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1 Uvod

1.1 Biologie T. thymallus
Lipan podhorni (Thymallus thymallus) se tadi do tfidy Osteichthyes (kostnaté ryby),

fadu Salmoniformes, ¢eledi Salmonidae (lososoviti) a podéeledi Thymallinae (lipanoviti;
Kottelat 1997). T. Thymallus ma pomérné Siroky areal rozsifeni. Pfirozené se vyskytuje v
fekach od Francie a Anglie na zapad¢, pies Skandinavii az po Ural. Ve zbytku Evropy jej
mizeme nalézt piedeviim v fekach Alpského pohoii (kde obyva i jezera), ale i v Ceské
Republice, Némecku, Slovensku a Polsku, na jihu pak od Balkanského poloostrova okolo
Cerného a Kaspického mofe po Ural. Introdukci byl vysazen ve stiednim Spanélsku, do
nékterych jezer Finska a v jiznim Skotsku (Northcote 1995).

Tato sladkovodni ryba dortsta do 35 - 40 cm a hmotnosti 1 kg a fadi se k rychle
rostoucim a kratkovékym rybam (doziva se 3 — 5 let). Stihlé a torpédovité t&lo je pokryté
stiedné velkymi Supinami (Lusk et al. 1987). Mladi jedinci jsou stfibfiti s tmavsim hibetem a
bilym btichem. Dospéli jedinci maji hibet Sedozeleny az do modra, celkové zbarveni plisobi
jako duhové a na bocich jsou vyrazné Cerné skvrny. V dobé tfeni se zbarveni samcu
zintenziviiuje. Typickym znakem T. thymallus je vysoka, pestie zbarvena hibetni ploutev. U
samcu byva tato ploutev ostfe CernoCervené zbarvena a jeji konec je vyrazné protdhlejsi.
Ocasni ploutev je ¢ernohnédé a vyrazné vykrojend a mezi ni a hibetni plouti mizeme nalézt
cervenofialovou tukovou ploutvicku. Prsni ploutve byvaji narizovélé a biisni zluté az Sed¢.
Na mensi hlavé jsou velké oc¢i a mala usta se spodnim postavenim (Barus et al. 1995).

T. thymallus patii mezi chladnomilné ryby a ma vysoké naroky na obsah kysliku ve
vodé (Lusk et al. 1987). Radi se do skupiny reofilnich ryb, to znamena, Ze se vyskytuje
v rychleji proudicich tocich (Kubecka et al. 2013). Nevyzaduje Ukryty, spiSe vyhledava
otevienéj§i mista, v pribehu roku si vétsinou vystaci v tseku feky o délce do 200 metru.
Zdrzuje se ve vétSich ¢i menSich hejnech, jen nejvétsi jedinei Ziji samotaisky a chovaji se
teritorialn¢ (Barus et al. 1995).

T. thymallus se z hlediska reprodukéni strategie fadi do skupiny ryb litofilnich (Balon
1975). Béhem rozmnozovani vyhledava ¢isty kamenity substrat nebo hruby stérk, popiipadée
drobné oblazky, do kterych ukryva své jikry (Barus et al. 1995). Samci dospivaji ve véku dvou
let, samice o0 rok pozdéji (neni to v8ak pravidlem; Lusk et al. 1987). RozmnoZovani probiha

zpravidla v obdobi druhé poloviny dubna az prvni poloviny kvétna. Zacatek je ovlivnén



teplotou okolni vody (od 7 do 10 °C). V dobé& rozmnozovani nepodnika Zadné del$i migrace,
pouze ojedinéle se vydava hledat mista s teplej$i vodou. Na misto, kde rozmnoZovani probiha,
migruji samci Casto jako prvni, aby obsadili a hajili tzv. tfeci okrsky. (Barus et al. 1995).
Vétsinou si vybiraji Gseky feky s vy$S§im proudem vody, samci se zde pak zdrzuji prakticky
po celou dobu rozmnozovani (obvykle 2-3 dny, ale i 6-12 dni) a poté migruje zpét do

ptivodniho stanovisté (Lusk et al. 1987).

1.2 Vliv ¢lovéka na ichtyofaunu ve vodnich tocich

Ichtyofauna Ceské Republiky je druhové velice pestra. Je to predev§im diky tomu, Ze se
na na$em uzemi nalézaji tfi imofti — Severni moie (povodi Vltavy a Labe), Cerné moie (povodi
Moravy a Dunaje) a Baltské mote (Povodi Odry; Lusk et al. 2002). Nachazi se zde dulezité
evropske rozvodi Kralicky Snéznik, ze kterého se tato imofi rozbihaji. Charakteristické pro
hydrologickou sit’ nasi republiky je skutecnost, Ze vétSina vodnich tokl zde prameni a odvadi
svou vodu do okolnich stati (Lusk et al. 2011). Mezi pGvodni druhy ichtyofauny se tadi
celkem 55 druhti ryb a 4 druhy mihuli (Lusk et al. 2002).

Vliv ¢love€ka na ichtyofaunu v oblasti sttedni Evropy se zacal projevovat uz v obdobi
stiedovéku, nejvetsi dopad maji vsak aktivity v poslednich 100 letech (Lusk et al. 2002).
Obecné se da fici, ze téméf vSechny lidské zasahy na fi¢nich tocich mély a maji nepiiznivy
vliv na stav ichtyofauny, at’ uz pfimo nebo nepiimo (Lusk et al. 2002). Je potieba si uvédomit
skutecnost, Ze rybi spolecenstva velmi citlivé reaguji na zmény jejich prostiedi. Mezi nejméné
zadané zasahy na tocich se fadi naptiklad znec€iSténi, eutrofizace, napiimovani koryt fek, vodni
dila (a s nimi souvisejici zmény v priatokovém rezimu) a likvidace porostti na biezich. Na
zmény populacni skladby maji vliv pfedevs§im zasahy do hydrologického rezimu fek stavénim
bariér, jako jsou jezy a balvanité skluzy. Populace tak ¢eli fragmentaci, omezeni pohybu a dost
Casto i znemoznéni vyskytu (Lusk et al. 2011).

S rozvojem transportnich technik a metod umélého rozmnoZovani ryb se predevsim na
zacatku 20. stoleti zacaly uméle vysazovat nepivodni druhy téchto organismii (takto byl
introdukovan naptiklad druh Salmo trutta do Afriky nebo Jizni Ameriky), a to nejen do jinak
obtizné dostupnych lokalit (Vostradovsky 2013). Naprosta vétSina introdukovanych ryb byla
do nasich fek zavlecena s umyslem vyuzit je pro umélou reprodukci a k rozsifeni druhové
bohatosti pro sportovni rybateni. Takovéto umélé rozSifovani neptivodnich druhti miize byt

velice nebezpetné vzhledem k druhiim pivodnim (Lusk et al. 2002).



Na druhou stranu je umélou reprodukci mozné podpofit populace ptivodnich druht
z umélych chovi, to vSak ma vétsinou degradujici dopad z hlediska vnitrodruhoveé diverzity
téchto populaci, pokud tak neni délano s ohledem na pivod genera¢nich ryb (Lusk et al. 2002).
Nésledkem toho je totiz kontaminace ptivodnich populaci neptivodnimi geny v daném povodi
¢i toku. Nepiivodni jedinci odchovani v akvakulturnich chovech, ktefi jsou vysazovani do
tokd, se navic lisi v mnoha ohledech od ptivodnich divokych populaci (chovanim, schopnosti
adaptace, fenotypové, ale Castéji pravé genotypové; McGinnity et al. 2003). Takovéto rozdily
maji pak za nasledek sniZeni urovné pteziti oproti ptivodnim populacim, horsi reprodukcni
schopnosti atd. Pokud néktefi z téchto jedinch pfeziji a zapoji se do ptirozené reprodukce,
dojde ke kiizeni pavodnich a neptivodnich populaci, coz vede k celkovému zhorseni fitness a
schopnosti adaptace ptivodnich populaci na lokalni podminky prostfedi (Weiss et al. 2002).
Toto se u lososovitych ryb projevi vyraznym snizenim pocetnosti ptivodnich populaci a to

zpravidla i pfes intenzivni vysazovani za méné jak pét generaci (McGinnity et al. 2003).

1.3 Dosavadni studie

Prvni druhové specifické markery pro T. thymalus byly vyvinuty v letech 1999 a 2000
(Susnik et al. 1999; Susnik et al. 2000) a dalsi byly postupné odvozovany od téch, které byly
pouzivané pro piibuzné lososovité druhy ryb. Geneticka diverzita tohoto druhu byla studovana
jak pomoci molekularnich markert jaderné DNA (Koskinen et Primmer 2001; Koskinen et al.
2002; Gum et al. 2003), tak mtDNA (Gross et al. 2001; Gum et al. 2005; Koskinen et al. 2000;
Susnik et al. 2001; Weis et al. 2002).

