢asti a v délce a Sifce obusti.

Celkové Ize morfotypy také rozlisit na tii skupiny podle trnti. Vznikly by skupiny s hladkou
ulitou, s malymi trny, a nebo s vyraznymi velkymi trny. V ramci tohoto pojeti by do skupiny
,hladka ulita® spadaly morfotypy ZCh a LL, do skupiny ,,malé trny* by patfily morfotypy
SoCh, NMVL a LCSFF a do skupiny ,,velké trny* by patfil morfotyp SuCh. Skupiny takto
stanovené by vSak odporovaly dendrogramu (obr. 16) a proto je dulezité tvarové zmeény

popisovat komplexnéji.

O jednotlivych morfotypech Ize z celkového pohledu na tvarové zmény ulit fici, Ze nejvice se
konsenzualnimu tvaru podoba morfotyp SoCh. Tvar ulity tohoto morfotypu vykazuje pouze
malé roz§ifeni obusti v oblasti mezi landmarky L12, 15, 16 a 18 a rozs$ifeni patrového navalku
vnitiniho pysku v oblasti obusti (L14, 16, 17, 18, 19, 20), coz je viditelné i u morfotypu ZCh.
Dale ma morfotyp SoCh nepatrné kratsi spiralni ¢ast (L1, 5, 8).

Dva morfotypy s hladkou ulitou se mezi sebou 1isi v tom, Ze morfotyp ZCh ma kratsi spiralni
¢ast ulity (L1, 5, 8) nez morfotyp LL. Morfotyp ZCh vykazuje oproti morfotypu LL i tvaru
SoCh rozsifeni bazalni ¢asti ulity (L5, 8, 9, 10, 19, 20, 24) a ma kratsi obusti (L11, 12, 13, 20,
21, 22, 23). Tvar obusti je navic u morfotypu LL oproti tvaru obusti morfotypu SoCh vice

zplostely (L11, 12, 13, 15, 16, 18, 20, 21, 22, 23).

-----

baze u spiralni casti (LS8, 9, 12, 15), tak v obusti (L11, 12, 13, 15, 16, 18, 20, 21, 22, 23).
Spiralni cast je oproti tvaru morfotypu SoCh zkracena (L1, 5, 8) a bazalni Cast v oblasti

pistéle je vyrazné protazena (L9, 10, 19, 20, 24).

Posledni dva morfotypy, s malymi trny, se odliSuji mezi sebou i oproti morfotypu SoCh
délkou spiralni ¢asti (L1, 5, 8). Morfotyp NMVL ma spiralni ¢ast, stejné¢ jako morfotyp LL

z Recka, prodlouzenou a morfotyp LCSFF ji mé kratkou, jakoby vnofenou (zapusténou do
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bazalni ¢asti). Odlisuji se také Sitkou obusti. Morfotyp NMVL ma obusti v oblasti andlniho
kanalku $irsi (L11, 12, 13, 16) a morfotyp LCSFF ma obusti celkové uzsi oproti morfotypu
SoCh (L11, 12, 13, 15, 16, 18, 20, 21, 22, 23). Spoleénym znakem pro oba morfotypy je Sirsi
a kratsi baze ulity v oblasti pistéle (L9, 10, 19, 20, 24). Pti pohledu na obrazky (obr. 23., 30.),
které ukazuji tvar morfotypu LCSFF, je viditelny nejvétsi rozdil ve tvaru ulity oproti

morfotypu SoCh.
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Obr. 18. — 23.: Priumérné tvary pro jednotlivé morfotypy (prvni fada vlevo ZCh, vpravo SoCh; druha fada vlevo

SuCh, vpravo LL; tieti fada vlevo NMVL, vpravo LCSFF) s deformacni siti.



Obr. 24.: Konsenzualni tvar pro 464 jedinct druhu H. trunculus z deviti lokalit Sttedozemniho mote.

