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1. Seznam pouzitych zkratek

Zkratka Vyznam

L. U mezinarodni jednotka (jednotka aktivity enzymu)
2n diploidni po¢et chromosomu

a-KG kys. a-ketoglutarova

A fitni ploutev

a akrocentricky chromosom

ADP adenosin difosfat

ASP aspartat sodny

BFB bromfenolova modrf

D hibetni ploutev

E. C. klasifikace
EDTA

F-6-P Na

Fast Blue BB
G-6-PDH

m

MTT
n. m.
n.m. v.
NAD
NADP
NBT

PMS
PRD
SDS
sm
st
syn.

Tris

klasifikace enzymu podle Evropské nazvoslovné komise
kyselina etylendiamintetraoctova
fruktosa-6-fosfat sodna stl

N- (4-amino-2, 5-dietoxyfenyl) benzamid
glukosa-6-fostat dehydrogenasa
metacentricky chromosom

metylthiazolyl difenyltetrazolium bromid
nad mofem

nadmofska vyska

B-nikotinamid adenin dinukleotid
B-nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
p-nitroblue tetrazolium chlorid

prsni ploutev

fenazin metosulfat

pyridoxal-5-fostat

laurylsulfat sodny (sodium dodecyl sulphate)
submetacentricky chromosom
subtelocentricky chromosom

synonymum

tris (hydroxymetyl) aminometan

bfisni ploutev




2. Uvod

Stievle potoéni je charakteristickym druhem v hornich ¢astech toka v pstruhovych a
lipanovych pasmech. Je mozné ¢asto opomijena (ackoliv nema piimy hospodarsky vyznam),
ale ma bezpochyby své misto jako sou¢ast potravniho fetézce horskych a podhorskych toku.
V poslednich nékolika malo letech doslo k jejimu velkému ubytku, v fad¢ mist az k zaniku
nékterych populaci. Tento ubytek byl zieteln¢ zplsoben necitlivymi technologickymi
upravami vodnich toki, zejména jejich napfimovanim a dlazdénim. Kone¢nym zasahem pak
bylo vyssi zneéisténi (eutrofizace) a v neposledni mife i jiny zpiisob obhospodarovani na
vodnich tocich, které si zadalo stale vy$si produkei pstruha potoéniho. Predace zvySenych
obsadek pstruhti v oslabenych populacich stfevle pak jiz byla poslednim faktorem piisobicim
mizeni a zanik jejich populaci. Jeji Zivotni prostfedi se tak stalo naprosto nevyhovujici. I
piesto vie ji viak dnes mizeme najit v nékterych mistech nasi republiky. Jsou to lokality, kde
7ije v dosud nastésti nezménénych podminkéch, v tocich které nebyly dotéeny regulaénimi
zasahy, na uzemich CHKO a NP.

Pro posileni uréitych populaci stievle &asto dochazi k nekontrolovanym pievozim.
Pfitom mnohem daleZit&j$i nez transfer je Uprava biotopu za ucelem vytvofeni lepSich
ivotnich podminek a snaha posilit mistni populaci timto zpiisobem. V praxi tomu vsak
nebyva a veskera chovatelskd &innost byvé zaloZena na pfevozu uréitého poctu jedincti a pak
jen nahodnou kontrolou o UspéSnosti repatriace.

Struktura populaci je vysledkem dlouhodobého vzajemného plisobeni genetického
sloZeni (= genofondu) populace a podminek prostiedi, ve kterém populace Zije. Vysledkem
tohoto vzajemného ovliviiovani je prizpisobeni populace (v&etné jeji genetické struktury) tak,
aby jednak umoziiovalo jeji Usp&$né pieZiti jako celku a jednak — v disledku vzniklé a
udrzované genetické rozriiznénosti — dovolilo populaci reagovat na pfirozené zmény tohoto
prostiedi. Geneticka struktura kazdé populace je jedine¢na a optimalni pro dané prostiedi.
Poznani genetické struktury populaci druhu je pak jednim z predpokladii, ktery ném umoziiuje
odhadnout piibuznost populaci a mize pomoci pii planovani ochranaiskych opatieni
tykajicich se piislugného druhu. Pfi repatriaénich pokusech napiiklad dovoluje studovat vliv
introdukované populace na strukturu populace doméci, sledovat Casové zmény v
jeji genetické struktuie apod. Znalost genetické struktury druhu je tak jednim ze zékladnich
nastroj, které by mély byt pouzivany pfi opatfenich tykajicich se ochranafskych, a tedy i

repatriacnich aktivit.




Vzhledem k vyse struéné uvedenym skutednostem a vzhledem k potfebam praktického
uziti pfi zdchranném obhospodafovani populaci stfevle potocni, je proto vice nez velmi
aktualni poznat skute¢nou genetickou diverzitu zbytkovych populaci tohoto druhu a jejich
vzajemnou piibuznost a prispét tak k védecky odborné podlozené ochrané tohoto druhu pfi

Cilem této prace bylo popsat chovatelské moZnosti stievle potoéni a navrhnout zplsoby
jejtho poloptirozeného, poloumélého rozmnoZovani. V pribéhu téchto praci jsem poznaval
problematiku ochrany genofondu a proto dal$im vyznamnym cilem této diplomové prace bylo

popsat genetickou diverzitu vybranych populaci stievle poto¢ni na uzemi CR




3. Literarni prehled

3.1. Charakteristika druhu

Stievle potoéni (Phoxinus phoxinus Linnaeus 1758) je drobna rybka, 10 — 15 cm
dlouh4, s valcovitym télem. Na tizemi CR je délka okolo 120 mm povazovana za horni hranici
(Oliva et al. 1968). Dyk (1956) uvadi vyjime¢né 120 — 140 mm. Délka hlavy 21 — 28% (2 24
— 25) délky téla, délka ocasniho nasadce 25 — 32% (2 26 —27), vyska ocasniho ndsadce 43 —
45% (@ 40), nejmensi vyska téla 7 — 9% (@ 8) predorzalni vzdalenost je 50 — 60% (@ 45 - 55),
vyska hibetni ploutve 17 —25% (@ 20 — 21), vySka fitni ploutve 16 =22 % (@ 15 — 16) (Barus,

Oliva 1995). Viechny ploutve mimo hibetni a fitni jsou zaoblené. Ploutevni vzorec pro nase
populace je D II — 111/7-8, A 111/6-7, V 1-11/6-8, P 1 (12-17) (2 17 - 18) (Barus, Oliva 1995).
Pozerakové zuby jsou dvouradé podle vzorce 2. 5 — 4. 2 (Barug, Oliva 1995), vzéacngji pak 2.
5-.5.2.2.4—4.2..2.4-5.2 (Berg 1912). T&lo je kryto drobnymi Supinami, jejichZ polomér
je priblizng shodny s 0, 5% délky téla (Dusek 2002). Pocet Supin v neuplné postranni Caie je
68 — 95 (pramér 79 — 80) (Barug, Oliva 1995), Berg (1948 — 1949) uvadi 80 — 92 Supin.
Dusek (2002) udava 70 — 100 $upin v postranni ¢afe. Tento variabilni pocet se od zapadu na
vychod a od severu na jih snizuje (Lohnisky 1964). Nad postranni ¢arou je 17 — 18 tad Supin,
pod ni je 13 — 14 fad (Blahak 1981). Pocet ty¢inek na hornim Zabernim oblouku je 6 — 10 (
@9), pocet obratli je 37 — 42 (@ 39) (Barus, Oliva 1995)

Karyotyp (2n = 50) je slozen (podle jedincti z feky Poprad, SR) z 8 part m, 13 pari sm
a 4 pari st az a chromosomi, NF = 92. Jeden z menSich parti a-chromosomi nese na konci

kratsiho raménka achromatickou oblast (Rab 1980-81). Boron (2001) v3ak u stevli z Polska

uvadi charakteristicky a chromosom (nejvétsi v karyotypu) a pozici achromatické oblasti na
jednom paru m a jednom paru sm chromosomdl. |
Zbarveni vykazuje velkou variabilitu. Bylo popsano vice autory. Fri¢ (1908), Dyk
(1956) nebo podle Duska (2002) — nad postranni Carou se téhne nazlatly pruh od skfeli
k ocasu rozd&lujici dvé podélné fady tmavych skvrn. U nékterych jedinci tento pruh uplné
chybi a obé tyto tmavé fady splyvaji v pfi¢né pruhovani. Nazloutla barva bokt pod postranni
Carou smérem k brichu se zesvétluje az na bilou. Stievle jsou nazlatlé. Oko ma zlaté se
lesknouci duhovku, ploutve jsou zlutohnédé.
Spolehlivé ur¢it pohlavi je mozné od véku 2 let (Dyk 1983). Samci maji Sirsi,
mohutn&jsi a tmavéji zbarvené prsni a brisni ploutve. Zaoblené prsni ploutve se silnéjSimi

paprsky dosahuji az k po¢atku biisnich ploutvi, které zakryvaji fitni otvor (Stédronsky 1947).



Repa (1971) uvadi jako dalsi rozdil i vy$3i neparové ploutve a ostiejsi rysy hlavy. V dobé
tfeni maji samci treci vyrazku a jsou vyrazngji zbarveni nez v priibéhu roku. Samci hibet
kontrastuje s vyrazné zelenymi boky a ¢ervenym okolim fitnich a parovych ploutvi, které jsou
Cervené az po rozvétvené mekké paprsky. Usta jsou také lemovana ervenou barvou. Skrele
samet béhem tieni na zadni tieting své horni poloviny zesiluji a jejich bile zbarveny horni
thel je nepatrné vyhnuty vné a odstava od obrysu hlavy (Dusek 2003). Na Supinach v okoli
hlavy a na prsnich ploutvich se vyskytuje krupickovitd treci vyrazka. Tato vyrazka se
objevuje na hlavé obou pohlavi, u sameci menSim poctem velkych a $pi¢atych a u samic
v&t§im poétem malych tup&jsich Sedobilych epitelialnich bradavek (Lohnisky 1964).

Samice maji mnohem mensi a jemngjsi ploutve (Dyk 1952), btisni dosahuji nejdale
k fitnimu otvoru a viechny péarové ploutve jsou jemné se stejnomérné vyvinutymi paprsky
(Stedronsky 1947). Pfed néstupem doby tfeni maji samice jiz zvéteny objem biicha a v dobé
tfeni tmavé pigmentovanou vystupujici urogenitalni papilu, ktera je u samcu zalozena do Gzké
Stérbiny (Stédronsky 1947). Samice maji del3i a statngjsi trup, kratsi ocas, $ir$i hlavu s vetsi

meziocni vzdalenosti mezi o¢ima a usty (Repa 1971). Samice maji celoro¢né svetlé bticho.

3.2. Systematické postaveni

Stievle potoéni se vyskytuje v drobnych tocich a jezerech po celé Evropé. Nalezi tedy
do smiSené glacialni fauny (Starmach 1963). Je jedinym druhem z rodu Phoxinus (Kottelat
1997), ktery miizeme u nas nalézt a v ramci Celedi kaproviti (Cyprinidae) vytvaii s dalSimi
druhy piibuznou skupinu linie Phoxinini pod¢eledi Leuciscinae (Howes 1991). Ve vychodni
Evropé se téZ vyskytuje stfevle jezerni (t¢z bahenni) (Eupallasella perenurus Palas 1814),
muZeme ji viak nalézt i v nékterych jezerech v Polsku (Oliva 1963). Bogutskaya et al. (2005)
povazuji toto jméno za disledek chyby ve ¢teni popisu a upfednostiiuji pouzivani druhového
jména ,percnurus“.) Stievli potoéni (Phoxinus phoxinus) mizZeme na zaklade
morfometrickych znakii rozdélit na dvé skupiny — evropskou a sibifskou. Stievle z evropské
Casti maji vy$3 minimalni vysku téla, méné paprskd v prsnich ploutvich a vy$si hibetni
ploutev (Repa, Pivnicka 1980). Morfometrické rozdily byly zaznamenany i u ryb v nasi
oblasti. Stfevle zpovodi Odry maji nizsi ocasni ndsadec oproti sttevlim z povodi Labe
(Lohnisky 1964). Déle se popisuji dva charakterizovatelné poddruhy. a to Ph. phoxinus
colchicus (syn. Ph. phoxinus strandjeae) ze zapadniho Zakavkazi a Ph. phoxinus ujmonensis
(syn. Ph. phoxinus carpathicus) vyskytujici se v oblasti Altaj v povodi Obu v Rusku (Dusek

2003). Na§ jediny druh stievle poto¢ni spolu se stfevli bahenni a dal$imi druhy z Asie vytvari




skupinu 15 druhti rodu Phoxinus. Severoamerické stievle Phoxinus eos a Ph. neogaeus byly
fazeny do rodu Chrosomus (Scott, Crossman 1973), aviak Banarescu (1990) nechava starsi
satazeni v rodu Phoxinus. Rovnéz Nelson (2006) zatazuje tyto druhy do holoarktického druhu
Phoxinus.

O velké variabilité stievli potoénich svédéi i relativné vysoka uroven vnitrodruhového
genetického polymorfismu (Slechta et al. 1998). Geneticka variabilita sttevle v Evropé neni
zatim popsana piili§ podrobné. Hanfling, Brandl (2000) popisuji polymorfismus alozymi
v souvislosti s ostatnimi zastupci kaprovitych ryb a rod Phoxinus fadi jako sestersky taxon
viech rodid podéeledi Leuciscinae. Podobnych vysledki bylo dosazeno i analyzou
mitochondrialni DNA (Briolay et al. 1998; Gilles et al. 1998, 2001; Zardoya, Doadrio 1999;
Zardoya et al. 1999). Spole¢né s né€kolika severoamerickymi rody tvofi tribus Phoxinini;
severoamerické druhy rodu Phoxinus pak vytvafeji hybridni komplexy, jejichz geneticka
struktura je popisovana napt. v €lancich Letting et al. (1999) pomoci alozymu, Toline, Baker
(1995); Simons, Mayden (1998); Simons et al. (2003); Doeringsfeld et al. (2004) a dalsi
pomoci analyzy mitochondrialni DNA.