Doby ledové vyznamné ovlivnily druhy sladkovodnich ryb a to pfedevSim fragmentaci
jejich ptirozeného prostiedi a zanikem vétSiny jejich prirozenych habitatii, diky cemuz vznikla
spousta hydrologicky izolovanych populaci. Ty, které piezily nepifiznivé podminky
v glaciélnich refugiich, byly nucené se velmi rychle pfizpisobovat ménicimu se prostiedi.
Plsobil na né silny pfirozeny vybér a populace prosSly ,bottleneckem™. Béhem dob
meziledovych se pak mohly rozsifovat diky nové tvofenym jezerim a fekdm z tajicich
ledovcti. Jelikoz byly tyto populace rozsifujicim se ledovcovym pokryvem ze severu (na
severni polokouli) béhem dob ledovych utlatovany smérem k rovniku, jejich nasledna
disperze sméfovala s Ustupem ledovce zpét na sever do nové vznikajicich habitatd (Hewitt
2004). Zakladaly populace nové, ale vyrazné tim ztracely svou genetickou variabilitu (tzv.

efekt zakladatele). To je pfi¢ina skutecnosti, ze jedinci smérem na jih jsou geneticky



variabilngjsi. Dal$im vysvétlenim mize byt skute¢nost, ze smérem na jih byly klimatické
podminky béhem dob ledovych ptiznivéjsi, jedinci zde méli mnohem vétsi Sance na pieZiti a
necelili tak vyraznym ,,bottleneckiim® (a s nimi spojenou ztratou alel; Hewitt 1995).

Cilem populaéné genetickych studii sladkovodnich ryb bylo piedevsim zjistit
postglacialni sméry jejich sifeni, lokalizovat geograficky a evolu¢né oddélené populace a
jejich hybridni zony (napt. Koskinen et al. 2000; Koskinen et al. 2002, Gum et al. 2005; Weiss
et al. 2002; Mari¢ et al. 2012). Dalsim divodem bylo studium dopadu lidské ¢innosti
(pfedevsim umélého posilovani populaci) na divoké populace a jejich genetickou strukturu
(napt. Susnik et al 2004; Gum et al. 2006).

Koskinen et al. (2000) ve své studii analyzovali pomoci metody polymorfismu délky
restrikénich fragmentt (RFLP) mtDNA 28 populaci severni Evropy. Primérna mezi-
populacni divergence (1,11-3,59%) mezi studovanymi populacemi se ukdzala byt 10 krat vyssi
nez u obdobné studie zaloZzené na analyze mtDNA piibuzného druhu T. arcticus v Severni
Americe (Redenbach et Taylor 1999). Koskinen et al. (2000) odhalili 27 haplotypi
klastrovanych do tifi fylogenetickych linii (severovychodni — Finsko, Estonsko a
severozapadni Rusko; severozapadni/stfedni — stfedni Némecko, Polsko a Fennoskandinavie;
a jizni — ptitoky Dunaje). Tyto tfi hlavni linie ve své studii definovali i Gum et al. (2005),
pti¢emz severozapadni/stiedni linii rozd¢€lili na dvé podjednotky — prvni zahrnujici populace
z povodni Ryna a Anglie a druhou nachazejici se ve stiedni a vychodni Evrop¢, na jihu
Skandinavie a v Litvé. Gum et al. (2005) analyzovali 29 populaci T. thymallus stiedni a severni
Evropy, které byly vybrany s ohledem na oblasti s minimalnim vlivem lidské ¢innosti. Tito
autofi definovali v této oblasti 30 mtDNA haplotypt. Spolus RFLP mtDNA analyzovali i 12
mikrosatelitnich lokust s praimérnym pocétem 3,5 alel na populaci a praimérnou o¢ekavanou
heterozygotnosti 0,39. Tady se jejich vysledky velmi podobaly se studii Koskinen et al. 2002,
kde byl popsan stejny pramérny pocet alel na populaci (viz nize).

Uz Koskinen et al. (2000) naznacovali existenci nékolika glacialnich refugii, ve kterych
populace T. thymallus piezily dramatické kolisani teplot v obdobi pleistocénu. Predpokladali,
7ze jedno se nachazelo na sever od Kaspické niziny a mohlo pfispivat ke kolonizaci
Archangelské oblasti a odtud severozdpadniho Ruska, Estonska a Finska. Druhé refugium
existovalo pravdépodobné ve stiedni Evropé a populace z né€j kolonizovaly stfedni Némecko,
Dansko, Polsko, Svédsko a Norsko (jizni a stfedni). Skuteénost, Ze tieti haplotypova linie,
kterou Koskinen et al. (2000) v této studii definovali, sestavala vylu¢né z Dunajskych
populaci, naznacovala existenci dalsich refugiich. Nasledn¢ Koskinen et al. (2002) potvrdili

existenci jizniho refugia studii zaloZenou na mikrosatelitnich datech 14 populaci ze severni a
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4 ze sttedni Evropy. Bylo odhaleno blizké genetické seskupeni populaci ze Svédska, Norska,
Dénska, Némecka a Slovinska, coz naznacuje, Ze populace T. thymallus ze severozapadni a
stiedni Evropy byly odvozeny z jiznich refugii. Weiss et al. (2002) ptedpokladali, ze se tato
refugia nachazeji v Dolnim Poryni a v okoli Labe a populace z nich expandovaly smérem na
sever, stejn¢ jako na jih. Jako hlavni refugium, ze kterého byla kolonizovana stiedni, vychodni
a Cast jizni Evropy, bylo oznac¢ovano Dunajské refugium (Koskinen et al. 2000; Weiss et al.
2002; Gum et al. 2005).

V pomérné nedavné studii zaméfené na objasnéni genetického puvodu T. thymallus na
zapadnim Balkané analyzoval Mari¢ et al. (2012) 14 populaci z Jadranského a Dunajského
povodi. Pouzil k tomu jak kontrolni region mtDNA, tak 12 mikrosatelitnich markerii. Odhalil
11 haplotypii; jeden Jadransky, jeden Alpsky a zbytek haplotypi oznacil jako tzv. balkdnskou
linii. Populace vykazovaly vysokou genetickou diverzitu v porovnani s ostatnimi studiemi
(Koskinen et al. 2002; Weiss et al. 2002; Gum et al. 2003; 2005), coz naznacuje, Ze se jedna
0 vyznamnou oblast z hlediska evropského genofondu T. thymallus. Obecné se jizni oblasti
vyznacuji vysS$i diverzitou nez ty severni, coZ podporuje i skutecnost, ze populace jizniho
2003). Prestoze se populace severni Evropy zdaji byt geneticky méné bohaté a nebyl u nich
evidovan zadny latitudindlni gradient genetické rozmanitosti, ktery by vyplyval
z postglacialniho Sifeni, vykazuji tyto populace zna¢né genetické rozdily i pies kratkeé
geografické vzdalenosti (Koskinen et al. 2000).

Ve sttedni Evropé se jako prvni zabyval popula¢ni genetikou T. thymallus Gross et al.
(2001). Analyzoval jak mitochondridlni, tak nuklearni geny (spolu se Ctyfmi mikrosatelitnimi
lokusy) u populaci z Dunaje, Labe a Mohanu. Tato povodi vykazovala vysokou diverzifikaci
odpovidajici ptirodnimu stavu geograficky oddélenych populaci.

Ruiznorodost genotypovych Eetnosti, vysoké hodnoty Fst a vysoky pocet specifickych
alel ukazovaly na vyznamnou genetickou divergenci zptasobenou dlouhodobou reprodukéni
izolaci mezi tfemi povodimi severniho Bavorska (dunajskym, labskym a rynskym), jak ve
studii zalozené na analyze 20 mikrosatelitnich lokusti popsali Gum et al. (2003). V souladu
s piedchozimi studiemi také zaznamenali nizkou uroven vnitro-populaéni diverzity
V porovnani s diverzitou mezi jednotlivymi populacemi a zarovei omezeni toku genti mezi
nimi. Naproti tomu celkova diverzita pouZitych mikrosatelitnich lokust se ukazala byt vysoka,
v pruméru 12,4 alel na lokus (Gum et al. 2003).

Jejich nésledujici prace se zabyvala populacemi stfedni Evropy, mezi kterymi byly i

nékteré z Ceské republiky. Vysledky ukazaly nejméné Gtyii velké mtDNA linie, které se
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pravdépodobné vyvinuly béhem izolace v pleistocénu. V kontaktnich zénach mezi povodimi
byl odhalen vysoky stupen promichani, ktery ma pravdépodobné historicky divod (ledovce,
staré ticni spoje apod.). Z mikrosatelitnich dat vyplynulo, Ze jsou ficni systémy silné
diferenciované a vykazuji velké mnozstvi privatnich alel (Gum et al. 2005). V navazujici studii
se Gum et al. (2006) zamétili na kontaktni zony povodi Dunaje, Ryna, Labe a Mohanu, kde
potvrdili promichanost jednotlivych mtDNA linii, a byla pozorovana podstatna exogenni

introgrese v mistech, které byly populace ovliviiované vysazovanim T. thymallus rtizného

pluvodu.