Obr. 25. — 30.: Primérné tvary pro jednotlivé morfotypy (prvni fada vlevo ZCh, vpravo SoCh; druha fada vlevo

SuCh, vpravo LL; tieti fada vlevo NMVL, vpravo LCSFF).
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3.3. Vztah morfotypi k prostiedi
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Obr. 31.: Vztah morfotypt ulit plze H. trunculus k abiotickym faktortim, ¢lenitosti reliéfu dna a jeho struktufe v
prostoru prvnich dvou diskrimina¢nich os (DF 1; DF 2) (Sal. — Salinita; ZT — Primérné zimni teploty; LT —
Primérné letni teploty; V.C.r. — Vysoka ¢lenitost reliéfu; S.¢.r. — Stiedni Clenitost reliéfu; N.¢.r. — Nizka ¢lenitost
reliéfu; VS — Vapencova skala; PS-V — PisCity sediment, vapenec; JBPS-V — Jemny bahnito-pisCity sediment,
vapenec; KS+PS — Kiemencovy slepenec + pisCity sediment). Vytvofeno v programu Canoco (Braak &

Smilauer, 1998)

Vyneseni abiotickych faktorii, reliéfu dna a jeho geologické struktufe do prostoru prvnich
dvou diskrimina¢nich os naznacilo jejich vztah k jednotlivym morfotyptim (obr. 31.). Prvni
diskriminac¢ni osa koreluje se salinitou a zimni teplotou. Dale prvni diskriminaéni osa zfetelné
odd¢lila morfotypy ZCh a LCSFF na jedné strané¢ a NMVL na druhé. Podle prvni a druhé
diskriminac¢ni osy je Typ dna ,,pisCity sediment neprikazny faktor, nemajici vliv na tvarovou
odliSnost jednotlivych morfotypii, ostatni typy dna jsou mirné¢ korelovany s nékterymi

morfotypy. Druhd diskrimina¢ni osa oddélila morfotypy ZCh a NMVL od ostatnich a
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prokazala korelaci vysoké miry Clenitosti relié¢fu k témto Ctyfem morfotypim, narozdil od
nizké Cclenitosti spojené pouze s morfotypem ZCh a stfedni cClenitosti reliéfu spojené
s morfotypem NMVL. Morfotyp SuCh s velkymi trny nevysel vyrazné odliSny od jinych
morfotypli, vyskytoval se na vapencové skéle s pisc¢itym sedimentem s vysoce clenitym

reliéfem.
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3.4. Molekularni analyza populaci

Sekvenaci ¢asti genu pro cytochrom c¢ oxiddzu podjednotku jedna (COI) o délce 683 bp
nebyla zjiSténa zadna genetickd variabilita plze Hexaplex trunculus. Nebyla zjisténa jedind
mutace pro Sest populaci, a to 1 v propojeni mych dat s nukleotidovou sekvenci portugalské

populace ziskanou z GenBank (ACA62688.1). Izolace DNA z plzi na chorvatské lokalité

Sumartin musela byt opakovana (obr. 32.; 33.).

AGATATTGGG
GTACTGCTTT
TTACTAGGAG
TGTTATAATT
ACTGGTTAGT
TTAAATAATA
ATGTTCTGCT
CGCCTCTTTC
ATTTTTTCTT
TTTTATTACA
GTGTACCTTT
TTATCTTTAC
GAATTTTAAT
TATACCAGCA

ACCTTATATA
AAGTCTTCTT
ACGATCAGTT
TTCTTTTTAG
GCCTCTTATA
TAAGATTTTG
GCAGTAGAAA
TGGAAACCTG
TGCATTTAGC
ACTATCATTA
ATTTGTTTGA
CTGTTTTAGC
ACGGCGTTCT
TCTGTTCTGA

TTCTATTTGG
ATTCGAGCTG
ATATAATGTT
TTATACCTAT
TTAGGAGCTC
GTTACTTCCT
GGGGGGTGGG
GCGCATGCTG
TGGTGCTTCT
ATATACGATG
TCTGTTAAGA
AGGGGCTATT
TTGATCCTGC
TTTTTTGGTC

TATATGGTCA
AATTAGGACA
ATTGTAACTG
AATGATTGGT
CAGATATGGC
CCATCGCTGC
AACTGGATGA
GAGGATCTGT
TCCATTCTTG
GCGAGGGATA
TTACGGCTAT
ACTATACTAT
AGGAGGTGGA
ACC

GGGCTTGTTG
GCCTGGGGCT
CACATGCCTT
GGATTTGGTA
TTTTCCTCGA
TTCTTTTACT
ACAGTTTATC
AGATTTAGCA
GTGCTGTGAA
CAATTTGAGC
TTTATTGCTT
TAACTGATCG
GATCCTATTT

Obr. 32.: Horizontalni gelova elektroforéza produktu PCR pro usek COI plze H. trunculus (1 — Zambratija,