Podobné jako u jinych druhd drobnych evropskych ryb, neni v§ak skute¢na druhova
diverzita stfevle dostate¢nd prozkoumana a pocet druhi stfevli bude jiste vyssi, proto vysSe

uvedené skuteénosti se vztahuji ke konzervativnimu shrnuti literarnich udaju.

3.3. Rozmnozovani

O rozmnoZovani stievle bylo jiz mnoho napsano, aviak vétsina udajl o zptisobu vytéru
je velmi rozdilnd. Stievle je povaZovana za druh s litofilni a limnofilni ekologickou valenct,
ktera klade jikry na pise¢né az kamenité dno (Muzik, 1998). Je ziejmé, ze cely proces
rozmnoZovani je ovliviiovan svételnou intenzitou dne, pritomnosti druhého pohlavi, ale
piedevsim teplotou. Jsou znamé udaje o vytéru stievle na ponofené kofinky (Podubsky,
Stedronisky 1956; Dyk 1983), na bahnitém substratu (Dyk 1983; Dusek 2002). Bylo
pozorovano tieni v mélkych, rychle tekoucich vodach (Roussel, Bardonnet 1997). VSeobecné
viak strevle preferuje mista s mirnym proudem, nizkym sloupcem vody (i mél¢iny, na kterych
sttevlim vyénivaji hibety) se $térkovym substratem. Do téchto trdlist kratce migruji. Velmi
precizné zdokumentovany vytér v laboratornich podminkach je od Blessa (1992). Podle
téchto zaznami stievle jednoznacné preferuje $térk o zrnitosti 2-3 cm, proudéni vody 0, 3 m/s.

Dale je zde velmi vhodné popsano i chovani samcil a samic pred samotnym vytérem. Strevle




se rozmnoZuje také v jezerech a rybnicich. V téchto stojatych vodach se shromazd’uje u
piitoku a kratce migruje proti proudu, kde se vytird na vhodném substratu.

Podle vétsiny autort stfevle dospivaji ve 2 letech zivota. Podle Millse a Elorenta (1985)
dospiva ve 2. letech 92% populace. Plodnost samic je pfimo zavisla na stafi a tudiz na
velikosti (Dusek, 2003). Relativni plodnost je vy$§i u mladsich ryb. Pied dobou tfeni v dobe
zralosti gonad tvoii jikry 17% hmotnosti z celkové hmotnosti (Papadopol, Weinberger 1975).
Velmi velké rozdily v nazorech autorti jsou u po¢tu jiker. Podle Dyka (1946), Kirillova (1972)
maji stievle jen 50 — 700 jiker, podle jinych autori okolo tisice (Starmach 1963), v jinych
zaznamech az nékolik tisic - az do poctu 5515 (Podubsky, Stedronsky 1956; Balon 1966;
Rehulka 1970).

Vytér stievle je davkovy. Podle riznych autori se obdobi mezi jednotlivymi vytéry
velmi li§i. Zpravila se tfou dvakrat az tiikrat za rok (Podubsky, Stédronsky 1956), ale
Papadopol a Weineberger (1975) pisi o 4 - 5 opakovanich v intervalech asi po 15 dnech.
V nasich podminkéach je pocatek rozmnoZzovani v niZinich situovan na konec dubna pri
teploté vody okolo 10°C. V chladngjsich oblastech na severu nebo u nas ve vyssich polohach
se obdobi vytéru posouva az na kvéten (Dyk 1983). Posledni vytéry se datuji k ¢ervenci
(Podubsky, Stédronsky 1956). Je znam i pfipad vytéru v fijnu (Dusek 2002; Vladykov 1927),
coz je pro evropské podminky velmi netypické a Gsp&Snost tohoto rozmnozovani je velmi
nejista.

Podle Duska (2003) je toto mozné piisuzovat jako ochranu pfed pstruhem potoc¢nim pii
vlastnim rozmnozovani, ktery v dob& rozmnozovani preferuje jinou slozku potravy a nepoziva
shloucené stievle pfimo na jejich trdlisti. U stfevle potoéni je asynchronni dozravani oocytl
(Papadapol, Weinerberger 1975), coZ znamena, Ze vajeCniky jsou v celé sezon¢ v postupné
fazi dozravani. Na vypitvanych vaje¢nicich zdoby kvétna az Cervna muZe pozorovat
nerovnomérné rozmisténé dozralé a nedozralé jikry (tato nepravidelnost mize byt zptisobena
porusenim celistvosti vaje¢nikd pfi vyjimani malych gonad z téla ryby). VétSinou mizZeme
pozorovat ¢tyfi rizné velikosti:

- jikry velké 0, 9-1, 2 mm, syt&ji zbarvené, obsahujici vice Zloutku, pfedstavujici

- asi 25% celkového kusového mnozstvi

- jikry velké 0, 4-0, 7 mm, nazloutl¢, vytieny v nasledném vytéru

- jikry velké 0, 1-0, 3 mm, postupné dozravajici

- jikry mensi nez 0, 1 mm, vétSinou se nepo¢itaji do celkového poctu, nebot’ se
v celku ani nedaji spo¢itat (Dusek 2003), a je mozné, ze doby zralosti

dosahnou nasledujici rok (Papadopol, Weineberger 1975)




3.4. Rust

Po vykukleni je plidek 4 mm dlouhy, v 7 — 9 dnech 11 mm a v 17 dnech 14 — 15 mm;
v mésici doriistd 16 — 17 mm a v 1, 5 mésici 24 — 25 mm (Papadopol, Weinerberger 1975).
Primérny rust stievli na naSem uzemi podle Tucka (1964), Rehulky (1970), Duska a Svatory
(2002) po kazdoro¢nim uzavieni anulu (duben) je po 1. roce od 38 do 40 mm, v 2. roce od 47
do 78 mm, ve 3. roce od 59 do 100 mm. Nejvétsi rychlost ristu je vykazovana v prvnich dvou
letech do dosahnuti pohlavni dospélosti jako u ostatnich kaprovitych ryb (Papadopol,
Weinerberger 1975). Podle zaznamu se jiz rist v pozdéjsich letech velmi zpomaluje, az
mozna zastavuje. Ale nesmi se zapominat na urovani véku, které ¢asto k témto velikostnim
rozmérim neni dodavano a nebo je velmi zkreslovano. Za maximum na tzemi CR je mozné
povazovat zaznam Hanela (1995) — jednalo se o jedince velikosti 130 mm a 27g. VEk se dobie
uréuje podle poéti anuld Supin pod mikroskopem. Velikost stievli musime vzdy vztahovat k
Gzivnosti daného toku, ale v prvnim roce nebyly shledany velké rozdily v ristu z lokalit
z vysoké n. m. v., ¢i v klecovém odchovu apod. (Dusek 2003).

Pohlavi se také rozliSuji rychlosti ristu a dosazenym vékem. Samci rostou prvni dva
roky pomaleji neZ samice a méné se jich doziva 4. roku Zivota. Pfi studiu starSi populace je
podetni pifevaha samic nad samci (samice se dozivaji 5. let). V prib&hu prvnich dvou let je

pocetnost pohlavi vyrovnana (DuSek 2003).

3.5. Naroky na zivotni prostredi

Stievle obyva predevsim Cisté oligosaprobni bystiiny, ale také B-mesosaprobni vody
(Dyk 1983; Dusek 2003) MizZeme ji nalézt v pstruhovém a lipanovém pasmu. V pripadé
kvalitni, ¢isté a na kyslik bohaté vody, ji miZeme nalézt v niz§ich polohach v hornich ¢astech
parmového pasma. V horskych a podhorskych oblastech se vyskytuje az do 800 m n. m.
v oblasti Sumavy (Dyk 1983) nebo napf. v Bavorsku pies 2000 m n. m. ve Funtensee (Siebold
1863). Stievli nalezneme v tinich, fi¢nich ramenech, prato¢nych rybnicich, udolnich nadrzi,
jezerech, ale i v malych tinich se Spatnym kyslikovym rezimem, kde dochazi k priiplachu jen
v obdobich zvySeného pritoku.

Jednim z hlavnich faktorid jejiho vyskytu je kyslik (Starmach 1963). Stievle potiebuji
pies 7 mg/l, pii koncentracich pod 5 mg/l projevuji neklid (Papadopol, Weinerberger 1975).

Snaseji dobie vapencové toky s velmi tvrdou vodou, snesou také kratkodobé okyseleni, ale



nepiezivaji okyseleni k pH = 4, 5 (Dyk 1983). Rozmnozuji se pfi pH > 5, 5. V béznych
tocich, kde se stievle vyskytovala, byly naméfené hodnoty pH mezi 6, 2 a 7, 4, alkalita 0, 38 —
2. 8 mmol/l, karbonatova tvrdost 1, 08 — 3, 8 mmol/l, spotteba KMNOy 18, 3 — 41, 7 mg/m3,
nejvyssi teplota vody byla 15 — 17 °C. Toto teplotni rozhrani urcuje pfechod stfevle mezi

stenothermnim a eurythermnim druhem (Dyk 1983; Dusek 2003).

3.6. Potrava a predace

Pludek prijima potravu od 7. do 9. dne ve velikosti okolo 11 mm po straveni
Zloutkového vacku. V tomto obdobi se stava pelagickym a aktivné vyhleddva potravu —
mikroskopicky plankton (Dyk 1952; Bless 1992). Pro potér je nejdileZitéjsi potrava slozena
7z vifnikd, od velikosti 18 mm za¢ina konzumovat i pakomarovité (Chironomidae). Dospélec
je omnivorem s oligo- az mezosaprobni valenci (Muzik 1998), konzumuji vSe od nejmensich
¢asti az po velka sousta. Mladi jedinci do jednoho roku jsou Cisté planktonofégni, nepiijimaji
fasy, ani jiné mensi larvy. Nejvice viak lovi semibenticky a v piipadé vyskytu v jezerech
pelagicky zooplankton (Husko, Sutela 1997) a bentické larvy hmyzu v zavislosti na
dostupnosti podle ro¢niho obdobi nebo podle lokality. V letnim obdobi jsou hlavni sloZkou
potravy starSich jedinci (1+ a vice) fasy (Hochman 1957; StraSkraba 1966; Rehulka 1970;
Maitland 1965). Podle téchto autori jsou fasy konzumovany jen v kratkém letnim obdobi pfi
nejvyssim rozmachu fas ve vodnim toku. Dale podle Duska (2002) stfevle drzend v akvariu
prijima fasy celoro¢né a jsou hlavni a nedilnou slozkou jeji potravy.

Maitland (1965) v porovnani s dal§imi druhy — pstruh, losos, mienka - doSel k zavéru
7e spole¢nou slozkou potravy jsou jen bleSivei a hmyz rodu Baetis a Orthocladius. StraSkraba
(1966) zaznamenal, Ze pstruh, vranka i stievle maji rozdilné potravni zvyky. Dyk (1983)
pfipousti potravni konkurenci stievle s lososovitymi rybami, ale vzhledem k jedinému
zhodnotiteli fas ve vodnim toku, pfisuzuje stievli velmi dtlezité misto v potravnim fetézci. Ze
si stievle nekonkuruje v potravé se pstruhy potvrzuje i zjisténi, Ze po cely rok vykazuje stejné
kondiéni parametry nezavisle na pritomnosti pstruhtt (Dusek 2002). V laboratornich
podminkach byla zjisténa pfimd zavislost pfijmu potravy na teploté¢ vody a pii niZSich
teplotach zvysena aktivita i ve dne (Greenwood, Metcalfe 1998).

Predace velmi ovliviiuje vyskyt stfevle. V naSich podminkach mezi Casté predatory

mizeme zafadit i jelce tlousté, okouna fi¢niho, Stiku obecnou v piipad€, Ze se v lokalité



vyskytuji. Hlavnim predatorem je viak pstruh obecny, dale pak pstruh duhovy, siven
americky a mnik jednovousy. Z ptdkd to miZze byt lednacek fi¢ni a volavka popelava.

V mnohych ptipadech byly populace sttevli zdecimovany jen diky silnému vysazovani
pstruht do vodnich tokil (Lusk 1993). Divodem netispéchu pii osidlovani dolnich seki fek
stievli byl pravdépodobné predacni tlak jelce a Stiky (Stédronsky 1956).

V laboratornich podminkéch bylo zjisténo, Ze stfevle poznavaji predatora podle tvaru a
velikosti, dale podle barvy, na malo piesné modely si rychle zvykaji (Dusek 2003).

Jako hlavni ochrana proti predatorim je u stievle shlukovani do hejn. Hejna jsou
tvorena zvlast ze skupin mladsich a skupin dospélych ryb. Pti vyruseni nebo utoku predatora
vyhledavaji stfevle kryt a dlouho v ném setrvavaji, dokonce déle nez mnohé druhy. Delsi
dobu se ukryvaji vétsi jedinci nez mensi (Krausse et al. 2000).

Jiz v 19. stoleti byla Fri¢em zjisténa reakce stievli na uvolnénou latku z kize strevli,
ktery byla nazvana ,Schreekstoff*. Pozd&jsimi a pfesnéjsimi pokusy bylo toto tvrzeni
prokazano. Byla potvrzena reakce na 1 mg poskozené kize ve 150 1 akvariu. Ryby se po 30
vtefinach shlukly do hejna a propukla panika (Dmitrijev 1990). V akvarijnich podminkach
byla zjisténa pusobici koncentrace na urovni 1: 8 x 107", Irving a Magurran (1997) ji viak
nepovazuji za varovnou latku, nebot’ podle nich v pfirodé nema takovy vliv.