2 Cile prace

Cilem této prace bylo analyzovat genetickou strukturu populaci lipana podhorniho (Thymallus
thymallus) v tocich Ceské Republiky a na zékladd zjisténych vysledk dale posoudit vliv
rybarského obhospodafovani volnych vod na genetickou strukturu populaci tohoto druhu a

urcit miru naruSeni pfirozené genetické variability hydrologicky oddélenych populaci.



3 Material a metodika

3.1 Vzorkovani
Celkem 369 jedinct druhu T. thymallus bylo vzorkovano v letech 2011 a 2012. Na

pstruhovych lihnich byly vzorkovany generacni ryby slouzici k reprodukci, poptipadé
potomstvo z umélé reprodukce. Jedinci z fek byli chytani za pouziti elektrického agregatu,
tzv. elektrolov. Tato metoda je pouzivana predev§im kvuli své efektivité v habitatech rychle
proudicich tokt pstruhového a lipanového pasma. Po druhovém uréeni byla kazdému jedinci
druhu T. thymallus odstfizena mala ¢ast prsni ploutve a ryby byly vypustény zpét do feky.
Takto ziskané vzorky byly ulozeny do o0znacenych mikrozkumavek s 96% ethanolem.
Celkem 21 vzorkovacich lokalit bylo vybrano tak, aby pokryly vSechna tfi povodi
Ceské republiky — Oderské, Labské a Dunajské. K populacim reprezentujicim povodi Dunaje
byly pridany dvé populace ze Slovenska, pievazné pak populace Biely Potok, ktera
reprezentuje vyznamnou pstruhovou liheni. Seznam vSech vzorkovanych lokalit a jejich
charakteristika jsou uvedeny v Tabulce 1. Na Obrazku 1 je znazornéno rozmisténi lokalit, ¢isla

reprezentuji populace v potadi, v jakém jsou sefazeny v Tabulce 1.

Tab. 1: Seznam vzorkovanych lokalit, pFislu$nost k jednotlivym povodim, geograficka

pozice a prislusnost k divokym populacim (D) nebo populacim z lihni (L).

Cislo Kod Lokalita Tok Povodi Geograficka pozice Status
1 TA  Tachov Mze Labe  49,797°N  12,623°E L
2 HK  Horni Kamenice  Horni Kamenice Labe 50,736° N 15,286° E D
3 BL Borova Lada Vitava Labe 48,984° N 13,662° E L
4 MET Hronov Metuje Labe 50,489° N 16,183° E D
5 SVIT Zakupy Svitavka Labe 50,690° N 14,655° E D
6 MS  Skoronice Malse Labe 48,722° N 14,499° E D
7 UPA Trutnov Upa Labe 50,549° N 15,977° E D
8 HU Husinec Blanice Labe 49,053° N 14,002° E L
9 TU Turnov Jizera Labe 50,613° N 15,195° E D
10 TE  Befovnad Teplou Tepla Labe 50,095° N 12,841° E D
11 BN Husinec Blanice Labe 49,035° N 13,960° E D
12 VL Lenora Vltava Labe 48,931° N 13,792° E D
13 JI Zlata Olesnice Jizera Labe 50,691° N 15,321° E D
14 OD Libava Odra Odra 49,715° N 17,587° E D
15 ZE Zermanice Lucina Odra 49,733° N 18,445° E L

(e}



Cislo Kod Lokalita Tok Povodi  Geografické pozice Status

16 JE Jesenik Béla Odra 50,236° N 17,204° E L
17 SE Raspenava Smeéda Odra 50,901° N 15,129° E D
18 UV Ustiu Vsetina Vsetinska Be¢va Dunaj  49,314° N 17,999° E D
19 BP Biely Potok Revca Dunaj  49,040°N  19,297°E L
20 SV Tisnov Svratka Dunaj 49,334°N  16,423°E D
21 GA  Gapel Jasenina Dunaj  48,913°N 18,490° E L

Obr. 1: Mapa rozmisténi vzorkovanych lokalit s ¢iselnym oznacenim jednotlivych

populaci.

3.2 DNA izolace

Ze vzorku rybich ploutvi a plidkt bylo nejprve nutno izolovat DNA. To bylo
provedeno pomoci komeréniho extrakéniho kitu Nucleo Spin® Tissue (Macherey-Nagel,
Némecko).

Kazdy vzorek ploutve byl nejprve vysusen, rozstfihan na malé kousky a uloZen do ¢isté
mikrozkumavky. Do kazdé zkumavky bylo pfidano 180 pl lyza¢niho pufru T1 spolu s 20 pl
proteindzy K (20 mg/ml). Mikrozkumavky byly ulozeny do termobloku nastaveného na 56 °C
a inkubovany. Po nejméné 3 hodindch (vzorky musely byt zcela rozpusténé) bylo do smési

ptidano 200 pl B3 pufru. Nasledovala dalsi inkubace v termobloku pfi teploté 70 °C a po
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uplynuti 10 minut bylo do smési piidano 210 pl 96% ethanolu. Po vortexovani vSech vzorkl
byla veskera smés z kazdé mikrozkumavky piepipetovana na filtraéni kolonky Nucleo Spin,
ve kterych byla centrifugovana po dobu jedné minuty pii 11 000 otakach za minutu. V dal§im
kroku byly kolonky promyty BW a B5 pufry (500 ul BW a 600 ul B5). Po promyti byly
kolonky znovu centrifugovany, aby se odstranil zbytek vymyvacich pufri z filtra¢ni
kfemikové membrany. Suché kolonky byly umistény do ¢istych mikrozkumavek a po pridani
100 pl elu¢niho pufru BE piedehiatého na 70 °C opét centrifugovany. Extrahovand DNA byla

uskladnéna v mrazaku pfi teploté do -20 °C.

3.3 Gelova elektroforéza

Kvalita extrahované DNA byla kontrolovana pomoci gelové elekroforézy za pouziti
1,2% agar6zového gelu. Smés 1,2 g agardzy a 98,8 ml 0,5x TBE pufru (zasobni roztok na 1 I:
54 g Tris, 27,5 g kyseliny borité a 20 ml 0,5 M EDTA) byla ohfivana v mikrovinné troubé a
nasledné zchlazena pod tekouci vodou. Po dostate¢ném ochlazeni bylo piidano 5 pl GoldView
(Guangzhou Geneshun Biotech Ltd., Cina) slouZici pro vizualizaci DNA fragmentt v gelu.
Rozpustény gel byl prelit do formy, kde se ponechal do Gplného ztuhnuti.

Nasledné byl kazdy vzorek nanesen na gel v poméru 3 pl vzorku DNA a 2 ul
nanaseciho pufru ,,Loading dye“ (TaKaRa Bio Inc., Japonsko). Gelova elektroforéza bézela
pii napéti 100 V po dobu 45 minut. Poté byla vizualn¢ zkontrolovana piitomnost a kvalita

DNA pod UV zatfenim o vinové délce 300 nm.

3.4 Amplifikace mikrosatelitnich lokust

Pro analyzu bylo pouzito celkem 7 mikrosatelitnich lokust, které byly jiz diive
vyvinuty a testovany na druhu T. thymallus, a to: Bfro 005, Bfro 013, Bfro 015, Bfro 018
(Susnik et al, 1999), Bfro 010 (Susnik et al, 2000) a One 2, Ogo 2 (Gross et al. 2001). Piehled

zakladnich charakteristik vybranych primert je v Tabulce 2.
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Tab. 2: Seznam pouzitych primeri, jejich sekvenci a délky.

Lokus Orientace Délka Sekvence primert (5" — 3")
Bfro 010 pfimy 18 GGACGGAGCCAGCATCAC

Zpétny 24 GTTTGCCCCCAGGTTATCATAGCT
Bfor 015 piimy 24 GACTCAGTGAAGAACTAAAGTACA

zpétny 26 GTTTGAAAAGTTATGAAGGTCAACCC
Bfro 018 piimy 20 AGAGGGGTCCAGCAACATCA

Zpétny 24 GTTTGGGGAACCAGTCTAAAGCCT
Bfro 013 piimy 23 GATGTAGTTGCATTGCTTGCTCT

zpétny 27 GTTTGGCTTTACCATTATCATATGAGC
Bfro 005 piimy 20 CGCATCTGTATGAAAAACCT

zpétny 24 GTTTTGGTTTGGTAGGAGTTTCGT
0go 2 pHmy 20 ACATCGCACACCATAAGCAT

zpetny 26 GTTTCGACTGTTTCCTCTGTGTTGAG
One 2 piimy 23 GGTGCCAAGGTTCAGTTTATGTT

zpetny 23 CAGGAATTTACAGGACCCAGGTT

Byla ptipravena reakéni smés v nasledujicim poméru: 5 pl zasobniho roztoku PPP
Mastermix (TopBio, CR) o nasledujicim slozeni - 150 mM Tris-HCI, 40 mM (NH4)2SOs,
0,02% Tween 20, 5 mM MgCl, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP,
100 U/ml Tag DNA polymerazy, barvivo, stabilizatory a aditiva, 2,9 pl destilované H.O a 0,3
Ml od kazdého z primert. Do jednotlivych kolonek PCR plati¢ka bylo pipetovano 8,5 pl smési
a 1,5 pl vzorkd DNA. Piiprava probihala na Supinkatém ledu. Platicka byla vlozena do T3
termocykleru Biometra (Whatman Biometra, Némecko). Parametry PCR profilu jsou uvedeny

v Tabulce 3.