Chorvatsko; 2 — Sovlje, Chorvatsko; 3 — nezdafend izolace pro lokalitu Sumartin, Chorvatsko; 4 — Lefkada,

Recko — slouéeno v jednu populaci kviili malé vzdalenosti lokalit).
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Obr. 33.: Horizontalni gelova elektroforéza produktu PCR (1-3 — La Ciotat, Francie; 4-6 Six Fours les Plages,

Francie; 7 opakovana zdafend izolace DNA pro lokalitu Sumartin, Chorvatsko).
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3.5. Urovern postiZeni

Z poctu zdravych samic a samic postizenych imposexem na jednotlivych lokalitach (tab. 3.)
byla vypocitdna priimérna uroven postizeni pro kazdy stat. Hodnoty se pohybovaly mezi
dvéma tfetinami a tfemi Ctvrtinami, nejvyssi poskozeni a tim asi také znecisténi moiské vody
tributylcinem (TBT) jsme zjistili ve Francii. Lokalitou nejvice zamotfenou TBT je patrné
chorvatska lokalita Sovlje, na které nebyla nalezena ani jedna zdrava samice. VSech 63 samic
vykazovalo uréity stupefi maskulinizace (imposex). Naopak lokalita Lefkada (Recko)

s odkalistém odpadni vody vykazovala jen ¢tvrtinové poSkozeni.
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4. Diskuse

4.1. Rozdily mezi populacemi a morfotypové urceni

Geometricko-morfometrickymi metodami bylo stanoveno Sest morfotypt (ZCh, SoCh, SuCh,
LL, NMVL, LCSFF) ulit plze Hexaplex trunculus v ramci sledovanych lokalit ve tfech
sttedozemnich statech. Tvar ulit n€kterych morfotypti vykazoval korelaci s charakterem
biotopu (obr. 31.). Morfotypy ZCh a LCSFF se vyskytuji v lokalitach s niz$i salinitou a
priumérnou zimni teplotou, naopak morfotyp NMVL v oblasti s vy$simi hodnotami obou

faktord.

Dalsi vlastnost lokality majici vliv na tvar ulit (morfotyp) je vysoka Clenitost reliéfu. Jedna se
o biotopy s vysoce heterogennim prostiedim. Jde o prostiedi skalnata Casto pieruSovana
pis€itymi lavicemi a porosty posidonii. Skalnaté prostiedi samo o sobé je jiz dosti
heterogennim prostfedim se silnymi stresujicimi faktory a se Sirokym environmentalnim
rozmezim a s variabilnimi abiotickymi faktory jako teplota, UV zafeni, salinita a vilnobiti
(Menge & Branch, 2001 ex Hoffman et al., 2010). Nelze tedy jednoznacné stanovit, jaké
naroky na abiotické vlastnosti prostfedi maji morfotypy (SoCh; SuCh; LL; LCSFF)
vyskytujici se na ¢lenitych lokalitach (obr. 31.). Naroky také nelze stanovit piesné proto, ze
mnohym morfotypim odpovidéd pouze jedina lokalita. Aby bylo mozné ptresné kategorizovat
biotop pro urcity morfotyp, byla by zapotiebi rozsahlejsi studie v rdmci Stfedozemniho mofte,

kde by se opakovan¢ nalezli plzi odpovidajici jiz stanovenym morfotypiim.

Pti celkovém pohledu na tvar ulit vSech Sesti morfotypli miizeme spatfit obrovskou variabilitu
tohoto druhu plze. Rozdily jsou v pfitomnosti ¢i nepfitomnosti trnli na okrajovych partiich ulit
a také v relativni Sifce a dé€lce ulit. Pti bliz§im pohledu se daji odhalit i méné vyrazné rozdily
naptiklad ve tvaru obusti, bazadlni Casti ulity a tvaru spirdly. Celkové mohu fici, Ze
nejprimérngjsi tvar vykazoval morfotyp SoCh, ktery ma malé trny. Naproti tomu tvaru
morfotypu SoCh je nejméné podobny francouzsky morfotyp LCSFF, i kdyz ma ale také malé
trny. Celkové jsou vSak jeho ulity robustnéjsi v bazalni ¢asti. Spirdlni ¢ast ulity je vyrazné
zapuSténa pravé do bazdlni Casti a obusti ulity je celkové uZzsi. Lokality obou morfotypt

(SoCh a LCSFF) se podobaji teplotou a salinitou, takZe bychom mohli pfedpokladat i
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podobnost ve tvaru ulit, ale 1i$i se Clenitosti a podlozim, coz muze mit vliv na zjistény rozdil

mezi obéma morfotypy.