Vieobecné je tato varovna latka (Schreekstoff) dalim antipreda¢nim mechanismem. Pii
poranéni predatorem ji ryby uvoliiuji do okoli a ostatni stfevle se poté shlukuji do hejn
(Krause et al. 2000). Ne vzdy je vyluCovani této latky naprostou ochranou - naptiklad pii
uloveni stievle velkym predatorem — velkym pstruhem, ¢i stikou, kdy je stfevle pozfena naraz
a latka se nestadi uvolnit. Dostacujici ochranou je v pfipadé utoku pfiméfené velkého
predétora, ktery po uchopeni stfevle si ji je§té zpracovava a postupné polyka. Pstruzi této
tento mechanismus dostate¢né ochranny (Dusek 2003). Ptesto vie jsou stfevle velmi rychlé
v unikovych reakcich pied predatory, dokonce i samice smensi pohyblivosti s velkou

pravdépodobnosti dokazou uniknout pfed pstruhy (Repa 1971).

3.7. Chovani a tvorba hejn
Stievle je socialnim druhem, ktery Zije po cely rok v hejnu, které mize byt aZ

nékolika tisicové. Jednotlivé skupiny, mensi hejna, jsou zryb pfiblizné stejného véku a

velikosti. V malych tocich, pfi malé poCetnosti populace vytvareji mala hejna zavislé na malé
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tini a jednom ¢i dvou Ukrytech, nebo ziji skrytym zivotem. Pfi tomto zplsobu Zivota jsou
méné aktivni (Papadopol, Weinerberger 1975).

Béhem celého vegetacniho obdobi se zdrzuji pfi hladin€ nebo v piibieznich partiich. Pti
nebezpe€i ze strany predatord nebo mensSim vyruSeni, pfi zhorSeném pocasi se sdruzuji
v hlubsich partiich tokt nebo v tkrytech (Dusek 2003). Mladsi ryby pfi vyruSeni neziistavaji
v ukrytu pfili§ dlouho (fadoveé nékolik malo minut), star$i ro¢niky se schovavaji i nékolik
desitek minut po jiz odeznéném nebezpeci. S postupnym ochlazovanim se stahuji do hlubsich
tini a schovavaji se pod ukryty do spadaného listi. Tohoroéni jedinci mohou preckat zimu i
v melkych partiich v pobfeznim systému kofinki (Roussel, Bardonnet 1997). Ro¢ni cyklus je
piimo zéavisly na teploté vody a pii teplotach pod 8 °C jsou stievle aktivnéjsi v noci (Penaz
1975) a pres den vyhledavaji ukryt. Hlavnimi predatory jsou druhy s denni aktivitou, a proto
ryby s unikovou rychlosti zavislou na teplot¢ vody shanéji potravu radéji v noci (Husko,
Sutela 1997). I v zimnim obdobi maji kratkou denni aktivitu, ktera je nutna pro sehnani malé
¢asti potravy a zachovani metabolismu. Rychlost plavani se v zimé razantné snizuje
(Woodhead 1956). Juvenilni jedinci a ro¢ci maji predevsim denni aktivitu béhem celého roku
a az ro¢ei v zimnim obdobi zacinaji vykazovat no¢ni aktivitu. Stfevle poto¢ni vykazuji zmény
aktivity béhem dne v zavislosti na ro¢nim obdobi, teplotou vody a vékem jedince. Divody
k tomuto chovani je souviseji s potravni aktivitou, rozmnozovanim a antipreda¢nim
mechanismem (Dusek 2003).

Musime brat v tivahu, ze vétSina pokust tykajici se chovani stfevle byla provadéna
v laboratornich podminkach, které nebyly totozné s ptirozenym prostfedim a naopak
v piirozeném prostredi je slozité pozorovat chovani strevli. Griffiths (1997) zaznamenal, zZe
pii shlukovani do hejn déavaji stievle prednost ptibuznym jedinciim. Jones (1956) zkoumal
vliv svételné intenzity. Pfi nizSim svételném osvétleni se hejna rozpadala. Magurran a Pitcher
(1983) potvrdili, ze nejveétsi vliv na chovani ma velikost hejna. Mala hejna se vice schovavala
v tkrytech, vétsi hejna plavala vice pii hladiné a v otevieném vodnim sloupci. V akvarijnich
podminkach byla také zaznamenana schopnost zabirat jakési domovské okrsky (Kennedy
1981) coz potvrdil Dusek (2002) pfi pozorovani znacenych stfevli, které vykazovaly
,,Vernost* svym tinim.

Velmi zajimaveé jsou popsany migrace stievli na malém tizemi v rdmci 7 malych nadrzi
vzajemné propojenych na uzemi CHKO Slavkovsky les (Horacek et al. 2002). Pii téchto
migracich stfevle prekondvaly i stupné vysoké 15c¢m. Nejpravdépodobnéjsi obdobi migraci
spada do doby pred tfenim na jafe a v lété proti proudu na trdlisti. Tyto migrace nejsou nijak

dlouhé, nejvySe v fadu sta metrti. Ve vétsich fekach migruji pti biehovych partii (Barug, Oliva
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1995), v jezerech a rybnicich vytahuji k ptitokim nebo nalézaji jen vhodny substrat. Pfi
vétsich povodnich byly zaznamenany i piesuny po proudu (Lojkasek et al. 2000) nebo i
v pritbéhu roku (Dusek 2002). Je to jeden ze zplisobi jak miize stievle kolonizovat vodni tok

v piipadg, Ze v novém prostredi nejsou vhodné podminky.

3.8. Chov

Z historie mnoho zaznamu o chovu stievle neméame, vlastné nejsou skoro zadné, jelikoz
byla brana jako plevelna ryba. Jediné zaznamy pisi jen o vyskytu stfevle a o jeji vhodnosti
jako krmiva pro genera¢ni pstruhy. Byly ale snahy o umélé chovy, a to vysazovanim
odlovenych genera¢nich ryb do pstruhovych rybnickd, kde potér slouzil jako krmivo pro
pstruhy (Fric 1875).

Je jisté, Ze pro repatriacni programy nestali stievle odlovované z volnych vod a bude
nutné je v kontrolovanych podminkach cilené rozmnozovat a odchovévat. Pro odchov strevle
jsou dostacuji mensi rybniky do jednoho hektaru, které jsou pro chov ostatnich kaprovitych
ryb studengjsi a pro chov lososovitych ryb se v letni sezoné piili§ ohfivaji. Rybniky by
nemély byt piili§ melké, 1 — 3 m u vypusti pro snadné piezimovani. Biehy porostlé vzrostlymi
stromy, které budou &aste¢né zastifiovat vodni hladinu a listovy opad bude slouzit jako
vhodny substrat pro zimovani (Dusek 2003). V piipadé chovu na vhodnych tocich je vhodné
tok lépe upravit a zvysit Cetnost Gkrytl apod. Dobrym feSenim jsou mensi stupné hrazené
kulatinou s vyfezem.

Pred vysazenim genera¢nich ryb do vybraného toku je ucelné piedem odlovit vetsi

pstruhy a dalsi rybi predatory.

3.9. Legislativni ochrana

Stievle byla hojna na vSech naSich tocich. Nebyla povazovana za néjak cennou a
hospodarsky vyznamnou rybu. AZ v poloviné 20. stoleti dochazelo k ubytklim stfevli.
Nejveétsi vliv na tento zlom byl ve zméné jejich zivotniho prostfedi ve zméné toki — regulaéni
dlazdéni, zméné zemédélského vyuzivani prilehlych pozemku, na kterych dochazlo k velké
erozni ¢innosti a zméné rybarského hospodateni na vodnich tocich — revirech.

V historii byla brana jako plevelna ryba pstruhovych tokd a byvala hdjena jen podle
rybarského fadu od 15. 3. do 15. 6. (Dyk 1952). Jiz v roce 1981 byla Barusem oznacena jako
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druh velmi rychle se ztracejici. V roce 1989 byla na zakladé téchto zjisténi o snizujicich se
stavech sefazena do Cervené knihy CSSR do kategorie indeterminate®, jen jako druh
vyzadujici pozornost. Pozd&ji bylo pozadano o zafazeni do kategorie ,vulnerable®
s individualni ochranou dle rozdilnych situaci v danych lokalitach. Podle aktualizovaného
Cerveného seznamu mihuli a ryb CR (Hanel, Lusk 2003) je uvedena v kategorii ,,vulnerable*
(VU) dle TUCN (1994), kam patti zranitelné druhy, jez nejsou kriticky ohrozené ani ohrozené,
ale budou v blizké dobé &elit nebezpeci vyhynuti (Hanel 1995).

Podle platné legislativy CR, konkrétné zakona & 114/1992 Sb. o ochrané ptirody a
krajiny, a jeho provadéci vyhlasky &. 395/1992 Sb., je stievle poto¢ni druhem zvlaste
chranénym v kategorii ,,ohrozené*. Na uzemi CR je stievle dale v soucasnosti hajena
celoro¢né podle Rybarského fadu CRS. V soustavé NATURA 2000 neni stievle potocni
druhem, pro ktery by méla byt vyhldsena zvlast¢ chranéna uzemi -SAC — Special Areas

Conservation (Dusek 2003).
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4. Material a metodika

4.1. Sbér materialu

Stievle byly odloveny pomoci elektrolovu a prevezeny do UZFG v Libéchové. Odchyt
byl vzdy povolen pfislusnymi organy ochrany pfirody.

Populace byly vybrany podle dostupnosti a se snahou co nejlépe vybérem pokryt
viechna tii hlavni povodi na uzemi nasi republiky (Labe, Odra, Dunaj), protoZe vzhledem k
odlisné geografické historii rtiznych oblasti miZeme predpokladat i odliSnou genetickou
strukturu populaci. Byly vyuzity i vzorky které jiz byly uchovavany na Ustavé v mrazicich
boxech. Seznam vzorki je uveden vtab. ¢. 1. a na obr. & 1. (Vzorky oznaCené * byly
uchovavany na UZFG v Lib&hové a ziskdny za pomoci pracovnikii UZFG v Libéchovg;
vzorky ozna¢ené ** byly odloveny a dovezeny doc. Ing. Stanislavem Luskem, CSc.; ostatni

vzorky byly ziskany autorem. )

Tabulka & 1.: Piehled lokalit a vzorkd populaci stfevle poto¢ni zahrnutych ve studii

Por. ¢. Oznadeni Lokalita Povodi Feky N
§ Brlenka* Odra 6
§ Katefinsky potok — Tachovsko* Dunaj 3
1 DSO01 Teplica — Turiec* Dunaj 12
2 DSO05 Jizera* Labe 10
3 DS06  Wadowice — Skawa* Wisla 43
4 DS07  Osoblaha* Odra 15
5 DS08 RoZnov — RoZnovska Bec¢va* Dunaj 39
6 DS09 Vsetin (stfelnice) — Vsetinska Becva* Dunaj 54
7 DS10  Bratfejavka — Vsetinska Be¢va* Dunaj 45
8 DS11 Lubotinka — Poprad* Wisla 46
9 DS13 Ulicka* Dunaj - Tisa 14
10 DS14 Ublianka — Ubl'a* Dunaj - Tisa 6
13 DS15  Udava* Dunaj - Tisa 12
12 DS16  VI¢ek - Pramensky potok Labe 34
13 DS17  Bavorov — Blanice Labe 31
14 DS18  Kapelunk - Novohradské hory Labe 30
15 DS19 Smeéda - Jizerské hory Odra 30
16 DS20 Jificka nadrz - Novohradské hory Labe 30
17 DS21 Zichovice - Otava Labe 21
18 DS22  Ttinec — Olse** Odra 24
19 DS23 Janov — Vsetinska Becva** Dunaj 29
20 DS24  Vlara— Vah** Dunaj 17

§ = prilis maly pocet analyzovanych ryb — nezahrnuto do vypocta
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Obrazek ¢&. 1.: Mapy lokalit stievle poto¢ni zahrnutych ve studii
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4.2. Zpracovani vzorki

Odchycené ryby byly pod kyslikem prevezeny do laboratote a pred zpracovanim
usmrceny vysokou ddvkou anestetika (Menokain). Poté byly fotografovany pro piipadné dalsi
morfometrické studie vybranych jedincti pomoci poéitadovych programii (analyza relativnich
deformaci, Thin Plate Spline Relative Warps, TPSRW).

Usmrcenym jedinctim byly odebrany vzorky svalové a jaterni tkan€ o hmotnosti cca 0, 2
g, ke kazdému piidano uréité mnozstvi extrakéniho pufru (0, 1 mol. I Tris. HCl pH 8, 2 -
Valenta et al., 1971), a to vZdy v poméru 1: 1 u jaterni a 2: 1 u svalové tkan¢. Tyto vzorky
jsou dlouhodobg uchovavany pii teploté =70 °C, kadavery pak pii -20 °C.

Zaroveii byly odebrany vzorky svalové tkané a ploutve pro pifpadnou budouci analyzu

DNA, ktera by mohla navazovat na tuto studii.

4. 3. Detekce variability proteini

Proteinova variabilita byla detekovana pomoci gelové elektroforézy. Jedna se o prvni
Siroce pouzitelnou metodu studia genetické proménlivosti a jeji vznik v 50. letech 20. stoleti
zpusobil revoluci v chapani mikroevoluénich a makroevolu¢nich procest, v porozumeéni
genetické variabilit¢ uvnité pfirodnich populaci, fylogenetickym vztahtim, tokim gend,
hybridizaci, zkoumani druhovych hranic a porozuméni dal$im problémim (Smithies 1959).