Tab. 3: PCR profil pro amplifikaci mikrosatelitnich lokusi.

Iniciacni Denaturace* Nasedani* Elongace* Finalni POée}

denaturace elongace cykli
Teplota (°C) 95 95 55 72 72 25
Cas (s) 180 60 45 60 300

Uspé&snost PCR amplifikace byla zkontrolovana pomoci gelové elektroforézy (viz 3.3)
za pouZiti 1,5% agar6zového gelu po dobu 30 minut. Amplifikované fragmenty byly nasledné

analyzovany pomoci automatického kapilarového sekvenatoru Beckman Coulter CEQ 2000.
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3.5 Amplifikace kontrolni oblasti mtDNA

Pro amplifikaci kontrolni oblasti mtDNA (dale jen CR mtDNA) byly pouzity primery
vyvinuté ke studiu genetické variability T. thymallus rakouskych fekach (Uiblein et al. 2001).

Sekvence zpétného i ptimého primeru jsou uvedeny v Tabulce 4.

Tab. 4: Sekvence piimého a zpétného primeru pro CR mtDNA a jejich délka.

Nazev Orientace Délka Sekvence oligonukleotidu (5" — 3")
LRBT-25 primy 20 bp AGACGCCCGGTGTTGTAATC
LRBT-1195 zpétny 22 bp GCT AGC GGG ACTTTCTAGGGTC

Reakéni smés byla ptipravena na Supinkatém ledu podle nasledujiciho protokolu: do 8
pl destilované H20 bylo piidano 12,5 pl PPP mastermixu (TopBio, CR), 1,25 pl piimého a
zpétného primeru a 3 pl extrahované DNA. Takto pfipravena reakéni smés byla opét vlozena

do termocykleru. Parametry cyklovani jsou uvedeny v Tabulce 5.

Tab. 5: PCR profil pro amplifikaci CR mtDNA.

CRmtDNA  Lniciacni Denaturace* Nasedani* Elongace* Finalni Pocek

denaturace elongace  cykli
Teplota (°C) 95 94 62 72 72 20
Cas (s) 300 60 30 120 600

3.6 Purifikace PCR produktu

Piecisténi PCR produkti bylo provedeno pomoci komeréniho kitu NucleoSpin® Gel
and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Némecko). Nejprve do nich bylo pfidano 50 pl
vazebneho pufru NTI, s nimz byly pfepipetovany na kolonky. Smés byla centrifugovana po
dobu 30 sekund pii 11 000 otadckach za minutu. Nasledné byla promyta membrana pomoci
500 pl NT3 pufru a dvakrat centrifugovana, aby byla dostate¢né vysusena. Suché kolonky
byly pfemistény do ¢istych mikrozkumavek, na kazdou bylo ptidano 30 pl NE pufru a kolonky
byly centrifugovany.

PCR produkty byly opét zkontrolovany pomoci gelové elektroforézy za pouziti 1,5%
agarézového gelu po dobu 30 minut.

Precisténé PCR produkty byly nasledné sekvenovany. K jejich sekvenaci bylo vyuzito

sekvenacniho servisu spole¢nosti Macrogen Europe Ltd. (Nizozemsko).
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3.7 Analyza dat

3.7.1 Mikrosatelity

Mikrosatelitni data byla odecitana z chromatogramii a zapisovana do tabulky Microsoft
Office Excel v podobg¢ ¢isel, kterd vyjadiovala velikosti jednotlivych alel.

Pro vypocet zakladnich charakteristik byl pouzit program GenAlEx 6.5 (Peakall et
Smouse 2012), ktery je voln¢ stazitelny z internetu a pracuje jako doplnék k Excelu. V ném
byly spocitany hodnoty o¢ekavané (He) a pozorované heterozygozity (Ho), pocet jednotlivych
alel na lokus (Na) a na populaci (A) a parovy fixa¢ni index (Fsr), ktera vyjadiuje uroven
genetické diferenciace mezi jednotlivymi populacemi. Dale byly pomoci tohoto programu
stanoveny privatni alely pro jednotlivé populace, proveden Manteliv test pro porovnani
zavislosti genetické a geografické vzdalenosti a spocitana analyza hlavnich komponent
(principal component analysis, PcoA) pro populace z hodnot Fst. Tento program byl take
pouzit pro konverzi dat pro programy Arlequin, GenePop, Microchecker a Structure.

Pomoci programu Genepop 4.2 (Raymond et Rouset 2008) byla spoctena vazbova
nerovnovaha (linkage disequilibrium, LD) pro ovéfeni, zda jsou lokusy nezavislé a neni nutno
je z dalSich analyz vyfadit. Dale byl tento program pouzit pro vypo¢teni Hardy-Weinbergovy
rovnovahy, konkrétné byl zjistovan nedostatek heterozygotu (H — deficit) na populace a na
jednotlivé lokusy. Pro vylouc¢eni ndhodné chyby v disledku velkého poctu parovych testii
nasledovala Bonfferoniho korekce (Dunn 1961).

Populacné genetické studie zaloZzené na mikrosatelitnich datech byvaji Casto naruseny
vyskytem mutace v misté DNA, kde ma dosedat pouzivany primer. V takovém piipadé
nedojde k amplifikaci daného Gseku DNA a vznika tzv. nulové alela. K detekci nulovych alel
byl pouzit program Microchecker 2.2.3 (van Oosterhout et al. 2004).

Pravdépodobnost, Ze analyzované populace proSly neddvnou redukci efektivni
velikosti populace — tzv. ,,bottleneckem®, byla poc¢itana pomoci programu Bottleneck 1.2.02
(Cornuet et Luikart 1997). Vzhledem k po¢tu jedinct a lokust byl pouzit podle doporuceni
autort programu dvoufazovy model (T. P. M.) a Wilcoxoniiv test porovnavajici oéekavanou
a pozorovanou heterozygozitu. Parametry byly nastaveny takto: variance=10 a
pravdépodobnost 90%. Odhad odchylek byl vypocten na zékladé 1 000 opakovani.

V programu Geneclone 2.0 (Arnaud-Haond et Belkhir 2007) bylo vypo¢teno mnozstvi
multilokusovych genotypu (MLG). Pro vypocet alelové bohatosti (allelic richness, ARr),

cwwvr
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software FSTAT 2.9.3.2 (Goudet 1995). Arlequin 3.1 (Excoffier et al. 2010) byl pouzit pro
analyzu molekularni variability (AMOVA), testovana byla 1 000 permutacemi.

Populaéni struktura byla analyzovana v programu STRUCURE (Pritchard et al. 2000),
ktery simuluje razny pocet populaci (kazdou se svou vlastni sadou alel a jejich frekvenci) a
nasledné do nich ptifazuje jednotlivé jedince, pfi¢emz pokud neni jejich zatazeni jednoznacné,
zatadi jej do vice simulovanych populaci. Pro analyzu byly zadany celkem 4 zakladni modely
s nasledujicimi vstupnimi hodnotami: model 1 ,,admixture — correlated*, model 2 ,,admixture
— independent, model 3 ,nonadmixture — correlated“, model 4 ,nonadmixture -
independent®. Pocet predpokladanych populaci byl nastaven na K=1-21, pocet iteraci 10,
,.burn in“ period 100 000 a 500 000 opakovani. Nejpravdépodobné;jsi hodnota K byla vybrana

pomoci internetového programu Structure Harvester (Earl et von Holdt 2012).

3.7.2 mtDNA

Setazeni sekvenci bylo provedeno v programu Mega 6 (Tamura et al. 2013)
pouzivanym k zarovnavani sekvenci, budovani fylogenetickych vztahti a k molekularné
evolucnim analyzdm. V tomto programu byly spocteny zdkladni charakteristiky sekvenci, jako
je pocet konzervovanych pozic (vSichni jedinci maji na této pozici stejnou bazi), variabilnich
pozic (obsahuje alespoii dva typy bazi), parsimonialné informativni pozice (pozice obsahuje
alespon dva druhy bazi a ¢etnost vyskytu alespont dvou z nich je rovna dvéma) a ,,singleton*
pozice (obsahuje alespont dva typy bazi a nanejvy$ jedna se vyskytuje vicekrat). Dale byly
vypocteny parova geneticka vzdalenost mezi vSemi jedinci a primérna geneticka vzdalenost
mezi povodimi a uvnitt jednotlivych povodi pomoci Kimurova dvouparametrového modelu
(Kimura 1980), ktery zohlediiuje pouze rozdilnost mutaci u tranzic a transverzi.