Tti fecké lokality obyvané morfotypem NVML maji zaroven podobné vlastnosti prosttedi a
malou geografickou vzdalenost, takze nelze stanovit, kterym ztéchto dvou faktort je
podobnost uréena. Dvé francouzské lokality obyvané spolenym morfotypem LCSFF maji
dosti odlisny charakter podlozi (viz tab. 2.), takZe jejich podobnost lze pfifknout spise malé
geografické vzdalenosti. Jistd podobnost feckého morfotypu LL ke dvojici chorvatskych
morfotypti SoCh a SuCh je ptekvapujici, protoze lokality lezi relativné daleko od sebe a
nesdileji vlastnosti prostfedi. Dva morfotypy, LL a ZCh se celkové od sebe 1isi, ale shoduji se
v jedné ndpadné charakteristice — absenci trnd. Zarovein jsou to jediné dv¢ lokality s nizkou

¢lenitosti reliéfu.

Vysledky DFA jak pro jednotlivé lokality, tak pro morfotypy mohly byt zkresleny vzorky
z lokality Sovlje. Na této lokalit¢ nebyla nalezena jedind zdrava samice. Moje bakalarska
prace (Macik 2009) potvrdila jisty vliv imposexu na tvar ulit postizenych jedinct. Ulity
maskulinizovanych samic se vice podobaly samcim nez samicim, diky ¢emuz mohlo dojit
k ovlivnéni vysledki. Kdyby byly analyzovany zdravé samice, urcit¢ by doslo k nepatrné
zméné tvaru tohoto morfotypu. Velky vliv této zmény v tvaru ulity neni pravdépodobny
vzhledem k mensi sile DFA (64%) pro oddéleni jednotlivych kategorii pohlavi (samci, samice

a imposex) nez pro oddéleni populaci (Macik, 2009).

Geometrickd morfometrie je pouZzitelnou metodou pro hledani novych morfotypii druhu
H. trunculus. Z hlediska tvarovych zmén lze jednotlivé stanovené morfotypy popsat. Nemohu
vsak fici, ze se urity morfotyp vyznacuje velikosti néjaké struktury na ulité od jinych. Pro
dal$i vyzkum navrhuji numericky popsat jednotlivé morfotypy tak, aby bylo v budoucnu
mozné prifazovat dalsi jedince bud’ do stavajicich morfotypti, anebo stanovit nové. Myslim si,
ze pro presné¢ urCeni jednotlivych morfotypt by bylo zapotfebi pouzit metodu tradi¢ni
morfometrie, tedy namétit ur€ité rozmeéry ulity a zmény tvaru popsat pomoci prumért téchto
rozmért. Navrhuji tedy métit rozméry popisujici jak celkovy tvar (celkova délka a Sitka,
délka a Sitka bazalni ¢asti ulity), tak mensi struktury na ulitach (délka a Sitka spirdly, délka a
Sitka obusti, a to v oblastech u analniho kanalku, uprostied a u sifondlniho kanalku, délku a

Sitku bazalni Casti sousedici se spiralni ¢asti a délku a Sitku bazalni ¢asti sousedici s obustim,
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tedy oblast u patrového navalku). Dale je vhodné stanovit pfitomnost nebo neptitomnost trnt

a jiné kvalitativni vlastnosti.
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4.2. Geneticka variabilita H. trunculus

V ramci deviti lokalit ve Stfedozemnim moii (tfi v Chorvatsku, Ctyfi na feckém ostroveé
Lefkada a dv¢ z jizniho pobiezi Francie) nebyla zjiSténa zadnéa genetickd variabilita v tiseku
genu COI. Sekvence z naSich lokalit byla shodna 1 s daty z portugalské lokality v Atlantiku
(GenBank, pristupovy kod ACA62688.1; Gonzales-Tizon et al., 2008). Pouzity gen COI je
doporuceny pro DNA barcoding (Hebert et al., 2003) na hledani genetické variability uvnit
druht a je v molekularné populacnich analyzach v ramci kmene Mollusca hojné vyuzivan jak
samostatné (Cardenas et al. 2009), tak v kombinaci s jinymi geny (Gonzales-Tizon et al.,
2008) i ptes svou nizkou nukleotidovou variabilitu ©t (Cardenas et al. 2009). Mitochondrialni
DNA je pouzitelna na vySetfeni genetické diverzity u mnoha bezobratlych zivoc¢icht (Boudry
et al., 1998; Arnaud-Haord et al., 2003 ex Gonzales-Tizon et al., 2008) (O Foighil et al.,
1998).