Tato metoda je zaloZena na pohybu makromolekul v elektrickém poli. Pohyb proteint
zpusobuji kladné (Arg, Lys, His) a zaporné¢ (Asp, Glu) nabit¢ postranni fetézce aminokyselin,
piitahované k zdporné katodé a kladné anodé. Pohyb makromolekuly je dale urcovan jeji
konformaci, celkovym nabojem a pH pufru pouzitého pfi elektroforéze.

lontovy pufr stabilizuje elektricky naboj prostiedi, zprostfedkovava iontova spojeni
mezi elektrodami a gelem a redukuje interakce mezi nabitymi postrannimi fetézci proteint s
nabitymi skupinami v gelu. Pufr je piidavan do samotného gelu jiz pted jeho piipravou a
rovnéz tvoi prostiedi elektrodového mostu. Pii enzymové elektroforéze byva vyuzivano
velké mnoZstvi riznych pufrovych systémii (Hillis et al. 1996). Ty jsou empiricky testovany
pro efektivitu s jednotlivymi organismy, typy tkani a enzymy (May 1993).

Aminokyselinové sekvence proteini se méni v disledku mutaci v kédujicich DNA
sekvencich. Tyto mutace mohou pozménit tvar a naboj, pravé tak jako katalytickou schopnost
a stabilitu proteinti (Hillis et al. 1996). Predpoklada se, ze vSechny alely v lokusu jsou

kodominantni, tzn. exprimované.
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Zakladni metody elektroforézy jsou vertikalni, horizontalni (nejrozsifenéjsi) a
kapilarova. Dale je miizeme rozdélit na elektroforézy v kontinualnim pufru, v diskontinualnim
pufru (multifazicka), izotachoforézu, izoelektrickou fokusaci, denaturacni elektroforézu v
mocoviné a SDS, dvourozmérnou [2 — D] (Hillis et al. 1996). Jako nosice jsou pouzivany
skrob (pohyb zavisi na velikosti &astic a naboje) (Smithies 1955), celulézoacetat, agar,
agardza (pohyb zavisi pouze na velikosti naboje), polyakrylamid -pohyb zavisi na velikosti
Castic a naboje (Hillis et al. 1996).

Barvici metody lze rozdélit do 3esti hlavnich skupin: chromogenické, fluorogenické,
radioaktivni, chemické detekce, barvy elektronového transferu, enzymového spojeni (Hillis et
al. 1996).

Aby byla dlouhodob& uchovana aktivita jednotlivych enzyma (minimalné 3 roky), musi
byt vzorky uchovavéany za stabilni teploty hluboko pod bodem mrazu (-70°C). Cast&jsi
rozmrazeni a nasledné zmrazeni vzorku mivda za nasledek nejen sniZeni aktivity
analyzovanych enzymi, ale mize narusit kompartmentaci buriky az do té miry, Ze se zanou
tvorit i mezilokusové izozymové kombinace.

Elektroforéza enzymil i neenzymatickych proteind poskytuje dva typy dat — data
ziskand analyzou izozymid a data alozymova. Termin izozym (izoenzym) byl zaveden
Markertem a Mollerem (1959) a vztahuje se k jakémukoli prouzku - elektromorfé daného
enzymového systému na gelu. Oznacuje vSechny funkéné podobné formy daného enzymu
véetné vsech polymert slozenych z podjednotek, kédovanych bud’ riznymi lokusy, nebo
riznymi alelami téhoZ lokusu. Pojem alozym byl zaveden pozdéji Prakashem et al. (1969) pro
tu ¢ast izozymi, které jsou variantami polypeptidi ptedstavujicimi rizné alelické varianty
jednoho lokusu (jsou kddovéany riznymi alelami téhoZ genu). U heterozygotl jsou tedy jako
alozymy oznaCovéany pouze extrémni prouzky (nejrychlejsi a nejpomalejsi), tj. ty, které se
objevuji jako jeden pruh u homozygotd. VSechny prouzky mezi nimi (u multimernich
enzymu) jsou izozymy predstavujici rizné kombinace produktt obou alel (Powell 1994).

Tato metoda ma nékolik omezeni. Je zde problém s homologizaci pruhi, nebot’ stejné
elektromorfy nemuseji predstavovat ortologni proteiny. Pouha tfetina neredundantnich
substituci vede k zméné elektrického naboje. Nelze detekovat mutace, které nejsou
translatovany. Nejsou zachyceny nekddujici sekvence. Lze prokazat pouze rozdily, nikoliv
shody. Metoda je pouzitelna pouze pro rozpustné (vétSinou globularni) proteiny (Hillis et al.
1996). Kromé toho vyzaduje nedenaturované vzorky — tedy bud’ cerstvé nebo uchovavané pri

co nenizsi teploté. Oproti tomu je alozymova / izozymova elektroforéza metodou pomérné
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levnou, rychlou, dobfe fungujici a s velmi nizkym rizikem kontaminace (Kocher, Stepien
1997).

Pro rozlideni jednotlivych alel se pouzivaji ¢iselné hodnoty (v %) vyjadiujici jejich
relativni pohyblivost v gelu pi elektroforéze. Tyto hodnoty se vétSinou vztahuji k alele, ktera
se objevuje u zkoumaného taxonu s nejvyssi frekvenci. Relativni pohyblivost této alely se
oznacuje jako 100 % (Shaklee et al. 1990).

P#i dostate¢ném usili vétsinou lze, diky novym mutacim, v populacich detekovat vzacné
alely. Jejich vyznam pro evolu¢ni zmény je zanedbatelny, nebot’ byvaji brzy eliminovany
nahodnym driftem nebo selekci. Proto bylo zavedeno arbitrarni kriterium, pomoci kterého je
polymorfismu definovén. Jako polymorfni oznaCujeme takovy lokus, u kterého frekvence
nejpocetn&jsi (obecné) alely dosahuje nejvyse 95% [p L 0, 95]. V piipadé analyzy vzorki s
vysokymi pocty jedincli byvéa nékdy aplikovano citlivéjsi kriterium polymorfismu s frekvenci

obecné alely 99% [p L 0, 99] (Hartl, Clark 1997).

4. 4. Postup
4. 4. 1. Priprava vzorki

Pfed samotnou analyzou bylo ke kazdému vzorku o hmotnosti 0, 1 az 0, 2 gramu
pfidano ur¢ité mnozstvi extrakéniho pufru (0, 1 mol. I"" Tris. HCI pH 8, 2 - Valenta et al.
1971), a to vzdy v poméru 1: 1 u jaterni a 2: 1 u svalové tkan¢ (objem pufru: hmotnost
vzorku), a vzorky byly homogenizovany laboratornim homogenizatorem Ultra-Turrax (IKA-
WERKE) v ledové lazni. Poté byl homogenat odstfedén v centrifuze (4°C, 11 000 rpm, 20
min. ). Takto ziskané tkanové extrakty byly pak pfimo analyzovany, nebo byly uloZeny v

hlubokomrazicim boxu pro dalsi pouziti.

4. 4. 2. Elektroforéza

Enzymy byly déleny horizontélni elektroforézou (VN zdroj, Vyvojové dilny CSAV)
v 9% Skrobovém gelu. Ten vznikl smisenim 37, 08 (40, 44) g hydrolyzovaného Skrobu a 300
(400) ml prislusného gelového pufru ve vakuové zabrusové bance s kulatym dnem. (Udaje v
zavorkach udavaji mnozstvi potiebna pro vznik gellt o mocnosti 6 mm. ) Smés byla za stalého

michani ve vodni lazni ohfata na 85°C, nacez byla vodni vyvévou odvzdu$néna.
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Tabulka & 2.: SloZeni elektroforetickych pufrii a podminky elektroforézy

Oznaceni
pufru

Slozeni

gelovy pufr:

elektrodovy pufr:

0,026 M Tris (15, 7g)

0, 007 M kys. citronova (7, 3g)

doplnit do 5 000 ml dest. vodou
pH 7,4

0,426 M Tris (257, 9g)

0, 063 M kys. citronova (66, 2g)

doplnit do 5 000 ml dest. vodou
pH 8, 6

hodnota nastaveni: 180V, 50 mA na 2 gely, 17 hodin v lednici

MC2

zasobni roztok: 0, 08 M kys.
doplnit do 5 000 ml dest. vodou

citronova (84, 05g)

pH upravit na 6, 2 aminopropylmorfolinem

gelovy pufr:

elektrodovy puft:

100 ml zasobniho roztoku doplnit
do 2 000 ml dest. vodou

nefedény zasobni roztok

hodnota nastaveni: 200V, 50 mA na 2 gely, 17 hodin v lednici

z4sobni roztok A: 0, 0147 M kys. citronové (2, 85g bezvodé nebo
3, 1g s krystalovou vodou)

doplnit do 1 000 ml dest. vodou

z4sobni roztok B: 0, 05 M LiOH (11, 97g bezvody nebo 20, 98g s
krystalovou vodou)
1,9 M kys. borita (117, 5 g)

doplnit do 1 000 ml dest. vodou

gelovy pufr:

elektrodovy puft:

270 ml roztoku A
6 ml roztoku B
doplnit do 1 000 ml dest. vodou

200 ml roztoku B
doplnit do 1 000 ml dest. vodou

hodnota nastaveni: 350-400V, 50 mA, 5-6 hodin v lednici, chlazeni

vodou

Po

gelovy pufr:

elektrodovy pufr:

0,076 M Tris (9, 21 g)

0, 005 M kys. citronova (1, 05 g)
doplnit do 1 000 ml dest. vodou
pH upravitna 8, 7

0, 3 M kys. borita (18, 55 g)
doplnit do 1 000 ml dest. vodou
pH upravit na 8, 2 pomoci NaOH

hodnota nastaveni: 160V, 50 mA na 2 gely, 17 hodin v lednici

V = Valenta et al. (1971)

MC2 = Clayton, Tretiak (1972)
F = Ferguson, Wallace (1961)
Po = Poulik (1957)

Tekuty gel byl nalit do pfedem piipravenych forem o rozmérech asi 260 x 120 x 4 (6)

mm, tvofenych sklenénou deskou, sklenénymi postraiiky na del3ich strandch a gumovymi na

kratsich, a opatrné piiklopen druhou sklenénou deskou. Po ztuhnuti byla deska, ktera tvorila

ptivodné dno formy odstranéna a nahrazena plastovou folii, kterd ma zamezit vysychani gelu.
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Vzorky byly do gelu, rozkrojeného napfi¢ 3, 5 cm od okraje, ktery je béhem elektroforézy
blize zapornému polu, vnaseny pomoci chromatografického papirku (Whatman 3MM;
velikost 7, 0 x 5, 5 mm) v mnozstvi 11 kusd / gel. Pro kontrolu, zda elektroforéza bézi
spravné, byla k nékterym vzorkiim pfidana bromfenolova modi (BFB), kterd putuje smérem
k anodé rychleji nez proteiny. Elektroforéza probihala za teploty 5 °C v chladnicce. Gely
béhem elektroforézy ptes den je nutno chladit vodou. Pro analyzu proteind bylo pouZito
nékolika pufrovych systémi, jejichZ sloZeni je uvedeno v tab ¢. 2. Hodnoty udavaji napéti a

proud pii pouziti gelt 0 mocnosti 6 mm, z nichZ lze rozkrojenim ziskat 3 barvici plochy.

4. 4. 3. Barveni

Alozymy byly detekovany pomoci standardnich chromogenickych metod. AK, CK,
GPI, PGM a SOD byly barveny dle Pasteura et al. (1987), MDH, LDH podle Valenty et al.
(1971), aGPDH, GOT, IDH dle Harrise a Hopkinsona (1976).

Vzhledem k efektu tzv. elektrodekantace, pii kterém se s postupujicim ¢asem proteiny o
vysoké molekulové hmotnosti postupné ,,propadaji* na spodni stranu gelu, coz miZe zptisobit
jejich slabou ¢&i nedostate¢nou koncentraci v hornich vrstvach, byly pro slabéji se barvici
proteiny (MDH, LDH) pouzity spodni ¢ésti gelu.

Kazdy obarveny gel byl vyfotografovan, elektromorfy zakresleny a obarveny agar6zovy
gel sloupnut na filtrani papir, ususen, vylisovéan i s podkladem nalepen do protokolu vedle

nakresu.

Tabulka ¢&. 3.: Detekce enzymovych systému *

pufrovy jaterni tkan svalova tkan
systém
¥ GPL PGM, GOT GPL, GOT, AK
MDH, oGPDH, MDH, aGPDH,
LIH LDH
Po LDH, PGM., SOD MDH, GOT, IDH
MC2 MDH, GOT. IDH GPL PGM, CK
F SOD
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4. 4. 4. SloZeni barvicich roztoku

LDH: laktat dehydrogenasa, E. C. klasifikace - 1. 1. 1. 27.
v mikrovinné troubé rozvatime 0, 3 g agaru se 30 ml 0, 1 M TRIS-HCI pufru pH 8§, 2 *
na michacce piidame: - 10 ml 0, 05 M pyrofosfatu sodného
-2 ml 1 M mléénanu sodného pH 8, 5
- po ochlazeni na pfiblizné 40 °C pfidame 15 ml
,barvicky™ (200 mg NAD, 150 mg NBT, 20 mg PMS ve 150
ml destilované vody)
dobfe promichame a rovnomérné rozprostieme na oba gely. Inkubujeme v termostatu pii 37
°C do intenzivniho vybarveni.

MDH: malat dehydrogenasa, E. C. klasifikace - 1. 1. 1. 37.
v mikrovlnné troub¢ rozvaiime 0, 3g agaru se 30 ml 0, 1 M TRIS-HCI pufru pH 8, 2
na michaéce ptidame: - 10 ml 0, 05 M pyrofosfatu sodného
-2 ml 1 M jable¢nanu sodného pH 8, 5-9
- po ochlazeni na pfiblizné 40 °C ptidame 15 ml ,,barvicky*
(200 mg NAD, 150 mg NBT, 20 mg PMS ve 150 ml
destilované vody)
dobre promichame a rovnomérné rozprostieme na oba gely. Inkubujeme v termostatu pii 37
°C do intenzivniho vybarveni.