V programu DNASp 5.10.1 (Rozas et Rozas 1995) pouzivaného pro analyzu
polymorfismu sekvenci DNA byla provedena analyza haplotypi a vysledek naformatovan pro
dalsi rozbor jejich ptibuznosti. Ta pak byla vyhodnocena a graficky znazornéna pomoci

programu Network v. 4.6.1.3 (Bandelt et al. 1999) metodou ,,Median Joining*.
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4 Vysledky

4.1 Mikrosatelity

Vsechny lokusy u vsech jedinct celkového poctu 369 byli uspésné¢ amplifikovani, a
proto nebylo nutné zadného vyrazovat z analyz, stejné tak zadna z populaci. Pro analyzu
molekularni variance (AMOVA) musel byt vyfazen lokus (One 2) z divodu vyssiho pocétu
neskoérovanych dat.

4.1.1 Charakteristika mikrosatelitnich lokusi

Pocet alel na lokus, oCekavand a pozorovana heterozygozita a hodnota Fsr jsou
uvedeny v Tabulce 6. VSechny pouzité lokusy byly polymorfni. Nejvyssi polymorfismus byl
zaznamenan u lokust Bfro 018 (22 alel) a One 2 (23 alel). Ocekavana heterozygozita Se

A4

v v

u lokusu Bfro 018. Hodnota Fst se pohybovala v rozmezi 0,097 az 0,147. Deficit heterozygott
(p<0,01) byl zaznamenan na lokusu Bfro 010, Bfro 005, Bfro 013 a One 2.

Tab. 6: Tabulka s pouzitymi mikrosatelitnimi lokusy, pocet alel na jednotlivé lokusy
(Na), pozorovana (Ho) a ocfekavana (He) heterozygozita, hodnota Fst a deficit

heterozygoti na jednotlivé lokusy (H - def).

Locus Na Ho He Fst H - def
Bfro 010 12 0,44 0,482 0,102 0,0000
Bfor 015 15 0,741 0,727 0,098 0,0536
Bfro 018 22 0,76 0,782 0,097 0,0127
Ogo 2 16 0,702 0,664 0,101 0,3708
Bfro 005 17 0,585 0,613 0,141 0,0000
Bfro 013 20 0,579 0,641 0,147 0,0008
One 2 23 0,444 0,517 0,137 0,0000

Po provedeni globalniho testu na parovou vazebnou nerovnovahu (LD) bylo
zaznamenano 36 signifikantnich hodnot (p<0,001) z celkového poétu 441 srovnani. Po
provedeni Bonferroniho korekce (Dunn 1961) byl pocet signifikantnich srovnani snizen na 3.

Nebyla zaznamenana Zadna systematicka tendence ve vyskytu nulovych alel. Z 21
populaci se nulové alely vyskytly maximaln¢ ve tiech z nich, a to konkrétn¢ u lokust Bfro

015, Bfro 005 a One 2.
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4.1.2 Charakteristika analyzovanych populaci

V Tabulce 7 jsou uvedeny zakladni charakteristiky jednotlivych populaci - pocet
jedinct v populaci, primérny pocet alel na lokus, alelova bohatost a pocet privatnich alel na
jednotlivé populace, deficit heterozygotl, ocekavana a pozorovana heterozygozita a test na
vyskyt ,.bottlenecku®. Nejvyssi pramérny pocet alel na lokus byl zaznamenan u populace
Gapel (7,286 alel) a nejnizsi u populace Svratka (4,143 alel). Alelova bohatost vychazi
populace Tepla az 7,724 u populace Biely Potok. Nejvice privatnich alel bylo detekovano u
populace Biely Potok. Vypis vSech privatnich alel je mozné nalézt v Piiloze 1. Nedostatek
heterozygotl byl zaznamenan (p<0,001) u populaci MalSe a Svratka. Naopak vysoky pocet
heterozygoti byl zaznamenan u populaci Sméda (p=0,790) a Usti u Vsetina (p=0,673).
Ocekavana heterozygozyta se pohybovala v rozsahu 0,462 u populace Svratka az 0,694 u
populace Sméda a pozorované heterozygozyta od 0,534 u populace Tepla do 0,742 u populace
Biely Potok. Testovani na redukci populaci nepotvrdilo vyskyt ,,bottlenecku‘ u Zadné z nich.

Zkratky populaci viz Tabulka 1.

Tab. 7: Piehled po¢tu jedinci v jednotlivych populacich (n), primérny pocet alel na
lokus (A), alelovd bohatost (Ar) a pocet privatnich alel (Apr), ofekavané (He) a
pozorovane (Ho) heterozygotnosti, deficitu heterozygoti (H — def; cervené jsou

vyznacené signifikantni hodnoty p<0,01) a bottleneck.

Pop n A Ar Apr He Ho H - def Hs

TA 12 5,429 3,985 1 0,650 0,632 0,327 0,851
HK 12 4,000 3,366 0 0,626 0,598 0,575 0,054
BL 16 4,286 3,189 1 0,596 0,563 0,220 0,765
MET 22 5714 3,743 2 0,613 0,643 0,361 0,765
SVIT 20 6,143 4,036 2 0,578 0,619 0,014 0,765
MS 22 6,143 3,802 1 0,544 0,625 0,000 0,980
UPA 10 4,571 3,496 0 0,576 0,548 0,153 0,945
HU 24 5,857 3,894 2 0,687 0,658 0,016 0,710
TU 24 4571 3,211 0 0,490 0,555 0,002 0,468
TE 22 4,286 2,874 1 0,486 0,534 0,001 0,992
BN 23 6,714 3,950 1 0,651 0,664 0,134 0,980
VL 21 6,714 4,038 1 0,647 0,681 0,008 1,000
JI 17 6,429 4,096 5 0,652 0,664 0,101 0,468
oD 15 6,143 4,158 3 0,657 0,678 0,112 0,593
ZE 16 6,000 4,468 1 0,636 0,741 0,002 0,027
JES 24 6,000 3,854 0 0,634 0,637 0,015 0,851
SE 8 4,286 3,624 0 0,694 0,606 0,789 0,593
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Pop n A Ar Apr He Ho H - def Hs

uv 15 5,714 3,846 3 0,648 0,618 0,673 0,765
BP 16 6,857 4,724 10 0,692 0,742 0,027 0,656
SV 6 4,143 3,870 2 0,462 0,640 0,000 0,468
GA 24 7,286 4,129 4 0,535 0,634 0,003 0,945

Pomoci analyzy multilokusovych genotypi bylo mezi vzorkovanymi jedinci
detekovano celkem 368 riznych (unikatnich) genotypu. Pouze jeden genotyp byl stejny u dvou

jedincti. Oba tito jedinci pochazeli z populace Turnova.

4.1.3 Geneticka variabilita mezi populacemi

Analyzou molekularni variance (AMOVA) bylo nejprve zjistovano, jaky je podil
variability mezi lihnémi a divokymi populacemi (tj. skupinami), mezi populacemi v ramci
skupin, mezi jedinci v ramci populaci a mezi v8emi jedinci (Obr. 2a). Jelikoz se ukazalo, ze
se lihné od divokych populaci geneticky nijak nelisi, vzhledem k tomu, Ze podil variability
mezi nimi byl 0,02% (a ani tato nizka hodnota nebyla signifikantni, p=0,504), mohlo byt na
ob¢ skupiny nahlizeno rovnocenné ve vSech dalsich analyzach. Byla provedena nova analyza
molekularni variance, kde byly jako skupiny porovnavany jednotlivd povodi (Obr 2b). Je
ziejmé, ze prakticky veSkera variabilita je rozloZena mezi jedinci napfi¢ vSemi populacemi,
témet 87% (signifikantni pro p<0,001). Naopak mezi povodimi je genetickd variabilita
zanedbatelna (signifikantni pro p<0,05). Podil variability byl u populaci v ramci povodi

signifikantni pro p<0,001 a u jedinct v ramci populaci pro p<0,01.