Ve chvili, kdy chceme posuzovat genetickou variabilitu druhu, musime vzdy brat ohledy na
vSechny faktory uplatiiujici se v tomto sméru dohromady (typ larvy, genovy tok, Zivotni
strategie, reprodukce, velikost téla v dospélosti, kondice a dalsi) (Wilke & Davis, 2000 ex
Gonzales-Tizon et al., 2008). Absence nukleotidové variability v COI mohla byt zpiisobena
n¢kolika divody. Prvnim je fakt, ze druh H. trunculus nedisponuje pelagickou larvou. Jeho
vyvoj je ptimy ,.kapsularni“ — vytvaii kokony (Vasconcelos et al., 2004) a z vajicek se lihnou
mali lezouci plzi. Nizka geneticka variabilita miize byt u tohoto druhu zptsobena prave timto
jevem (Grant & da Silva-Tatley, 1997; Foltz, 2003), protoze klicem k pochopeni populaéni
struktury je Casto mobilita druhu a jeho larvarnich stadii (pokud existuji). Nékteré druhy
nemaji moznost rozsifovat se za pomoci pelagické dlouhozijici vysoce disperzibilni larvy
(Thorpe et al., 2000 ex Gonzales-Tizon et al., 2008). Nizsi mobilita jedincti ma za nasledek
nizsi genovy tok mezi populacemi a tim snizuje genetickou variabilitu jednotlivych populaci
(Foltz, 2003). Naproti tomu pelagicka larva zvySuje mobilitu jedinct a tim i miru genového
toku mezi populacemi, pficemz vysledkem je vysoka nukleotidova i haplotypovéa variabilita

jednotlivych populaci (Katsares et al., 2008).

DalSim divodem pro nizkou genetickou variabilitu druhu muze byt velikost aredlu rozsiteni.
Jak veliky by vSak musel byt areal rozsiteni druhu, abychom pii molekuldrni analyze nalezli
dostatecnou genetickou variabilitu? Odpovédi mize byt jiz v ivodu zminéna studie na druhu

Pinna nobilis ve vychodni ¢asti Sttedozemniho moie, kterd vykazovala vysokou uroven jak
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nukleotidové, tak haplotypové variability pro COI gen (Katsares et al., 2008). Z toho vyplyva,
ze aredl rozsifeni plze H. trunculus, tedy Sttedozemni mofe a ptilehld ¢ast Atlantiku, je dosti

velky.

Pokud chceme vysvétlit nizkou genetickou variabilitu druhu H. trunculus, méli bychom zvazit
historii druhu, jeho migraci z Atlantiku nebo jeho vznik ve Stfedozemnim mofi. S nejvétsi
pravdépodobnosti H. trunculus ve Stredozemnim moii nevznikl, protoze je zndmo, zZe nejvetsi
mnozstvi druhti zivocichl zijicich ve Stiedozemnim mofi pochéazi z Atlantického oceanu
(Bianchi & Morri, 2000; Boudouresque, 2004). Je to jesté¢ pravdépodobnéjsi u druhu, jehoz
areal rozsifeni zahrnuje i nejbliz8i ¢ast Atlantiku. Pokud by ale doslo ke vzniku druhu H.
trunculus ve Sttedozemnim mofti, muselo k tomu dojit maximalné pted 5,5 miliony (ptechod
Miocénu v Pliocén) let. Tato doba souvisi s protrzenim Gibraltarské ,,piehrady* a zaplavenim
oblasti Stfedomoii a tedy viibec se vznikem Stfedozemniho mofte tak, jak ho zname dnes
s charakterem motfe mirného pasu (Bianchi & Morri, 2000; Mojetta, 2005). I diky této

udalosti se domnivam, Ze spravnost tvrzeni o roz$iteni druhu H. trunculus do Stfedozemniho

mote z Atlantiku je na mist¢.