IDH: isocitrat dehydrogenasa, E. C. klasifikace - 1. 1. 1. 42.
v mikrovlnné troubé¢ rozvatime 0, 6g agaru s 30 ml destilované vody
na michacce pridame: -20 ml 0, 5 M Tris-HCI pufru pH 8, 0,
-5ml 0,2 M MgCl,
- 0, 02g isocitronanu sodného
- 0,005g NADP v I ml redestilované vody,
-0,005g MTT v 1 ml redestilované vody
-0, 005g PMS v 1g redestilované vody
po zchladnuti na pfiblizné 40 °C rovnomérné nalijeme na oba gely a inkubujeme pii 37 °C v
termostatu do intenzivniho vybarveni.

GPI: glukosafosfat isomerasa, E. C. klasifikace - 5. 3. 1. 9.
v mikrovlnné troubé rozvatrime 0, 3g agaru s 30 ml destilované vody
na michacce ptidame: - 30 ml 0, 5 M Tris-HCI pufru pH 8, 0
-5ml 0,2 M MgCl,
- 0, 04g F-6-P Na v 1 ml redestilované vody,
-0,02g NAD v 1 ml redestilované vody,
-0, 005g NADP v 1 ml redestilované vody,
- 0,005g NBT ve 2 ml redestilované vody
- 0,005¢ MTT v 1 ml redestilované vody
- 0, 005g PMS v 1g redestilované vody
po zchladnuti na pfiblizné 40 °C pridame 5 mikrolitra (17 I. U. ) G-6-PDH, rovnomérné
naneseme na oba gely a inkubujeme v termostatu pii 37 °C do intenzivniho vybarveni.

PGM: fosfoglukomutasa, E. C. klasifikace - 5. 4. 2. 2.

v mikrovlnné troub¢ rozvaiime 0, 3g agaru s 30 ml destilované vody

na michacce ptidame: -20 ml 0, 5 M Tris-HCI pufru pH 8, 0,
-5ml 0,2 M MgCI2
- 0, 1g G-1-P Na; rozpustény v 1 ml redestilované vody
- 0, 02g NAD rozpustény ve 2 ml redestilované vody
- 0, 005g NADP rozpustény v 1 ml redestilované vody
- 0, 005g NBT rozpustény ve 2 ml redestilované vody

21



-0, 005g MTT rozpusténé v 1 ml redestilované vody

-0, 005g PMS rozpusténé v 1 ml redestilované vody
po zchladnuti na priblizné 40 °C ptidame 5 mikrolitra (17 I. U. ) G-6-PDH, rovnomérné
nalijeme na oba gely a inkubujeme pti 37 °C v termostatu do intenzivniho vybarveni.

a-GPDH: a-glycerolfosfat dehydrogenasa, E. C. klasifikace - 1. 1. 1. 40.
v mikrovinné troubé rozvatime 0, 3g agaru s 30 ml destilované vody
na micha¢ce pridame: - 40 ml 0, 2 M Tris“A* pufru pH 8, 0,
-1 ml 0,5 M MgCI2
- 0, 65g DL-glycerol-g-P-Na2
- 0, 2g pyrohroznan Na
- 0, 04g NAD rozpustény ve 2 ml redestilované vody
-0, 01g NBT rozpustény ve 2 ml redestilované vody
-0,005¢ MTT rozpusténé v 1 ml redestilované vody
-0, 005g PMS rozpusténé v 1 ml redestilované vody
po zchladnuti na pfiblizné 40 °C rovnomérné nalijeme na oba gely a inkubujeme pfi 37 °C v
termostatu do intenzivniho vybarveni.

CK: kreatin kinasa, E. C. klasifikace - 2. 7. 3. 2.
v mikrovInné troubé rozvafime 0, 3g agaru s 30 ml 0, 2 M Tris*A*
na michacce pfidame: - 30 ml 0,2 M Tris“A* pufru pH 8, 0,
-5ml 0,2 M MgCI2
-0, 1g a-D glukosa
-0,03g ADP
-0,02g CK
-0, 04g NAD rozpustény ve 2 ml redestilované vody
-0, 005g NADP rozpustény v 1 ml redestilované vody
-0, 005g MTT rozpusténé v 1 ml redestilované vody
-0, 005g PMS rozpusténé v 1 ml redestilované vody
po zchladnuti na priblizné 40 °C pridame 10 mikrolitr (17 I. U. ) G-6-PDH a 10 mikrolitrd
hexokinasy, rovnomérné nalijeme na oba gely a inkubujeme pfi 37 °C v termostatu do
intenzivniho vybarveni.

AK: adenylat kinasa, E. C. klasifikace - 2. 7. 4. 3.
v mikrovInné troubé& rozvatime 0, 3g agaru s 30 ml destilované vody
na michacce pfidame: - 30 ml 0, 2 M Tris“A* pufru pH 8, 0,
-2ml 0,5 M MgCI2
-0, 4g a-D glukose
-0, 12g ADP
- 0, 04g NAD rozpustény ve 2 ml redestilované vody
-0, 005¢ NADP rozpustény v 1 ml redestilované vody
-0,01g MTT rozpusténé v 1 ml redestilované vody
-0, 005g PMS rozpusténé v 1 ml redestilované vody
po zchladnuti na pfiblizné 40 °C pridame 10 mikrolitra (17 1. U. ) G-6-PDH a 10 mikrolitra
hexokinasy, rovnomérné nalijeme na oba gely a inkubujeme pii 37 °C v termostatu do
intenzivniho vybarveni.

GOT (AAT): asparat amino transferasa, E. C. klasifikace - 2. 6. 1. 1.
gel se necha inkubovat 20 minut na platicku v lazni 120 ml 0, 2 M Tris*“A* spolu s 0,
16 g ASP, 0,08 ga-KG as 0,02 g PRD,
v mikrovinné troub¢ rozvaiime 0, 3g agaru s 30 ml 0, 2 M Tris“A*
na michaéce ptiddme: -30 ml 0, 2 M Tris“A* pufru pH 8, 0,
- ,Fast Blue BB* na $picku skalpelu
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dobfe promichame a po zchladnuti na pfiblizné 40 °C rovnomeérné rozprostieme na oba gely.
Inkubujeme v termostatu pii 37 °C do intenzivniho vybarveni.

SOD: superoxid dismutasa, E. C. klasifikace — 1. 15. 1. 1.
v mikrovInné troubé rozvaiime 0, 3g agaru ve 30 ml destilované vody
na michacce pridame: - 30 ml 0, 05 M Tris-HCI pufru pH 8, 0,
-0, 02g MTT rozpusténé ve 2 ml redestilované vody
-0, 005g PMS rozpusténé v 1 ml redestilované vody
po zchladnuti na pfiblizné 40 °C nalijeme na oba gely, nechame pfi laboratorni teploté pod
jasnym svétlem do objeveni bilych prouzki na fialovém pozadi.

4.4.5. Vyhodnocovdani elektroforeogramii

Kazdy obarveny gel byl vyfotografovan, elektromorfy zakresleny a obarveny agardzovy
gel sloupnut na filtradni papir, usuSen, vylisovan i s podkladem nalepen do protokolu vedle
nakresu, ode¢tené fenotypy byly oznaceny podle dohodnutych pravidel (Shaklee et al. 1990),
zapsany do databaze pocitate a programem BIOSYS (Swofford, Selander, 1989) byly
vypocitany zékladni popula¢ni genetické parametry. Pro ur€eni genetické variability byly
vypoCteny nasledujici hodnoty: primérny pocet alel na lokus, procento variabilnich lokust,
primérna heterozygotnost. Z vypoétenych mezipopulaénich genetickych vzdalenosti byl dale
programem PHYLIP (Felsenstein 1993) sestaven strom genetické pfibuznosti populaci, jehoz

statisticka vaha byla zji$téna pomoci ,,bootstrappingu®.

23



5. Vysledky

Elektroforeticka analyza vzorki stfevle poto¢ni z 22 populaci v celkovém poctu 531

jedinch ukazala, ze stfevle patii rozhodné mezi velmi variabilni druhy sladkovodnich ryb.

(Vyjimkou je populace ze Slavkovského lesa - ¢. 12, ktera byla zcela monomorfni a o které

bude diskutovano pozdé&ji). Vzhledem k tomu, Ze v populaci z Brlenky a z Katefinského

potoka bylo z divodl stafi vzorkd a nizké aktivity enzymut analyzovano pfili§ mélo jedincd,

nebyly tyto dva soubory dat zahrnuty do vypocti.

Pocet variabilnich lokust (P) se pohyboval od témét 17% do vice nez 58%, primérny

pocet alel na jeden lokus (A) byl mezi 1, 3 a 2, 8 a zji§téné hodnoty primérné

heterozygotnosti (Ho) byly od 0, 031 do 0, 211. Jednotlivé hodnoty pro vSechny studované

populace jsou shrnuty v Tabulce €. 4.

Tabulka ¢. 4.: Genetické parametry analyzovanych populaci stievle poto¢ni

(v zavorkach standardni odchylky)

0 0 %o Prumnérna
velikost pocet lokusu heterozygotnost
Populace .
vzorku/lokus | alel/lokus | polymorfnich* Ho HW He
*%

1. Teplica 94 11,3 (0, 6) 1,9 (0,4) 25,0 0,111 (0,050) 0,121 (0, 056)
2. Jizera 95 9,6(0,4) 1,3(0,1) 25,0 0,058 (0,034) 0,053 (0,030)
3. Wadowice 95 22,5(0,5) 2,2(0,5) 41,7 0, 165 (0,061) |0, 184 (0, 072)
4. Osoblaha 97 13,8 (0,5) 1,8(0,3) 41,7 0, 131 (0,051) |0, 148 (0, 056)
5. Roznov 97 37,0(1,0) 2,4(0,5) 33,3 0, 138 (0, 052) |0, 170 (0, 066)
6. Stielnice Vsetin 50,3(2,2) 2,3(0,5) 41,7 0, 160 (0, 066) |0, 178 (0, 076)
7. Brattejiivka 97 44,4 (0, 2) 2,4(0,5) 41,7 0, 185(0,074) |0, 175 (0, 070)
8. Lubotinka 97 46, 0 (0, 0) 2,6(0,5) 41,7 0,168 (0, 064) |0,172 (0, 067)
9. Ulicka 04 24, 8 (0, 6) 2,3(0,4) 41,7 0,172 (0, 053) |0, 187 (0, 060)
10. Ublianka 04 9,9 (0, 8) 1,9 (0, 3) 33,3 0, 160 (0, 057) |0, 170 (0, 064)
11. Udava 04 8,0(1,0) 2,0(0,4) 58,3 0, 139 (0, 063) |0, 188 (0, 072)
12. Pramensky p 05 [33,2 (0, 5) 1,0 (0, 0) 0,0 0, 000 (0, 000) |0, 000 (0, 000)
13. Blanice 05 30,8 (0, 1) 1,4(0,1) 16,7 0, 046 (0, 020) | 0,047 (0, 022)
14. Kapelunk 05 29,3 (0, 4) 1,5(0,2) 16,7 0, 048 (0, 025) {0,054 (0,032)
15. Smeda 05 29,8 (0, 1) 1,8 (0, 3) 41,7 0, 153 (0,062) |0, 154 (0, 058)
16. Jificka n 05 29,6 (0, 3) 1,5(0,2) 25,0 0,031(0,014) |0,049(0,025)
17. Otava 05 20, 6 (0, 3) 1,3(0, 1) 25,0 0,044 (0,019) |0,042 (0,018)
18. Olse 05 23,5(0,4) 2,3(0,6) 50,0 0, 143 (0,053) 10,178 (0,067)
19. Bec¢va 05 25,8(1,4) 2,8(0,7) 50,0 0, 176 (0, 066) |0, 176 (0, 068)
20. Vlara 05 17,0 (0, 0) 2,6(0,06) 33,3 0,211 (0,086) |0, 187 (0, 076)

* Lokus byl povazovan za polymorfni, pokud frekvence nejéastéjsi alely nepfesahla 0,95

* %
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Vysledky jsou velice zajimavé, pokud na né pohlédneme z hlediska piisluSnosti
studovanych populaci k jednotlivym imofim. Mezi nejméné variabilni (opét s odhlédnutim od
monomorfni populace za Slavkovského lesa) patii populace nalezejici k povodi Labe — tedy
umofi Severniho moie. Zde se hodnoty P pohybovaly od 16, 7% do 25%, hodnoty A mezi 1,
3al,5aHood0, 031 do 0, 053. Populace pattici do povodi Odry — tedy umofti Baltického
mote ukazovaly vys$i variabilitu: P od 41, 7% do 50%; A 1, 8 az 2, 3 a Ho mezi 0, 131 a 0,
153. Jesté vyssi hodnoty vykazovaly dvé populace pattici k povodi Visly (P 41, 7%, A 2,2 a
2, 6 a Ho 0, 165 a 0, 168). Nejvyssi variabilitu mély populace z povodi Dunaje (imofi
Cerného mote). Polymorfismus P byl v rozmezi 33, 3% aZ 58, 3%, pocet alel A od 1, 9 do 2,
8 a primérnd Ho mezi 0, 111 a 0, 211.

Frekvence vyskytu detekovanych variant — produktd riznych alel v jednotlivych
analyzovanych lokusech jsou uspofadany vtab ¢. 5. Ztabulky je patrné, ze mezi lokusy
s celkové nejvyssim poctem alel patiil lokus GPI-2 se 14 alelami a PGM se sedmi alelami.
Nejméné variabilni byl lokus mIDH-1 se dvéma alelami; ostatni lokusy mély tii az pét alel.