17



Mezi populacemiv
Mezi skupinami 0,02% ramci skupin 9,94%
/_

Mezi jedinciv rdmci

/ populace 3,05%

a)
Mezi povodimi 1,27% Mezi populacemi
v rdmci povodi
0,
9,03% Mezi jedinciv rémci
/_ populace 3,03%
b)

Obr. 2: Graf znazoriujici podil genetické variability mezi skupinami, mezi populacemi
v rdmci skupin, mezi jedinci v ramci populaci a mezi v§emi jedinci - a) lihné a divoké

populace, b) jednotliva povodi.
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Zavislost geografické a genetické (Fst) vzdalenosti byla testovana pomoci Mantelova
testu (Obr. 3), matice s hodnotami je uvedend v Ptiloze 2. Hodnota p=0,407 vysla neprikazna,
tudiz zde zadnd zavislost neni. Podle tvaru grafu (Siroky rozptyl parovych hodnot) lze

predpokladat pievladani genetického driftu (Hutchison et Templeton 1999).
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Obr. 3: Vysledky Mantelova testu porovnavani hodnot geograficke vzdalenosti (GGD) a
Fsr.

Na Obrazku 4 je sestaven graf metodou analyzy hlavnich komponent. Pro vypocet byly
pouzity hodnoty Fst. Jednotliva povodi jsou odlisena barvami. Jak je patrné, populace
Z ruznych povodi netvoii zadné vyrazné oddé€lené shluky, ackoli je tu urcitd tendence

k rozdéleni oderskych a dunajskych povodi.
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Obr. 4: Grafické znazornéni vzdalenosti jednotlivych populaci mezi sebou, povodi jsou

barevné rozliSena (€ervena — oderské, Zluta — dunajske, modra — labské).

Pomoci internetového programu StructureHarvester bylo pro kazdy model vyhodnoceno
nejvhodnéjsi AK (ur¢uje pravdépodobny pocet populaci, shlukt). Pro model 1 (admixtuer —
correlated) bylo K=4, pro model 2 (admixture — independent) K=2, model 3 (nonadmixture —
correlated) K=3 a model 4 (nonadmixtuer — independent) bylo K=5 (viz Obr. 5 a, b, c, d).
Barevné carové grafy znazoriuji piislusnost jedinci ke genetickym skupinam.
Pravdépodobnost nalezitosti do jednotlivych populaci je vyzna¢eno barevné (Obr. 6 a, b, c, d).

Cisla na ose x oznaéuji ¢isla jednotlivych populaci podle Tabulky 1.

20



Deltak = mean(|L"(K)]) / sd(L(X)) a Deltak = meand|L"(K)) 7 sd(L(K))

I T
| —~/V\AAL VL

\ A A
ey e

5 10 15 20 >
K

Deltak = meank|L"(K)]) /sd{L(K)) C Del:ak = meany|L"(K)]) / =d(L(K))

i ) l\ 1%0

Obr. 5: Grafické znazornéni poctu hypotetickych populaci podle jednotlivych modeli (a

Delta K
G

—
Delu K

\ , A
\g J\v/\\/\/w\h 1’/ \.\ ] l\\ S

3 n 1%

)

sadmixture — correlated®, b ,,admixture — independent®, ¢ ,,nonadmixture — correlated®,
d ,,nonadmixture — independent*).

21



a) Model admixture — correlated (K=4).
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Obr. 5: Prislusnost jedinci do genetickych shluku (K je odhadovany pocet populaci na

zakladé uvedeného modelu); populace jsou oznaceny Cisly na ose x.
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4.2 Kontrolni oblast mtDNA
CR mtDNA se podatila uspésné amplifikovat u 230 jedincti (Tab. 8).

Tab. 8: Seznam pouZitych populaci pro analyzu mtDNA s po¢ty jedinci (n).

Kaod Povodi Kaod

HK Horni Kamenice Labe

BL Borova Lada Labe 6
MET Metuje Labe 16
SVIT Svitava Labe 20
MS Malse Labe 10
UPA Upa Labe 7
HU Husinec Labe 24
TU Turnov Labe 13
TE Tepla Labe 17
BN Blanice Labe 19
VL Vlitava Labe 16
JI Jizera Labe 5
oD Odra Odra 4
ZE Zermanice Odra 16
JES Jesenik Odra 17
uv Usti u Vsetina Dunaj 1
BP Biely Potok Dunaj 6
GA Gapel Dunaj 24

Z celkového poctu 589 bazi bylo 570 konzervovanych pozic, 15 variabilnich pozic, 3
pozice informativni pro parsimonii a 12 singleton pozic (u jedinci z populaci Biely Potok,
Upa, Zermanice, Husinec a Blanice). Frekvence jednotlivych bazi byly nasledujici: T (32,1%),
C (15,2%), A (30,3%) a G (22,4%). Z frekvenci je jasné patrné zatizeni AT.

Déle byla stanovena parova geneticka vzdalenost Kimurovym dvouparametrovym
modelem (Kimura 1980) mezi vS§emi jedinci. Primérna geneticka vzdalenost mezi jedinci byla
0,001. Primérné genetické vzdalenosti v ramci jednotlivych povodi jsou uvedeny v Tabulce

9a a v Tabulce 10b jsou uvedeny vypoctené prumérné vzdalenosti mezi povodimi.
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Tab. 9: Prumérné genetické vzdalenosti (d) a jejich smérodatna odchylka (SE): a) v

ramci povodi, b) mezi povodimi.

a)

Povodi d SE

Labe 0,000610352 0,000277444
Dunaj 0,001199525 0,000434783
Odra 0,002345304 0,001281138
b)

Povodi 1 Povodi 2 d SE
Labe Dunaj 0,001 0,000
Labe Odra 0,002 0,001
Dunaj Odra 0,002 0,001

Z celkového poctu 230 sekvenci bylo detekovano 8 haplotypti. Nejvice zastoupen byl
haplotyp 1, ktery se vyskytoval u 203 jedincti napii¢ vSemi analyzovanymi populacemi.
Haplotyp 2 a 3 byl detekovan pouze u jednoho jedince, oba tito jedinci byly z populace
Blanice. Haplotypy 5, 6, 7 a 8 byly také detekovany pouze u jednoho jedince (hapltyp 5 Biely
Potok, haplotyp 6 Husinec, haplotyp 7 Upa a haplotyp 8 u jedince z populace Zermanice).
Hapltyp 4 mél zastoupeni u populaci Biely Potok, Jesenik, Jizera, MalSe, Odra, Svitava, Vltava
a Zermanice. Haplotyp 1 se nachazi ve viech populacich.

V haplotypove siti (Obr. 6) jsou haplotypy reprezentovany kruhy, jejichz velikost
prezentuje ¢etnost vyskytu daného haplotypu. Spojnice pak vyjadiuji piibuznost, pficemz
Cislice udavaji mutované pozice. Z grafu lze odvodit, ze zékladnim je pravdépodobné
nejrozsitenéj$i H1, z néhoz pak piimo vznikly vSechny haplotypy ostatni. Jednotliva povodi

jsou vyznacena barevn¢.
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Obr. 6: Haplotypova sit’ (Cervena — oderské, Zluta — dunajské, modra— labské).
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5 Diskuze

5.1 Mikrosatelity

5.1.1 Charakteristika lokusi

V této studii se pocet alel na lokus pohyboval od 12 do 23. Pozorovanéa heterozygozita
od 0,44 do 0,76 a o¢ekavana od 0,48 do 0,78. Gum et al. (2006) zaznamenali u populaci ze
sttedni Evropy, mezi kterymi byly i dvé lihné z Ceské republiky, od 3 alel po 23 na lokus. Tito
Jadranského a Dunajského povodi také vykazovaly mnohem niz$i pozorovanou
heterozygozitu, od 0,28 do 0,58 a zaroven niz§i polymorfismus analyzovanych lokust (od 1
do 10 alel na lokus; Susnik et al. 2004).

Deficit heterozygotli byl zaznamenan celkem na ¢tyfech ze sedmi lokust (p<0,001).
Ve studii Koskinen et al. (2002), kde bylo analyzovano 17 lokusu, vysel signifikantni pro
deficit heterozygoti (p<0,05) pouze jeden. Jako pravdépodobné vysvétleni se nabizi
skute¢nost, ze Koskinen et al. (2002) vybirali vzorkované lokality s ohledem na ty nejméné
zasazené rybatfskym managementem. V piipad¢ rybarského managementu mize vlivem umélé
reprodukce ryb dochazet v takto vzniklych populacich k vyraznému ubytku heterozygoti
v disledku pouziti omezeného poctu rodicovskych jedinci (,,inbreeding*).

Vyskyt nulovych alel v této studii nenaznac¢oval Zadnou systematickou tendenci. Po
porovnani s vysledky testu na Hardy-Weinbergovu rovnovahu se ukazalo, ze nulové alely
vykazuji pfedevs§im ty lokusy u populaci, kde je H-W rovnovaha narusena (vyskytl se zde
deficit heterozygotu, p<0,05). Gum et al. (2006) odhalili potencialni pfitomnost nulové alely
pouze u jedné z 26 populaci a to u dvou jejich lokusu, deficit heterozygotti zaznamenal u 11
populaci (p<0,05). Gum et al. (2003) zaznamenali narusenou H-W rovnovahu u 6 Bavorskych
populaci z 15. Zaroven v8ak jimi studované populace vykazovaly vysokou hladinu diverzity,
coz mize byt diivod, pro¢ byl u populaci z Ceské Republiky zaznamenan tak asty nadbytek
homozygott.