Pokud H. trunculus existoval jest¢ pted vznikem Stfedozemniho moite, celkova genetickd
variabilita druhu by méla byt vysokd. Intraspecificka genetickd uniformita pro COI proto
naznacuje, ze sttedozemni populace jsou pouze malou a mladou ¢asti druhu, protoze gen pro
COI vykazuje vysokou mutacni rychlost. Pokud tedy doslo k pfedpokladanému rozsiteni
z Atlantiku, muselo pfi tom dojit, pti pohledu na genetickou uniformitu COI, k ,,bottleneck
efektu“ (BNE), ktery by byl plvodcem snizeni pocetnosti nové vzniklé populace a
»genetického poolu”“ (GP), a tedy nové vznikla populace H. trunculus by byla znacné
ochuzena o genetickou variabilitu (Gonzéles-Tizon et al., 2008). To znamena, ze by se 1 pies
vysokou mutacni rychlost COI geneticka variabilita mezi populacemi nemusela projevit, ale
zaroven by muselo k prvotni migraci dojit mnohem pozdéji nez pied péti miliony let.
V piipad¢ studie z Portugalské Ria Formosa lagoon jeji autofi zminuji pravé BNE jako jeden
z hlavnich divodi nizké genetické variability H. trunculus (Gonzales-Tizon et al., 2008).
Jelikoz se jedna o téméf okrajovou lokalitu arealu rozsiteni druhu H. trunculus (Brown et al.,
1996 ex Gonzéles-Tizon et al., 2008), mohlo zde k BNE a tedy ke sniZzeni GP dojit a to
z diitvodu méné ptiznivych podminek pro Zivot tohoto druhu. Idedlni podminky pro zivot H.
trunculus jsou v jeho centru rozsifeni, tedy ve Stifedozemnim mofi (Gonzales-Tizon et al.,

2008). Vliv na nizkou genetickou variabilitu druhu H. trunculus mize mit i ,,geneticky drift
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(GD) (Gonzales-Tizén et al., 2008), ktery se uplatituje spolecné s BNE ve chvili, kdy dochézi
ke kolonizaci nov¢é vzniklého uzemi jedinci z velké populace. BNE zplsobi ochuzeni
genofondu populace a GD ho zafixuje (zakonzervuje). GD se zde miZe uplatnit, protoze se
pii prvotni migraci jednd o malou populaci a z hlediska délky existence Stfedozemniho mote
jde o populaci dlouhodobou. Problémem vSak muze byt prekryvnost generaci druhu H.

trunculus.

Antropogenni vlivy jsou dalsim moznym vysvétlenim snizené genetické variability druhu
H. trunculus. At uz mluvime o nekontrolovaném odlovu jedincti z gastronomickych divoda
(Gonzales-Tizon et al., 2008) nebo znecistovani mote tributylcinem, jde vzdy o zésah do
populacni dynamiky druhu (Axiak et al., 1995). Tim se snizuje pocetnost populace a jeji
geneticky fond. Imposex zplisobeny molekulami TBT muze v nejhors$i mozné mife zpusobit
sterilitu populace a tedy jeji vymieni, coz se stalo na nékterych lokalitach v Portugalsku druhu
Nucella lapillus (Barroso & Moreira, 2002). Stres vlivem znecisténi mote (vznik imposexu)
muze byt o to horsi pro druhy s niz§i mobilitou, naptiklad pro druh H. trunculus (Gonzales-

Tizon et al., 2008).

Pravdépodobnost pouziti nespravného genetického markeru pro hledani genetické variability
druhu H. trunculus neni vyloucena. Mitochondrialni COI gen je Casto pouzivan v kombinaci
s jinymi mitochondridlnimi 1 jadernymi markery (Gonzéles-Tizon et al., 2008). Existuji 1
studie vyuzivajici COI samostatné pro hledani mezipopulacni genetické variability (Cardenas
et al. 2009; Duda et al., 2009b). V mnoha pfipadech nizkd geneticka variabilita
mitochondrialni DNA koreluje s nizkou genetickou variabilitou jaderné DNA (Moritz, 1994
ex Gonzales-Tizon et al., 2008). Zatimco mitochondridlni gen pro NADHS u komara Aedes
albopictus podél Jadranského pobiezi nevykazoval zadnou wvariabilitu, COI byla
reprezentovana Gtyfmi haplotypy (Zitko et al., 2011). Navic je mozné, e druh H. trunculus
osidlil Stfedozemni moie teprve nedavno, coz by znamenalo, Ze COI gen nem¢l dostatecné
dlouhou dobu na mutace a proto by analyzou tohoto genu geneticka variabilita mezi
populacemi nebyla zjiSténa. O tomto problému diskutuji odptrci vyuziti COI pro DNA
barcoding u druhi, které nedavno vznikly (Kerr et al., 2006).