Pokud se podivame na vyskyt jednotlivych alel v riznych populacich v zavislosti na
povodi, mizeme vypozorovat nékolik zajimavych skute¢nosti.

Obr. 2a, b ukazuje zastoupeni alel v lokusu GPI-1. Z obrazku je na prvni pohled patrné,
7e téméf po celém uzemi CR a SR se vyskytuji tytéZ alely v téméf stejném zastoupeni —
vyraznou ptevahou alely /00, pouze povodi feky Tisy se vyrazné lisi — zde se objevuje s dosti
zna¢nou frekvenci alela 085, ktera se v ostatnich povodich bud’ nevyskytuje vibec, nebo je
tam ptitomna ve frekvenci nizsi nez 5%.

Na obr. 3a, b je zobrazeno zastoupeni jednotlivych alel v lokusu s447. Z map je opét
vidét rizné zastoupeni alel v jednotlivych povidich - napf. pro povodi Labe je charakteristicka
alela 0, 93, ktera se kromé toho vyskytuje ve dvou populaci povodi Odry, ovSem ve znacn¢
nizsi frekvenci. Prevladajici alelou v povodi Odry, Dunaje i Visly je alela /00, ktera je ve
vetsing téchto populaci vylucénou.

Obr. 4a, b znazornuje vyskyt alel lokusu SOD. Pievazujici alelou v lokalitach povodi
Labe a Odry je alela 700, ktera se v mensi mife vyskytuje v povodi Visly, Moravy a Vahu;
prevazujici alelou lokalit povodi Tisy je alela 200.

Obr. 5a, b ukazuje vyskyt alel vlokusu CK; témét vSechny populace jsou v tomto
lokusu monomorfni, pouze v populacich povodi Visly se navic vyskytuje alela 087 a
v lokalitach povodi Tisy alela /70 (vedle alely 100).

Obr. 6a, b znazornuje vyskyt alel v lokusu GPI-2; v povodi Labe je nejcastéjsi alela

108, v povodi feky Moravy jeji Cetnost jiZ jen polovi¢ni a dale je zde 7 — 8 dalsich alel,
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v mensi mife zastoupeni. Tuto nejvyssi variabilitu vykazuje jen stfedni Dunaj, povodi Visly je
v nejvétsi mife zastoupené taktéz vyskytem alely /08, ale odlisnost Visly od ostatnich je
v hojném vyskytu alely 745, ktera je jen velmi malo zastoupend u ostatnich populaci v ramei
Dunaje.

Obr. 7a, b znazortiuje vyskyt alel v lokusu PGM; nejméné variabilni jsou populace
povodi Labe s pevazujicim vyskytem nejcast&jsi alely 700. Lokality povodi Odry vykazuji
vyskyt vyssiho poctu alel, nejvétsi variabilitu opét ukazuji populace zpovodi Dunaje (s
vyjimkou populace Teplica).

Z obr. 8a, b je vidét, ze povodi Labe ma v lokusu sMDH-1 zcela monomorfni populace
(alela 100), populace povodi Odry a Visly maji kromé toho alelu 071, populace z povodi
Moravy maji nejvyssi variabilitu (alely 700, 071 a navic 120). Slovenské populace povodi
Dunaje maji alely /00 a 120 (krom& Udavy, kde se vedle alely /00 vyskytuje i alela 071).

Obr. 9a, b ukazuje variabilitu v lokusu sMDH-2. Ceské populace (kromé Jifické nadrze)
a slovenské populace (s vyjimkou Popradu) jsou zcela monomorfni salelou 700; vySsi
variabilitu maji moravské populace, kde se kromé alely 700 ukazuji i alely 110 a 075.

Obrazek10a, b znazortiuje vyskyt alel vlokusu LDH-A. Vétsina populaci je
monomorfni, pouze v povodi Labe populace Blanice ma navic alelu 075, na Moravé 2
populace z povodi Dunaje maji navic alelu 060 a 2 vychodoslovenské populace (povodi Tisy)
maji alelu /30.

V lokusu LDH-B je vétsina populaci monomorfnich; z labského povodi je vyjimkou
Otava, rovnéz v nékterych dunajskych populacich se vyskytuji variabilni alely, jejich
frekvence vSak nedosahuje 5%.

Lokus mMDH je monomorfni s vyjimkou t¥ populaci; rovnéz lokus mIDH-1 je
monomorfni kromé& populace z RoZnovské Be&vy. Variabilita v téchto populacich je u obou
enzymu do 5%.

Z frekvenci alel v jednotlivych lokusech byly vypolteny genetické vzdalenosti i
podobnosti studovanych populaci. Tab. ¢. 6 ukazuje jejich hodnoty vypoctené podle publikace
Nei (1972) a hodnoty podle Cavalli-Sforza, Edwards (1967). Podle téchto parametri mezi
nejpodobn&jsi populace patii populace Jizera a Blanice, geneticky nejvzdalenéjsi pak jsou

populace z Ublianky a z Pramenského potoka, a to podle obou parametru.
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Z hodnot genetickych vzdalenosti pak byl zkonstruovan strom (fenogram), ktery
graficky ilustruje miru genetické podobnosti studovanych populaci. Fenogram na obr. 11 je
zalozen na genetickych vzdalenostech podle Cavalli-Sforza, Edwards (1967).

Na obrazku dole je zieteln¢ definovana skupina populaci z povodi feky Moravy, kterd
se vyrazné lisi od ostatnich. Dale je oddélena dvojice populaci povodi Odry (Sméda a OlSe);
tieti populace z tohoto povodi — Osoblaha je vSak umisténa v jiné ¢asti stromu a je oddélena
tfemi jinymi vétvemi. Velka skupina Sesti populaci z povodi Labe tvofi dalsi shluk, ktery je
uvnitt rozdélen na dvé podskupiny s nevyznamnou statistickou podporou. Dalsi shluk je
tvofen tfemi populacemi z vychodniho Slovenska (povodi Tisy). Dalsi dvé populace patti do
povodi Véahu a jsou odlisné, posledni dvé populace z povodi Visly se od sebe navzijem
rovnéz dosti lisi.

Ve vétsiné pifpadi strom celkem zdafile zobrazuje hydrogeografické vztahy mezi

populacemi a Ize tedy predpokladat, ze popisuje i1 vztahy genetické.
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Obrazek ¢. 11.: Fenogram genetické podobnosti populaci stievle poto¢ni
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6. Diskuse

Pti porovnani ziskanych vysledki s vysledky ziskanymi analyzou jinych druht z tzemi
Ceské republiky patii stievle potodni mezi druhy kaprovitych ryb snejvyssi genetickou
variabilitou. Primérny stupen polymorfismu P tohoto druhu se pohybuje ptres 34% (v rozmezi
P =16, 7% az 50%) a primérny pocet alel na lokus byl zjistén mezi 1, 3 a 2, 8. (Z tohoto
piehledu vynechdvam populaci z Pramenského potoka, kterda je v nami analyzovanych
lokusech zcela monomorfni — bez genetické variability. ) Pro srovnani uvadim napt.
podoustev ticni (Vimba vimba), jejiz praimérny stupeil polymorfismu P ~ 15% (Lusk et al.
2005). Dalsimi studovanymi druhy byly parma obecna (Barbus barbus) s P ~ 30% (Slechtova
et al. 1998); ostroretka sté¢hovava (Chondrostoma nasus), jejiz populace mély P ~ 20%
(Luskova et al. 1997); ouklejka pruhovana (Alburnoides bipunctatus) — P ~16% nebo ouklej
obecnd (Alburnus alburnus) s P ~ 25% (Gidaje o obou druzich Slechtova - osobni sd&leni).
Druhem na$i ichtyofauny snejvyssi dosud zjisténou genetickou variabilitou je hrouzek
obecny (Gobio gobio), jehoz primérna mira polymorfismu P ~ 30% (Slechtova et al. 2005).
(Jak se ale podle poslednich vyzkumu ukazuje, tato vysoka geneticka rozriiznénost hrouzka
muze byt zpisobena tim, Ze se ve stiedni Evropé vyskytuje vice nerozpoznanych druhd
lisicich se genetickymi parametry, které jsou podle morfologickych udajt fazeny do druhu G.
gobio — Slechtova, osobni sdélent. )

Z uvedeného je vidét, ze stfevle poto¢ni je v priméru opravdu geneticky velmi
variabilnim druhem. Variabilita jednotlivych populaci je vSak znaéné rozdilnd. Populace
z Pramenského potoka je zcela bez genetické variability — vSechny lokusy byly monomorfni
s nejCastéji se vyskytujicimi alelami. Tento jev tak neobvykly u tohoto druhu Ize vysvétlit tim,
jakym zplsobem dana populace vznikla. Vzorek pochdzi z potoka v Chranéné krajinné oblasti
Slavkovsky les. V této oblasti se nachazel pouze maly zbytek jediné populace, ze které bylo
nékolik jedincl pouzito jako vychozi rodi¢ovsky materidl k znovuosideni potoka. Tok byl
pfislusSnym zplisobem upraven tak, aby vyhovoval narokim druhu na prostiedi a zjevné
vhodnég, protoze populace se zde uchytila a v soucasné dobé dobie prospiva. Jediny problém,
ktery tato populace m4, je naprosty nedostatek genetické variability (tedy do té miry, do jaké
jsme byli schopni tuto variabilitu detekovat). Jev byl pravdépodobné zplisoben tim, Ze
k obnoveni populace byl pouzit pouze maly pocet jedinct, navic velice pravdépodobné
pribuznych — uplatnil se zde tedy tzv. ,founder effect“. Rodi¢ovsti jednici byli velice
pravdépodobné geneticky monomorfni (pfinejmensim v analyzovanych lokusech), a proto

dali vzniknout geneticky monomorfnimu potomstvu. (Dal$i moznosti je, Ze piivodni geneticka
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variabilita — pravdépodobné vsak velmi nizka — mohla béhem kratké doby vymizet, a to bud’
proto, ze vlivem mistnich podminek byly nékteré varianty negativni selekci z populace
odstranény, nebo ndhodné — genetickym driftem. Tato mozZnost je vSak vzhledem ke kratké
dob¢ existence této populace nepravdépodobna. )

Jak je vidét zobrazkti 2 — 10, genetickd rozriznénost populaci stievle alespon
v n¢kterych lokusech je organizovana podle hlavnich povodi. Dobfe je vidét, jak ve vétsing
studovanych lokusi jsou populace labského povodi odlisné od povodi ostatnich (napi. lokus
sAAT, lokusy SOD, sMDH-1 nebo sMDH-2). V dalsich pfipadech se alespoil povodi Labe lisi
od ostatnich frekvencemi vyskytu jednotlivych alel. Na druhé strané se napt. v lokusu GPI-1,
CK, GPI-2 nebo LDH-A vyrazné lisi populace z vychodniho Slovenska — povodi Tisy - od
zbytku populaci. V lokusu SOD mizeme pozorovat vzristajici zastoupeni alely 200 ve sméru
ze zapadu na vychod.

Krom¢ toho je z obrazku vidét, ze geneticka variabilita populaci povodi Labe je vyrazné
nizsi, nez u populaci z povodi Dunaje. Tuto skute¢nost je mozné vysvétlit faktem, Ze oblast
Dunaje béhem zalednéni fungovala jako refugium pro druhy ustupujici pied ledovcem. Po
otepleni klimatu a ustupu ledovcl druhy opét expandovaly na uvolnéné uzemi a tehdy
existujicimi vodnimi cestami se i stfevle dostivala aZ na tizemi nyngjsich Cech — tedy do
povodi Labe. Vzhledem k tomu, Ze na okrajich aredlu rozsifeni druhu je obecné geneticka
variabilita vzdy nizsi (founder effect, bottleneck effect), lze pochopit, Ze v labském povodi,
které bylo sekundarné osidleno po konci doby ledové, vykazujiji populace stfevle nizsi
genetickou variabilitu.

Lokality ndlezejici k povodi Odry (predev§im Sméda a OlSe), ukazuji v nékterych
lokusech - sAAT, GPI-2, PGM — ptitomnost alel, které se u jinych populaci vyskytuji bud’ jen
v labskych nebo jen v dunajskych populacich. Vysvétleni by mohlo byt takové, Ze tyto
populace mohou obsahovat jak ,labské“, tak ,dunajské alely. K uvedené situaci, tedy
smiseni prvki riznych povodi, obcas mize dojit v disledku tzv. ,river capture® (do &estiny
prekladano jako fi¢ni piratstvi), kdy v dasledku geologickych procesti mize (obzvlaste
v horskych oblastech) dojit k tomu, Ze horni tsek toku zméni koryto a za¢ne se vlévat do toku
patficiho do jiného povodi. Jako dusledek pak muze dojit ke smiseni dvou piedtim odlignych
genofondi.

V posledni dobé& probiha studie stievle z velké ¢asti Evropy, kterd spo¢iva v porovnani
nukleotidovych sekvenci genu pro cytochrom b v mitochondrialni DNA. Tato DNA se dédi
maternaln€, nerekombinuje v potomstvu fenotypy od obou rodicii a je tedy velice vhodna pro

studium fylogenetickych a fylogeografickych souvislosti mezi populacemi druhu. Vysledky
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ukazuji, ze v Evropé existuji samostatné linie pro populace povodi Labe, pro populace
stfedniho Dunaje (napf. moravské populace) a pro populace povodi Tisy. Toto miiZe souviset
s migracemi po skonceni zalednéni Evropy a sriznymi migranimi cestami, kterymi se
organismy z refugii dostavaly do zbytku uzemi. Do stfedni Evropy se z dunajského refugia
ryby pravdépodobné dostavaly dvéma cestami: jednak pfes Moravu, jednak po tocich v
nizinach na vychod a sever od Karpatského oblouku (Ukrajina, Polsko vychodni Némecko).
Povodi, kterd se nachazeji na vychodé a severu nasi republiky (Odra) — ale i napi. Visla - ve
svych populacich vykazuji znamky sekundarniho kontaktu mezi liniemi povodi Labe a
Dunaje (Slechtova — osobni sd&leni). Tedy vysledky analyzy DNA (prozatim mitochondrialni)
rovnéz ukazuji na geografické souvislosti genetické piibuznosti populaci riiznych povodi.