Po provedeni Bonferroniho korekce (Dunn 1961) byly ze 441 srovnani na parovou
vazebnou nerovnovahu signifikantni (p<0,001) pouze 3 srovnani. Z toho lze vyvodit, Ze Zadna
dvojice pouzitych lokusti nebyla ve vazb&é. Obdobné vysledky zaznamenali i Gum et al.
(2003), kterym vyslo 2 signifikantni hodnoty ze 190 srovnani, v navazujici studii zabyvajici
se populacemi z celé stiedni Evropy zaznamenali Gum et al. (2006) parovou vazebnou

nerovnovahu u 12 populaci z 26. Koskinen et al. (2002) také zaznamenali vyskyt vazebné
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nerovnovahy u dvou parovych srovnani, vyfazeni téchto lokust vSak viditelné nezménilo

vysledky analyz.

5.1.2 Charakteristika populaci

Ocekavana (0,462 — 0,694) i pozorovana (0,534 — 0,742) heterozygozita byla u
studovanych populaci pomérné vysoka. Ve studii zaméfené na Bavorsko byla zaznamenana
o¢ekavana heterozygozita od 0,28 do 0,63 a pozorovana heterozygozita od 0,22 do 0,62 (Gum
et al. 2003). Stejné tak ve studii zaméfené na celou stfedni Evropu vykazovaly populace nizsi
pozorovanou (0,23 —0,59) a o¢ekavanou (0,21 — 0,58) heterozygozitu (Gum et al. 2006). Podle
Gum et al. (2006) vykazovaly populace ovlivnéné lidskymi aktivitami spojenymi s umélym
vysazovanim vyssi heterozygozitu (He=0,46) nez populace bez zasahu ¢lovéka (He=0,36). Je
tedy mozné, Ze populace studované v této praci jsou mnohem vice zasazené lidskymi
aktivitami, neZ populace ze studii Gum et al. (2003) a Gum et al. (2006).

Pramérny pocet alel na populaci vychazel v této studii podobné jako u ostatnich autori:
4,00 — 7,28 u populaci z Ceské republiky, 3,00 — 7,20 u populaci z Bavorska (Gum et al. 2003)
a 1,9 — 6,3 u populaci z celé stiedni Evropy (Gum et al. 2006). Pocet vzorku v jednotlivych
populaci mize ptimo ovlivnit tuto hodnotu, nemusi to vSak byt pravidlo. U dvou populaci
z této studie (Svratka a Malse) byl zaznamenan signifikantni (p<0,001) nedostatek
heterozygotl. Pocet vzorkovanych jedinct ze Svratky byl velice nizky (6), z Malse vSak
vysoky (22), tudiz nelze fici, zda to bylo disledek nizkého poc¢tu jedinct v populaci.

Pro vétSinu populaci (16 z 21) byla nalezena alespon jedna privatni alela. Nejvyssi
pocet privatnich alel byl detekovan u populace Biely Potok (10), Jizera pak méla pocet
privatnich alel jako druha nejvyssi (5). Gum et al. (2006) detekovali 21 privatnich alel u
poloviny analyzovanych populaci (13 z 16). Koskinen et al. (2002) zaznamenali vyskyt
geograficky specifickych alel, které by mohly byt specifické pro jednotlivé fylogenetické linie
(naptiklad pro severovychodni). Vzhledem k niz$§imu pramérnému poétu vzorkt na populaci
v této studii vaci studii Koskinen et al. (2002; 17,6 : 34,7) je pravdépodobné, Ze vyskyt
privatnich alel u populacich Ceské republiky je ve vétsing piipadii zptisoben pouze nizkym
poctem vzorki, kdezto u ¢lovékem témét nedotcenych populaci ze severni Evropy je vyskyt
privatnich alel vice neZ pravdépodobny. Alelova bohatost byla u nasich populaci mezi 2,874
— 4,724. Tyto vysledky jsou srovnatelné s Gum et al. (2003), kterému tato hodnota vychazela
mezi 2,4 — 4,6, as Gum et al. (2006), kde se alelova bohatost pohybovala mezi 1,9 a 4,5.

Test na ,,bottleneck* neprokazal, Ze studované populace prosli neddvnym historickym

snizenim efektivni velikosti populace.
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5.1.3 Genetické variabilita mezi populacemi

Analyza molekularni variance (AMOVA) procentualné rozdéluje mnozstvi variability
mezi jedince, skupiny populaci a populace. Nejprve bylo testovano, zda se mezi sebou
geneticky 1i$i populace z lihni a populace z divokych fek. JelikoZz geneticka variabilita mezi
témito skupinami byla zanedbatelna (0,02%), ptivod populaci se nezohlednoval v dalSich
srovnvacich analyzach. Po provedeni nové analyzy molekularni variance, kde byly jako
skupiny nadefinovana povodi, byla nejvyssi variabilita detekovana mezi jedinci naptic¢ vSemi
testovanymi populacemi (86,66%), mezi povodimi byla naopak téméi zanedbatelna (1,27%).
Podobné vysledky rozdéleni variability byly zaznamenany i v ptipadé rozdéleni na skupiny
populaci z lihni a z divokych fek. Z toho vyplyva, Ze jde o geneticky homogenni uzemi, na
rozdil od populaci severni Evropy, kde bylo detekovano 49,1 — 58,0% variability mezi
populacemi (Koskinen et al. 2002). Jednotlivé linie rozdélené podle analyzy mtDNA ve studii
Koskinen et al. (2000) na tomto Uzemi navic vykazovaly i vysokou diferenciaci (p<0,001)
mezi vSemi zkoumanymi populacemi, a to i v mistech s malou geografickou vzdalenosti, mezi
kterymi teoreticky mohlo v postglacialnim obdobi dochazet k miseni (Koskinen et al. 2002).

Manteltv test, ktery porovnaval zavislost genetické a geografické vzdalenosti, vysel
neprukazné, zadnd zavislost mezi témito proménnymi tudiz nebyla nalezena. Podle tvaru
grafu, kdy jsou parové hodnoty Siroce rozptylené, lze usuzovat, ze u populaci pievlada
vysazovanim bez respektovani ptuvodni ptirozené genetické struktury populaci.

Metodou analyzy hlavnich komponent (PCoA) byl pak vytvofeny graf z hodnot Fsr,
ve kterém se pribuznéjsi populace seskupuji do shluki. V idealnim ptipad¢é by byly jasné
viditelné tti shluky populaci rozd€lenych podle jednotlivych povodi. Ackoli je zde patrna
tendence k rozdéleni oderského a dunajského povodi, pficemz labské se s nimi piekryva,
populace netvofi zadné na prvni pohled viditelné skupinky, coz jen potvrzuje vysledky
z analyzy molekularni variance. Koskinen et al. (2002) naproti tomu zjistil velmi jasné
fylogenetické vztahy analyzovanych populaci korelujicich s geografickym Gzemim a tim se
mu podatilo populace rozdélit do zfetelnych fylogenetickych skupin.

V programu STRUCTURE byly testovany ¢tyti zakladni modely. Jednotliva AK byla
vyhodnocena pro model 1 (admixture — correlated) K=4, pro model 2 (admixture —
independent) K=2, model 3 (nonadmixture — correlated) K=3 a model 4 (nonadmixtuer —
independent) bylo vyhodnoceno K=5. Vzhledem k tomu, ze ptvodnich populaci bylo 21,

jedna se o velmi nizka ¢isla. Pokud se podivaime na vystupni ¢arové grafy tohoto programu
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(kde je jedinec prezentovan jako svisla ¢ara slozend z barev, které uréuji procentudlni
nalezitost do simulovanych populaci), je jasné patrné, ze jedinci po sefazeni podle jejich
skuteéné sounalezitosti k 21 populacim jsou geneticky vysoce promichané. Analyzované
populace ze sttedni Evropy ve studii Gum et al. (2006) mé&ly podobnou tendenci se ustalovat
na K>3, pfitemz K=3 bylo vyhodnoceno jako nejvhodnéjsi, vzhledem k fylogenetickym
liniim zalozenym na mtDNA v piedchozi studii Gum et al. (2005)

5.2 Kontrolni oblast mtDNA

Pro kontrolni oblast ,,D-loop“ mtDNA bylo vybrano 288 jedinct, pfi¢emz se podatilo
uspésné sekvenovat 230 z nich. Primérnd genetickda vzdalenost mezi jedinci byla nizka
(0,001), stejné tak byly velice nizké pramérné genetické vzdalenosti v ramci povodi a mezi
jednotlivymi povodi. Z téchto vysledka je mozné usoudit, ze studovani jedinci jsou geneticky
velmi homogenni a hydrologické celky jako takové nevykazuji Zzadnou diverzifikaci mezi
sebou navzdjem. To rozhodné neodpovida pfirozenému stavu, ve kterém by populace mezi
sebou mély vykazovat urcity stupen diferenciace.