U dostatecné starych druhi je variabilita COI velka a umoziujici odliSeni i pomérné malo
geograficky vzdalenych populaci. Zizala Aporrectodea trapezoides — malo pohyblivy

zivoCich jako plz H. trunculus — mé dokonce 153 polymorfnich mist na tiseku COI pouze 456
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bazi dlouhém (Fernandez et al., 2011), z toho velka ¢ast haplotypt Zije v ramci Spanélska.
Sumka Styela plicata méa v ramci Spané&lského pobiezi Stiedozemniho moie &tyii haplotypy
COI vzdalen¢ az tfi nukleotidy z useku 624 bazi dlouhého. Tato sumka ma sice plovouci ale
kratce zijici larvu a jeji rozsifeni po svété je antropogenniho ptivodu (Pineda et al., 2011). Na
druhé stran€¢ houba myci (Spongia officinalis) méla jediny shodny haplotyp COI v ramci
Egejského moie a pobiezi Provence. Populace z Gibraltaru se od téchto populaci lisila ve 20

pozicich (Dailanis et al., 2011).

Informace o genetické variabilité¢ je v mé praci zaloZzend jen na analyze jednoho genu. Pro

budouci vyzkum navrhuji vyuzit vice genetickych markeri nebo napiiklad mikrosatelity, coz

o4
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4.3. Znecisténi Stiredozemniho more a dodrZovani legislativy

V ramci Stfedozemniho mofte, respektive na lokalitdch, na kterych jsem sbiral vzorky (tfi
lokality v Chorvatsku, Ctyfi na feckém ostrové Letkdda a dv€ v jizni Francii) bylo zjisténo
silné poskozeni ostranek H. trunculus jevem imposex, ukazujici na mozné zneciSténi moie
tributylcinem (TBT). Tato latka, uvolnujici se z antikoroznich natérovych hmot pouzivanych
na lodé, pristavni ocelova mola a rybi sadky, zptisobuje u plze H. trunculus i jinych plza
z podtiidy Prosobranchiata rastové anomalie zndmé jako fenomén imposex (Smith, 1971).
Vliv této zakazané latky byl zjiStén 1 u jinych bezobratlych a dokonce i u obratlovct. Diky své
citlivosti na TBT se stal H. trunculus bioindikatorem znecisténi Stfedozemniho mote touto

latkou (Terlizzi et al., 1999; Ramén & Amor, 2001).

Nase zjisténi poukazuji na nedodrzovani celosvétové smérnice (EU 1. Cervence 2003;
regulacni ¢islo (CE) 782/2003) o zékazu pouzivani antikoroznich natérovych hmot s obsahem
TBT pro lodé mensi 25 metrii (Garaventa et al., 2006). Nejhiife dopadla Francie se sedmdesati
péti procentnim poskozenim ve smyslu poméru postizenych samic ze vSech nasbiranych
v daném stat€. Nemohu ale fici, zda doSlo ke zvySeni ¢i snizeni koncentrace TBT v motské
vodé, nebot’ jsem vodu z lokalit sbéru neanalyzoval a téz z dané lokality neméam data zpétné
kontroly. Tim vSak nechci fici, ze koncentrace TBT ve vodach Stfedozemniho mofe je
v normé¢ ¢i dokonce v poradku. Vysledky mohly byt zna¢né zkreslujici, protoze na lokalitach
ve Francii bylo sesbirdno nejméné samic (12). Co se tykd trovné znecisténi na jednotlivych
lokalitach, nejhiife dopadla chorvatska lokalita Sovlje, kde byly vSechny samice
maskulinizovany vlivem TBT (imposex). Stoprocentni postizeni samic na této lokalité je
pravdépodobné disledkem existence pfistavu pro mala plavidla a doku pro opravy téchto lodi
v této lokalité. Jak jiz bylo zminéno v tivodu, oblasti s pfistavy pro mald plavidla vykazuji
vyssi stupent zneciSténi motské vody molekulami TBT nez velké pfistavy (Santos et al.,
2002). Myslim si, ze by se méla zlepsit kontrola dodrzovani legislativy a to pravidelnym
monitoringem bioindikatorového druhu H. trunculus pro Stftedozemni mote a jinymi pro jiné
oblasti, pokud jsou jiz stanoveny. Pii zhorSeni stavu oproti minulé kontrole by mélo dojit

k postihu daného statu.