Existuje zde 1 spekulativni moznost (zatim vSak nedostatecné podlozend), ze se u tohoto
druhu setkavame vlastné s nékolika druhy (nebo poddruhy, i kdyz tato kategorie v posledni
dobé neni uznavana — Kottelat 1997), které jsou morfologicky tézko rozlisitelné. Jistou indicii
by mohly byt i rozdilné parametry plodnosti ptipadné riizné preference vytérového substratu.
Na druhou stranu by tyto rozdily mohly byt disledkem plasticity a variability uvniti druhu.
Tato moznost vSak vyzaduje hlubsi studium.

Dal$im z moznych hypotetickych vysvétleni nékterych nesrovnalosti ve vyskytu alel
v riznych populacich stievle jsou pak zasahy clovéka. Stfevle mohla byt pfevazena velmi
hojné jiz v 19. stol., kdy byla vuzivana v tehdejsich pstruhovych chovech jako zdroj potravy
pro pstruhy. Naptiklad zaznamy Frice (1875), ktery popisuje zplsob vysazovani stievli do
ptipravenych pstruhovych rybnickt. V pozdéjsich letech, kdy byla stale brana jako plevelna
rybka a jen prilezitostné chovana jako zdroj potravy pro pstruhy, nemuselo byt piili§ mnoho
moznosti prepravy stievle. Nejvetsi a nejCastéjsi prevozy jsou zaznamenany s pstruhem
potocnim. Ten se vSak pievazel ve stadiu jikry v o¢nich bodech, a pfevoz stfevle byl tak
zna¢n€ omezen. Zlom nastal pii zrychleni a zvétSeni prepravy, kdy se zacaly vuzivat nakladni
automobily a lososovité ryby se prevazeli na vétsi vdzalenosti a i v jinych stadiich nez v jikfe.
V téchto transportech uz nebyla tak pfesna kontrola a v poloviné minulého stoleti se navic o
podobnou problematiku nikdo nezajimal. Dal$im, sice malym ale pfesto vyznamnym
faktorem bylo vuzivani stfevle jako nastrazni rybi¢ky pfi sportovnim rybolovu. S postupnym
ubyvanim lokalit vyskytu mohla byt stale vice pfevazena na vétsi vzdalenosti a to jen pro
snadnéjsi a vétsi tlovky pstruhi. Soucasny systém hospodafeni na pstruhovych revirech jiz
neumoziuje tolik nezadoucich ptevozi ryb. Pii odlovech rockl a starSich nasad pstruha

poto¢niho agregaty jsou ryby pievazeny na kratké vzdalenosti, v ramci plsobnosti dané
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rybarské organizace. Pfi pievozech na vétsi vzdalenosti a vysazovani mnohem vyssich stavil
pladku pstruhd, je jejich ptivod piimo z lihn¢ a moznost prevozu stievle je tim velmi snizena.
Mnohem hor$i moznosti by mohl byt (a pravdépodobné je) nekontrolovany pievoz
stievli ze zachrannych chovi pro repatriaéni programy, kdy nebyva respektovano hledisko ani
hlavnich povodi a prevladaji spiSe hlediska ekonomickd nez odborné ochranaiska praxe.
Vzhledem k tomu, ze genetické slozeni populace je vysledkem dlouhodobé interakce genomu
populace a konkrétniho prostiedi, Ize s velkou pravdépodobnosti predpokladat, ze na jedné
stran¢ vysledné genetické slozeni je optimalné danému prostieni pfizptisobeno a na druhé
stran¢ genetickd variabilita populace ji zajiStuje preziti ve smyslu moznosti reagovat na bézné
vykyvy tohoto prostfedi. Teoreticky je proto mozné, ze pokud se populace ,,pfenese” do
prostfedi nového, nemusi byt schopna v ném dlouhodobé ptezivat. Pokud se pouzije pro
.posileni* jiné, ohrozené populace, mize v extrémnim piipadé pivodni populaci naopak
oslabit v disledku konkurence a poté muize sama vymizet, protoze nové prostiedi ji nebude
dlouhodobé vyhovovat. Vzhledem k tomu, Ze nelze predpovédét, jak se urita populace bude
vnovém prostiedi chovat, je nezbytné pfi tzv. repatriatnich nebo zachrannych aktivitach
dodrzovat pravidlo predbézné opatrnosti — tedy predpokladat nejhor$i moznou variantu a pro
tyto aktivity pouzivat jako vychozi materidl jedince z pokud mozno co nejbliz§i mozné
lokality nebo jesté Iépe — ,,zachranované™ populaci poskytnout na lokalité takové podminky,
aby byla sama schopna se udrzet a dlouhodobé prosperovat. Takovym piikladem muze byt
populace z Pramenského potoka, kterd vznikla za ptispéni ¢lovéka z malého zbytku pivodni
populace a je (v mezich moznosti nasi analyzy) geneticky zcela monomorfni, presto diky

vytvoreni vhodnych podminek pro jeji existenci celkem dobie prosperuje.
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7. Zavér

Analyzy genetické struktury vybranych populaci stievle potocni prokazaly znacnou
variabilitu tohoto druhu a rovnéz odhalily rozdily v genetické struktufe populaci mezi
jednotlivymi povodimi na tizemi Ceské republiky a Slovenska. Vysledky prispély k podpore
hypotézy o glacidlnich refugiich a pravdépodobnych migra¢nich cestach osidlovani stiedni
Evropy po tustupu ledovecl. Srovnani naSich vysledki s vysledky ziskanymi analyzou
mitochondridlni DNA vsak také ukazuji na moZnost existence vice druhii v soucasnosti
zahrnovanych pod jedno jméno. Naznalily rovnéz dulezitost poznani genetické struktury
druhu k vytvofeni souboru dat vyuzitelnych pro pfipadné ochranaiské aktivity. Zde je tfeba
znovu zdlraznit potiebu zachovavat opatrnost pfi vybéru vhodného materialu pro repatrice —
s respektovanim hlediska alespon vétsich hydrologickych celkd, abychom sniZili mozna rizika
tzv. genetické eroze, jejimz disledkem pak muzZe byt snizovani schopnosti dlouhodobého

prezivani populace.

Tuto praci by bylo vhodné rozsitit o dalsi lokality pro ucelené a hlubsi srovnani
populaci strevle z rliznych povodi — zejména by bylo dobré ziskat material z oblasti horni
Vitavy a z jejich piitokd, dale pak o lokality vyskytu z oblasti Ceskomoravské vysoginy.
Velmi cennym pfinosem by mohly byt i vzorky z horniho toku Dunaje, napf. z Rakouska ¢i
Némecka. Kromé toho by bylo vhodné zpfesnit mapovani lokalit s vyskytem stievle a

prohloubit analyzu pouzitim variabilnich znaki zaloZzenych na DNA.

54



8. Pouzita literatura

Balon, E., 1966: Ryby Slovenska. Bratislava: Obzor.

Banarescu, P., 1990: Zoogeography of Fresh Waters: AULA-Verlag, Wiesbaden, Germany.
1617 pp.

Barus, V., Lusk, S., Gajdasek, J., 1981: Fauna ryb a jeji zachovani v Ceskoslovensku.
Pamatky a ptiroda 6, 619-623.

Barus, V. et al., 1989: Cervena kniha ohrozenych a vzacnych druht rostlin a zivoc¢ichu CSSR,
dil 2.. Praha: Statni zeméd¢lské nakladatelstvi Praha.

Barus, V., Oliva, O. et al., 1995: Fauna CR a SR / Mihulovci a ryby (1, 2). Praha: Academia

Berg, L. S., 1912: Uber die Zusammensetzung und Herkunft der Fischfauna des Amur Flusses
mit Bezug auf die Frage von den zoogeographischen Regionen fiir die Stisswasserfische.
Zool. Jb. Syst., Geogr., Biol. d. Tiere, 32 (6): 475-520.

Berg, L. S., 1948-1949: Ryby presnych vod SSSR i sopredelnych stran. Izd. AN SSSR,
Moskva. C. 1, 1948, 466pp., 281 obr.; &. 2 (Opredeliteli po faune SSSR), 1949, pp. 469-
925, obr. 288-674; ¢. 3, 1949, pp. 929-1381, obr. 675-946, 1 mapa.

Blahak, P., 1981: Prispévek k poznani ichtyofauny dolniho toku Vlary. Acta Rerum
naturalium Musei Nationalis slovaci 27, 123-139.

Bless, R., 1992: Einsichten in die Ekologie der Elritze Phoxinus phoxinus (L. ); praktische
Grundlagen zum schulz einer gefdhrdeten Fischart. Bonn-Bad Gedesberg:
Bundesforschungsansalt fiir Naturschutz und Landschaftsokologie.

Bogutskaya, N. G., Kerzhner, 1. M., Spodareva, V. V., 2005: On the spelling of the scientific
name of the lake minnow Phoxinus percnurus (Teleostei: Cyprinidae). Ichthyol. Explor.
Freshwaters 16 (1): 93-95.

Boron, A., 2001. Comparative chromosomal studies on two fish, Phoxinus phoxinus
(Linnaeus, 1758) and Eupallasella perenurus (Pallas, 1814); an associated cytogenetic-
taxonomic considerations. Genetica 111: 387 — 395.

Briolay, J., Galtier, N., Brito, R. M., Bouvet, Y., 1998: Molecular phylogeny of Cyprinidae
inferred from cytochrome b DNA sequences. Mol Phylogenet Evol. 9 (1): 100-8.

Cavalli-Sforza L. L. & Edwards A. W. F., 1967: Phylogenetic analysis: models and estimation
procedures. Evolution 21: 550-570.

Clayton, J. W., Tretiak, D. N., 1972: Amine-citrate buffers for pH control in starch gel
electrophoresis. J. Fish. Res. Board Can. 29: 1169 - 1172.

55



Dmitrijev, J., 1990: Ryby znamé i neznamé, lovené, chranéné. Praha: Lidové nakladatelstvi,
37-38.

Doeringsfeld, M. R., Schlosser, 1. J., Elder, J. F., Evenson, D. P., 2004: Phenotypic
consequences of genetic variation in a gynogenetic complex of Phoxinus eos-neogaeus
clonal fish (Pisces: Cyprinidae) inhabiting a heterogeneous environment. Evolution Int J
Org Evolution. 58 (6): 1261-73.

Dusek, J., 2002: Ekologické charakteristiky ichtyocendzy s dominanci stievle potoéni
v prostfedi malého vodniho toku. Dipl. prace, P. F UK Praha, 103 pp. (nepubl. ).

Dusek, J., 2003: Prispévky k popisu ekologie sttevle potoéni (Phoxinus phoxinus L. ). Sbornik
abstraktu z konference Zoologické dny, 110-111.

Dusek, J., 2003: Metodicka piirucka pro ocharanu populaci, chov a repatriaci sttevle poto¢ni
(Phoxinus phoxinus L) s poznamkami o biologii druhu. AOPK CR: 1-43 s.

Dusek, J., Svétora, M., 2002: Rist tii vybranych populaci stfevle potocni (Phoxinus
phoxinus). Sbornik referati z V. ¢eské ichtyologické konference, 65-74.

Dyk, V., 1946: Pfispévky k biologii stfevle. Sbornik CSAZV 19, 138-140.

Dyk, V., 1952: Nase ryby. Praha: Zdravotnické nakladatelstvi, 180—183.

Dyk, V., 1956: Potravni zékladna v pstruhovych vodach. Sb. CSAV- Zivo¢. vyroba, 29 (12):
985-990.

Dyk, V., 1983: Ohrozena existence stfevle poto¢ni v naSich vodach. Pamatky a piiroda 8,
115-119.

Felsenstein, J., 1993: PHYLIP (PHYLogeny Inference Package) version 3. 5¢c. Distributed by
the author. Department of Genetics, University of Washington, Seattle.

Ferguson, K. A., Wallace, L. C., 1961: Starch gel electrophoresis of anterior pituitary
hormones. Nature 190: 629 - 630.

Fric, A., 1875: Ume¢lé péstovéani ryb v Cechach. Zprava o vysledcich péstovani losost a
pstruhi v letech 1871/74. Praha, 36 pp.

Fri¢, A., 1908: Ceské ryby a jejich cizopasnici. 2. vyd. V1. Nakladem (komise F. Rivnag),
Praha 78 pp., 111 obr.

Gilles, A., Lecointre, G., Faure, E., Chappaz, R., Brun, G., 1998: Mitochondrial phylogeny of
the European cyprinids: implications for their systematics, reticulate evolution, and

colonization time. Mol Phylogenet Evol. 10 (1): 132-43.

56




Gilles, A., Lecointre, G., Miquelis, A., Loerstcher, M., Chappaz, R., Brun, G., 2001 Partial
combination applied to phylogeny of European cyprinids using the mitochondrial
control region. Mol Phylogenet Evol. 19 (1): 22-33.

Greenwood, M. F. D., Metcalfe, N. B., 1998: Minnows become nocturnal at low
temperatures. Journal of Fish Biology 53, 25-32.

Griffiths, S. W., 1997: Preferences for familiar fish do not vary with predation risk in the
European minnow. Journal of Fish Biology 51, 489-495.

Hanel, L., 1995: Ochrana ryb a mihuli (metodika CSOP ¢. 10). Vlagim: ZO CSOP Vlasim.

Hanel, L., Lusk, S., 2003: Cerveny seznam mihuli a ryb Ceské republiky. Pfiroda, Praha, 22:
73-82.