Bylo detekovano celkem 8 haplotypii z 230 sekvenci. Z haplotypové sité 1ze odvodit, Ze
nejrozsifenéjSim haplotypem na nasem uzemi je H1 (203 jedincti), ktery se vyskytl ve vSech
analyzovanych populacich. Je pravdépodobné, Ze je tento haplotyp rozsifen mezi generaCnimi
rybami na lihnich, diky ¢emuz by mohl byt uméle rozsifovan introdukci do Ceskych ftek.
Z n¢ho pak piimo (bez prechodného haplotypu) vzniklo ostatnich sedm haplotypti. Druhy
nejrozsitenéjsi haplotyp H4 (21 jedinct) se vyskytoval u vSech tfech povodich. Ostatnich Sest
haplotyptt mélo zastoupeni vzdy jen u jednoho jedince. Jelikoz neni vyskyt hyplotypl vazan
na jednotlivé populace ani geografické povodi, bylo tim pouze potvrzeno, Ze populace v Ceské
republice jsou velmi homogenni. Pocet mutaci (max. 5) ukazuje na to, Ze ostatni haplotypy
jsou pravdépodobné nové vzniklé.

Pocet nalezenych mitochondridlnich haplotypli ostie kontrastuje s poctem
mikrosatelitnich genotypti (368 z 369 jedinct). To dokumentuje rozdilnost pouzitych markert
Z hlediska mutaéni rychlosti. Dal§im moznym vysvétlenim mutize byt i skutecnost, Ze v této

studii byl pouZit pomérné kratky usek mtDNA a zaroveil sedm mikrosatelitnich lokusi.

29



5.3 Vliv rybarského managementu na analyzované populace

Ze zjisténych vysledkil vyplyva, Ze populace T. thymallus na uzemi Ceské republiky
vykazuji vyraznou vnitro-popula¢ni diverzitu. Oproti tomu geneticka diferenciace populaci
v jednotlivych povodich a populacich mezi povodimi je velmi mald. Tento stav neodpovida
ptirozenému stavu volné Zijicich populaci tohoto druhu v mistech, kde neprobihala jejich
podpora rybaiskym managementem (napf. Koskinen et al. 2001, 2002, Gum et al., 2005).
Vzhledem k tomu, ze T. thymallus vykazuje omezenou migra¢ni aktivitu, dokonce i v obdobi
reprodukce (Northcote 1995), byla u populaci T. thymallus, které nebyly historicky ovlivnény
umélym vysazovanim, zaznamenana velmi nizka Groven vnitro-populaéni genetické diverzity.
Naproti tomu mezi-populac¢ni geneticka diverzita byla u takovychto populaci vzdy vysoka
(napt. Koskinen et al. 2001; Gum et al. 2003).

V oblasti stfedni Evropy byly identifikovany kontaktni zony tfi hlavnich evolu¢nich linii
T. thymallus (Gum et al. 2005), coz mohlo do jisté miry umoznit i pfirozeny tok genti mezi
populacemi ve studovanych povodich. Na druhou stranu bylo prokazano, Ze i geograficky
blizké ptirozené populace T. thymallus vykazovali relativné vysokou urovenn mezi-popula¢ni
genetické diverzity (Koskinen et al. 2002; Gum et al. 2003) coz je v rozporu se zjistenymi
vysledky této studie.

Na tizemi dne$ni Ceské republiky ma rybaiské obhospodatovani dlouholetou tradici a T.
thymallus je jednou z lososovitych ryb, jejiz populace jsou intenzivné podporovany umélym
vysazovanim. Jak je patrné ze zjiSténych vysledku, toto vysazovani a jim zprostfedkovany
geneticky drift probihal, a pravdépodobné stale probiha, bez jakéhokoliv respektovani
zékladni principit udrzovani piirozené genetické struktury volné zijicich populaci. Nejenze
byly jednotlivé populace promichany mezi sebou v ramci jednoho povodi, ale dochazelo
k pfevozim populaci i mezi jednotlivymi hydrologicky izolovanymi celky. Toto
pravdépodobné zapti¢inilo vyraznou homogenizaci genetické diverzity populaci T. thymallus
mezi studovanymi povodimi. Obdobny vliv exogenni introgrese geni na volné Zijici populace
T. thymallus byl v niz$i mife pozorovan v Bavorsku (Gum et al., 2006) a také ve Slovinsku
(Susnik et al., 2004).

Podobné situace byla zdokumentovana i v piipadé populaci Salmo trutta (pstruh obecny)
v povodich &eskych a slovenskych tokii. Na izemi Ceské republiky a Slovenska byla zjisténa
vyrazna homogenizace mezi-popula¢nich rozdilii a také vyrazna uniformita Atlantickych a
Dunajskych populaci tohoto druhu. V povodi Dunaje bylo nalezeno zna¢né mnozstvi jedinct

nalezicich do Atlantické linie (Kohout et al. 2011). Toto poukazuje na exogenni tok gent
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smérem z povodi Labe do povodi Dunaje a dale také na skute¢nost, ze vét§ina populaci
pstruha, které jsou chovany na lihnich, pochazi pravé z Atlantické linie. Obdobné tomu muze
byt i u T. thymallus, jak 1ze nepiimo usuzovat ze zjisténi vyrazného zastoupeni CR mtDNA
haplotypu, ktery byl rozSifen napfi¢ vSemi studovanymi populacemi a také z takika
zanedbatelné urovné diverzifikace CR mtDNA haplotypti. V neposledni fad¢ rybi lihnég, které
se vénuji produkci ndsad pstruha obecného, se ve vétsiné piipadl také zabyvaji i produkei

nasad T. thymallus a jejich distribuce probiha zpravidla obdobné.

31



6 Zavér

Ze statistické analyzy je ziejmé, Ze lidmi zprostfedkovana introdukce u T. thymallus
Vv poslednich 200 letech vyrazné homogenizovala mezi-popula¢ni rozdily, které se vytvarely
v prubéhu evoluce po desitky tisic let. Populace, které byly v této préaci studovany, pochazely
pavodné ze t¥i povodi Ceské republiky. BohuZel zde nebyla patrna z4dna diverzita mezi témito
povodimi, ani mezi populacemi samotnymi. Analyza CR mtDNA sice odhalila celkem osm
haplotypti, ovSsam Sest z nich se objevilo pouze u jednoho jedince. Z vysledku vyplyva, Ze
intenzivni rybaiské obhospodafovani potira pivodni genetickou variabilitu mezi geograficky
oddélenymi hydrologickymi celky.

Dnes jiZ s jistotou vime, Ze toto naruSeni piirozené genetické struktury lososovitych ryb
ma vyrazny podil na poklesu stavu jejich populaci. Znovuobnoveni alespoii ¢asteéné genetické
struktury populaci T. thymallus v tocich bude v budoucnu velmi obtizné, nicméné pro

zachovani tohoto druhu pravdépodobné nezbytné.
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8 Prilohy

Piiloha 1: Vypis privatnich alel a jejich frekvence pro jednotlivé populace.

Populace Lokus Alela Frekvence
TA Ogo 2 234 0,045
BL Bfro 013 222 0,033
MET One 2 246 0,023
MET One 2 252 0,023
SVIT Bfro 013 198 0,025
SVIT Bfro 013 238 0,025
MS One 2 260 0,025
HU Bfro 018 187 0,021
HU Bfro 018 222 0,021
TE One 2 224 0,033
BN Bfro 013 232 0,022
VL Bfro 005 130 0,024
JI One 2 200 0,031
JI One 2 208 0,031
JI One 2 228 0,031
JI One 2 230 0,031
JI One 2 280 0,031
oD Bfro 005 216 0,033
oD Bfro 013 192 0,033
oD Bfro 013 212 0,033
ZE Bfro 010 112 0,133
uv Bfro 018 200 0,067
uv Bfro 005 96 0,033
uv Bfro 005 108 0,033
BP Bfro 010 100 0,133
BP Bfro 010 104 0,067
BP Bfro 010 116 0,033
BP Bfro 018 202 0,063
BP Bfro 018 206 0,063
BP Bfro 018 208 0,063
BP Bfro 018 232 0,031
BP Ogo 2 202 0,063
BP One 2 198 0,094
BP One 2 234 0,031
N\ One 2 206 0,100
GA Bfro 010 110 0,065
GA Bfor 015 166 0,021
GA Bfor 015 174 0,021
GA One 2 148 0,023
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délenost mezi populacemi

7

lou a geograficka vz

iagona

: Geneticka (Fst) pod di

Priloha 2

iagonalou.
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