Jak jiz bylo fe¢eno, TBT ma vliv na populacni dynamiku druhu H. trunculus (Axiak et al.,
1995). Tento druh plze, ale 1 jiné druhy, je kazdodenné vystaven tomuto zneciSténi, které

nemusi mit nasledky na populaci v nejblizSim roce, ale z dlouhodobého hlediska by to pro
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tento druh mohlo byt kritické. O to vice, ze se jedna o vysoce citlivého zivocicha vnimajiciho
i nepatrnd mnozstvi (0,1 ng Sn/l) této latky (Gibbs, 1999). Doposud nebyl u druhu H.
trunculus prokdzan Dumptontiv syndrom, ktery by svym pilisobenim na koncentraci
testosteronu v téle zivoc€ichll zabranoval vzniku imposexu. Na druhou stranu tato geneticka
mutace by také mohla mit vliv na populacni dynamiku populace, protoZe inhibici testosteronu
u samcu dochazi k jejich demaskulinizaci. O to hor$i dopad na populaci by Dumptoniiv
syndrom mohl mit, kdyZz ostranka H. trunculus vykazuje ptirozené vychyleni poméru pohlavi

ve prospeéch samic (Fretter & Graham, 1994).
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5. Zaver

464 jedinct druhu Hexaplex trunculus (Linné, 1758) z deseti lokalit Stfedozemniho mote

jsem studoval pomoci geometrické morfometrie a genetické analyzy.

o Geometricko—morfometrickymi postupy a naslednou diskrimina¢ni analyzou (DFA)

jsem stanovil tvarové rozdily ulit na jednotlivych lokalitach sbéru.

o Z vysledkl geometricko-morfometrické analyzy jsem urcil Sest morfotypti (Zambratija
— Chorvatsko = ZCh; Sovlje — Chorvatsko = SoCh; Sumartin — Chorvatsko = SuCh;
Lefkdda — Letkdda = LL; Nikiana+Meganisi+Vasiliky — Lefkdda = NMVL; La
Ciotat+Six Fours les Plages — Francie = LCSFF).

o Spole¢nd analyza morfotypti a vlastnosti prostfedi v danych lokalitaich neukazuje

dostatecné jasné vazby urcitého tvaru ulity na urcité podminky.

o Pomoci molekulérni analyzy cytochrom c oxidazy podjednotky 1 (COI) jsem nenalezl
genetickou variabilitu v ramci studovanych lokalit na useku 683 bp. Nelze vyloucit, ze
na tvaru ulit se podileji jiné, jeSté variabilnéjs$i geny, ale za pravdépodobnéjsi

povazujeme vliv prostiedi.

o Uroven postizeni (imposex) jedincti z Chorvatska, Recka, Francie byla dosti zna¢na
(¢tvrtina az 100 % samic zlokality). Plzi jsou pravdépodobné vystaveni
antropogennimu  vlivu — zneciSténi moie TBT pochézejicim z antikoroznich

natérovych hmot pouzivanych v ndmotni doprave.
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7. P¥ilohy

P¥. 1.: Typicti zastupci z chorvatské lokality Zambratija (Cislo vzorku: 1; 50; 57).
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P¥. 2.: Typicti zastupci z chorvatské lokality Sovlje (Cislo vzorku: 117; 152; 161).
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P¥. 3.: Typicti zastupci z chorvatské lokality Sumartin (Cislo vzorku: 245; 246; 271).
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PT. 4.: Typicti zastupci z fecké lokality Lefkada (Cislo vzorku: 308; 327; 335).
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P¥. 5.: Typicti zastupci z fecké lokality Nikiana (¢islo vzorku: 350; 362; 363).
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Pt. 6.: Typicti zastupci z fecké lokality Meganisi (Cislo vzorku: 375; 389; 392).
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Pt. 7.: Typicti zastupci z fecké lokality Vasiliki (Cislo vzorku: 409; 410; 412).
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P¥. 8.: Typicti zastupci z francouzské lokality La Ciotat (Cislo vzorku: 446; 447; 451).
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P¥. 9.: Typicti zastupci z francouzské lokality Six-Fours les Plages (Cislo vzorku: 454; 455; 457).
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