Hénfling, B., Brandl, R., 2000: Phylogenetics of European cyprinids: Insights from
allozymes. Journal of Fish Biology 57, 265-276.

Harris, H., Hopkinson, J. A., 1976. Handbook of Enzyme Electrophoresis in Human Genetics.
North-Holland Publ. Comp., Amsterdam - Oxford.

Hartl, D., Clark, A. G., 1997: Principles of population genetics. Sinauer, Sunderland, MA.

Hillis, D. M., Mable B. K. and Moritz C., 1996: Applications of molecular systematics: the
state of the field and a look to the future. In D. M. Hillis, C. Moritz, and B. K. Mable
(eds. ), Molecular Systematics, second edition, Sinauer Associates, Sunderland MA., pp.
515-543.

Hochman, L., 1957: Ichtyologicky vyzkum feky Moravice. Acta Universitatis agriculturae A
S, 83-117.

Horacek J., Hartvich P., Lusk S., 2002: Pokus o fizenou repatriaci stfevle poto¢ni v malém
toku. Biodiverzita ichtyofauny Ceské republiky 4, 79-84.

Howes, G. J., 1991: Sytematics and biogeography: an overview. In: Winfield, I. & Nelson, J.
(eds. ), Cyprinid fishes. Systematics, biology and exploitation. Chapman & Hall,
London: 1 - 33.

Husko. A., Sutela, T., 1997: Minnow predation on vendace larvae: Intersection of alternative
prey phenologies and size-based vulnerability. Journal of Fish Biology 50, 965-977.
Irving, P. W., Magurran, A. E., 1997: Contest-dependent fright reactions in captive European

minnows: The importance of naturalness in laboratory experiments. Animal Behaviour
53, 1193-1201.
Jones, F. R. H., 1956: The behaviour of minnows in relation to light intensity. Journal of

Experimental Biology 33, 271-281.

57



Kennedy,, G. J. A., 1981: Individual variation in homing tendency in the european minnow,
Phoxinus phoxinus (L). Animal Behaviour 29, 621-625.

Kirillov, F. N., 1972: Ryby Jakutii. Moskva: 1zd. Nauka.

Kocher T. D., Stepien C. A., 1997: Molecules and Morphology in studies of Fish evolution.
In: Molecular Systematics of Fishes (eds. Kocher T. D., Stepien C. A. ), 1-11. New

York: Academic Press.

Kottelat, M., 1997: European freshwater fishes. Biologia 52 (Suppl. 5): 1-271.

Krausse, J., Cheng, D. J. -S., Kirkman, E., Ruxton, G. D., 2000: Species-specific patterns of
refuge use in fish: The role of metabolic expenditure and body lenght. Behaviour 137,
1113-1127.

Letting, D. L., Fecteau, D. A., Haws, T. F., Reed, S. L., Hopkins, R. O., Coleman, R. D.,
Goddard, K. A., 1999: Unexpected ratio of allozyme expression in diploid and triploid
individuals of the clonal hybrid fish Phoxinus eos-neogaeus. J Exp Zool. 284 (6): 663-
74.

Lohnisky, K., 1964: Prispévek k systematice a sexualnimu dimorfismu stfevle potoéni,
Phoxinus phoxinus (Linnaeus 1758). Acta musei Reginachradecensis A 6, 221-246.
Lojkasek, B., Lusk, S., Halacka, K., Luskovd, V., 2000: Fish communities in the drainage
area of the Osoblaha river and effect of the 1997 flood. Czech Journal of Animal

Science 45, 229-236.

Lusk, S., 1993: Fish communities and their management in the FrySdvka stream. Folia
Zoologica 42, 183-192.

Lusk, S., Luskova, V., Hala¢ka, K., Slechtova, V., Slechta, V., 2005: Characteristics of the
remnant Vimba vimba population in the upper part of the Dyje River. Folia Zool. 54 (4):
389 —404.

Luskova, V., Slechtova, V., Povz, M., élechta, V., Lusk, S., 1997: Genetic variability of
Chondrostoma nasus populations in rivers of the Black Sea and the Baltic sea drainage
systems. Folia Zoologica, 46 (Suppl. ):

Magurran, A. E., Pitcher, T. J., 1983: Foraging, timidity and shoal size in minnows and
goldfish. Behaviour Ecology and Sociobiology 12, 147-152.

Maitland, P. S., 1965: The feeding relationships of salmon, trout, minnows, stone loach and
three-spined stickelbacks in the river Endrick, Scotland. Journal of Animal Ecology 34,
109-133.

Markert, C., Moller, D., 1959: Mutiple forms of enzymes: tissues, ontogenetic and species

specific pattners. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 45: 753 — 763.

58



May, B., 1993: Starch gel electrophoresis of allozymes. In: Molecular Genetic Analysis of
Populations. A Practical Approach (ed. Hoelzel A. R. ). Oxford: IRL Press. 1993

Millse, C. A., Eloranta, A., 1985: The biology of Phoxinus phoxinus (L. ) and other littoral
zone fishes in Lake Konnevesi, central Finland. Annales Zoologici Fennici 22, 1-12.

Muzik, V., 1998: Ichtyofauna of the upper part of Torysa river. Czech Journal of Animal
Science 43, 489-496.

Nei M. 1972: Genetic distances between populations. Amer. Nat. 106: 283-292.

Nei M. 1978: Estimation of average heterozygosity and genetic distance from a small number

of individuals. Genetics 89: 583-590.

Nelson, J. S., 2006: Fishes of the World, 4th Edition. John Wiley & Sons, New York, 601 s.

Oliva, O., 1963: Kruhotsti a ryby Cech. Habilitadni prace, Zoologicky ustav Karlovy
univerzity, Praha, 584 pp. (nepubl. ).

Oliva, O., Balon, E., 1968: Survey of the results of the Czechoslovak ichtyology and
herpetology in the last 23 years (1945-1967). St. knihovna CSSR, (3-4), s. 65-69.

Papadapol, M., Wernerberger, A., 1975: On the reproduction of Phoxinus phoxinus
(Linnaeus, 1758) (Piscies: Cyprinidae) with notes on the aspects of life history. Vést. Cs.
Spole¢. Zool., 39 (1): 39-52.

Pasteur, N., Pasteur, G., Bonhomme, F., Catalan, J., Britton-Davidian, J., 1987. Manuel
Technique de Genetique par Electrophorese des Proteines. Technique et Documentation
(Lavoisier), Paris, 217 pp. (in French).

Penaz, M., 1975: Die lokomotorische Aktivitdt larvaler und juveniler Elritzen (Phoxinus
phoxinus). Folia Zoologica 24, 263-276.

Podubsky, V., Stédronsky, E., 1956: Dopliiky k biologie stievle potocni (Phoxinus phoxinus
L.). Zivo¢isna vyroba 29, 107-114.

Poulik, M. D., 1957. Starch electrophoresis in a discontinuous system of buffers. Nature 180,
1477.

Powell J. R., 1994: Molecular techniques in population genetics: A brief history. In:
Molecular Ecology and Evolution: Approaches and Applications (eds. Schierwater B.,
Streit B., Wagner G. P., DeSalle R. ). Berlin: Birkhauser Verlag.

Prakashem, S., Lewontin R. C., Hubby J. L., 1969: A molecular approach to the study of
genic heterozygosity in natural populations. IV. Patterns of genic variation in central,

marginal and isolated populations of Drosophila pseudoobscura. Genetics 61, 841-858.

59



Rab, P., 1980 (1981): Cytogenetické studium nékterych druhu ryb Celedi Cyprinidae. Kand.
dis. prace, Ustav fyz. a gen. hosp. zvitat CSAV, Lib&chov, 249 pp. (nepubl. )

Roussel, J. M., Bardonnet, A., 1997: Diel and seasonal patterns of habitat use by fish in a
natural salmonid brook: An approach to the functional role of the riftle-pool sequence.
Bulletin Francais de la Peche et de la Pisciculture 346, 573-588.

Rehulka, J., 1970: Rast, rozmnoZovani a potrava stievle potoéni (Phoxinus phoxinus)
v podminkach potoka Hofiny. Acta Universitatis agriculturae A 18, 479-493.

Repa, P., 1971: Beitrag zur Kenntnis des Geschlechtsdimorfismus der Elritze, Phoxinus
phoxinus (Linnaeus, 1758). Véstnik ceskoslovenské Spole¢nosti zoologické 35, 126-

131

Repa, P., Pivnicka, K., 1980: Morphologishe Variabilitit der Elritze (Phoxinus phoxinus)
(Pisces: Cyprinidae). Véstnik ¢eskoslovenské Spole¢nosti zoologické 44, 68-80.

Scott, W. B., Crossman, E. J., 1973: Freshwater fishes of Canada. Bull. Fish. Res. Board Can.
184. 966 pp.

Shaklee, J. B., Allendorf, F. W., Morizot, D. C., Whitt, G. S., 1990. Gene nomenclature of
protein-coding loci in fish. Trans. Amer. Fish. Soc. 119, 2-15.

Siebold, C. T. E., 1863: Die Siisswasserfische von Mitteleuropa. Leipzig: W. Engelmann.

Simons, A. M., Berendzen, P. B., Mayden, R. L., 2003: Molecular systematics of North
American phoxinin genera (Actinopterygii: Cyprinidae) inferred from mitochondrial
12S and 16S ribosomal RNA sequences. Zool J of the Linnean Soc, 139 (1), 63-80.

Simons, A. M., Mayden, R. L., 1998: Phylogenetic relationships of the western North
American phoxinins (Actinopterygii: Cyprinidae) as inferred from mitochondrial 128
and 16S ribosomal RNA sequences. Mol Phylogenet Evol. 9 (2): 308-29.

Smithies, O., 1955: Zone electrophoresis in starch gels: Group variations in the serum
proteins of normal human adults. Biochem. J. 61: 629-641.

Smithies, O., 1959: Zone electrophoresis in starch gels and its application to studies of serum

proteins. Adv Protein Chem. 14: 65-113.

Starmach, J., 1963: Wystepowanie i charakterystyka strzebli (Phoxinus phoxinus L) w
dorzecu potoku Mszanka. Acta Hydrobiologica 5, 367-381.

Straskraba, M., Cihat, J., Frank, S., Hruska, V., 1966: Contribution to the problem of food
competition among the sculpin, minnow and brown-trout. Journal of Animal Ecology

35, 303-311,

60



Swofford, D. L., Selander, R. B., 1989: Biosys-1. A Computer Program for the Analysis of
Allelic Variation in Population Genetics and Biochemical Systematics. D. L. Swofford,

[llinois Natural History Survey, Champaign, IL, USA.

Slechta, V., Slechtova, V., Luskova, V., 1998: Soucasny stav znalosti vnitrodruhové diverzity
ichtyofauny Ceské republiky. Biodiverzita ichtyofauny Ceské republiky 2, 5-17.

Slechtova, V., Slechta, V., Luskova, V., Lusk, S., Berrebi, P., 1998: Genetic variability of
common barbel, Barbus barbus populations in the Czech Republic. Folia Zool. 47
(Suppl. 1): 21-33.

Slechtova V., Luskova V., Slechta V., Lusk S., Kos¢o J., 2005. Intraspecific allozyme
diversity of Gobio gobio in Czech and Slovak rivers Folia Zool. 54 (Suppl. 1): 25 - 32.

Stédronsky, E., 1947: Druhotné pohlavni znaky u piskote (Misgurnus fossilis L. ) a stievle
(Phoxinu laevis Ag. ). Sbornik CSAZV 20, 384-390.

Stédronsky, E., 1956: K pfirozené vyzivé pstruziho plidku po ztraté Zloutkového vacku. Sb.
CSAZV, 29 (9): 681-684.

Toline, C. A., Baker, A. J., 1995: Mitochondrial DNA variation and population genetic
structure of the northern redbelly dace (Phoxinus eos). Mol Ecol. 4 (6): 745-53.

Tucek, ., 1964: Systematika a rust stievle potoéni (Phoxinus phoxinus). Dipl. prace, PfF UK
Praha, 78 pp. (nepubl. ).

Valenta, M., Hyldgaard-Jensen, J., Jensen, E. S., 1971: Interaction of veronal, pyrophosphate,
citrate and protein with lactate dehydrogenase isozyme determination and kinetics. Acta
Vet. Scand. 12: 15 - 35.

Vladykov, V., 1927: Uber den geschlechtlichen Dimorphismus bei Ellritzen Phoxinus
phoxinus (Linné). Zoologische Anzeiger 74, 322-328.

Woodhead, P. M. J., 1956: The behaviour of minnows (Phoxinus phoxinus L. ) in a light
gradient. Journal of Experimental Biology 33, 257-270.

Zardoya, R., Doadrio, 1., 1999: Molecular evidence on the evolutionary and biogeographical
patterns of European cyprinids. J Mol Evol. 49 (2): 227-37.

Zardoya, R., Economidis, P. S., Doadrio, I., 1999: Phylogenetic relationships of Greek
cyprinidae: molecular evidence for at least two origins of the Greek cyprinid fauna. Mol

Phylogenet Evol. 13 (1): 122-31.

61



9. Obrazkova priloha

Piiloha €. 1.: Mokiady pod vickem (CHKO Slavkovsky les)

Pfiloha ¢. 2.: Blanice

62



Ptiloha €. 3.: Foto barveného gelu lokusu GPI

Ptiloha ¢. 4.: Foto barveného gelu lokusu LDH




Ptiloha €. 5.: Foto barveného gelu lokusu MDH

su. sTfevees (3.9 o) Fa :



Piiloha ¢. 7.: Foto stfevle pro piipadné morfometrické studie

. it

SEAUNIYERE
SRBMHIUILENA PARUL T
dniirdni Yeivovea

Stmedoni1sd 13
BN Santh Mo A




