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PROHLASENI

ProhlaSuji, Ze jsem diplomovou praci na téma ,,Ouklejka pruhovana (Alburnoides
bipunctatus) — geneticka diverzita populaci s ochranarskymi aspekty*“ zpracovala pod
vedenim Skolitele samostatné. Pouzitou literaturu a podkladové materidly jsem v préci

citovala a uvedla je v pfilozeném seznamu pouzité literatury.



SOUHRN

Diplomovéa prace na téma ,Geneticka diverzita ouklejky pruhované - Alburnoides
bipunctatus* reviduje vztahy vétSiny druhti rodu Alburnoides a poskytuje molekularni
pohled do populacni struktury druhu A. bipunctatus, jako jediného zastupce tohoto rodu na
ceském uzemi. Byly provedeny fylogenetické analyzy markeri z mitochondrialniho i
jaderného genomu - cytochrom b a RAG-1. Sesbirané vzorky pochazely z riznych lokalit
osmi umotri - Severniho, Baltského, Cerného, Kaspického, Egejského, Jonského,
Stfedozemniho a Jaderského mote.

V ramci druhu A. bipunctatus bylo nalezeno 35 haplotypti a 6 nukleotypi. Reky timoii
Cerného mote vykazovaly vétsi haplotypovou pestrost nez feky piislusejici do umofi
Severniho a Baltského. Pro ochranafské u¢ely v CR nebyl prokazan specificky haplotyp
typicky pro nekteré ze tifi uvedenych umofi. Béhem vyvoje genomové knihovny bylo
objeveno 50 mikrosatelitovych lokusi s dinukleotidovymi a 79 lokusi s
tetranukleotidovymi motivy, které tvofi nadéjny zdklad k nalezeni vhodnych

kodominantnich markera pro budouci populaéni studie.



SUMMARY

Diploma thesis named ,,A/burnoides bipunctatus - genetic diversity of populations and
conservation implications® revises relationships among the most of the species of genus
Alburnoides and offers a view into the population structure of the species A. bipunctatus as
a single representative of this species on the territory of the Czech Republic. Phylogenetic
analyses of mitochondrial marker - cytochrome b, and nuclear marker - RAG-1 were made.
Samples were collected from different habitat of the eight sea-drainage areas - North,
Baltic, Black, Kaspian, Aegean, Ionian, Mediterranean and Adriatic Sea.

Thirty five haplotypes and six nucleotypes were found within species A bipunctatus.
Haplotype diversity was greater in the rivers of Black Sea-drainage area than in the rivers
of sea-drainage area of North and Baltic Sea.

During ongoing development of genomic library, were detected 50 microsatellite loci with
dinucleotide and 79 loci with tetranucleotide motives which are promising candidates for

codominant markers in future population studies.
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Od nepaméti se lidé snazili najit systém, podle kterého by roziadili organismy zijici na nasi
planeté. Prvnim vyznamnym prikopnikem byl Karl Linné, ktery na konci 18. stoleti
vytvofil binomickou nomenklaturu. Tento systém tfidéni zivoCisSné a rostlinné fiSe byl
zaloZen na pozorovani vnéjSich znakid. Morfologie a fyziologie pifinesly cenné poznatky,
na zaklad€ kterych byly organismy zatfazeny do skupin podle vnéjsi podobnosti. Kdyby
roku 1953 Watson a Crick nepfisli se svym pfevratnym objevem struktury DNA, Linnetv
syst¢tm by zlstal dodnes nepiekonan. S rozvojem molekularné-genetickych metod se
zjistilo, Ze systematika podle morfologie a fyziologie neni zcela idedlni.

Jemné metody molekularni biologie a genetiky pfispivaji k ziskdvani novych souvislosti na
vSech taxonomickych wrovnich u mnoha organismt. Odhaluji Iépe nejen vzajemnou
pribuznost jedincti na druhové urovni, ale 1 jejich vnitrodruhovou variabilitu, ¢ehoz mize

byt vyuZzito v ochranafskych projektech.

Diplomova prace se sklada ze ¢ty tématickych blokii doplnénych o struény souhrn
napsany anglicky. Hlavni vystupy jsou shrnuty v zavéru.

Prvni oddil probird aktudlni informace o dané problematice. Vychozim bodem se stala
revize stavu genetické diverzity u ryby ouklejky pruhované Alburnoides bipunctatus Zzijici
nejenom na tizemi Ceské republiky. Jeji vyskyt je dokumentovan v celé Eurasii, z toho lze
vyvodit, ze vnitrodruhova rozmanitost tohoto druhu bude daleko pestfejsi, nez jak se
doposud uvadi v literatufte.

Nasleduje kapitola, kde je popisovana laboratorni ¢innost piipravy sekvenci genu pro

cytochrom b a RAG-1, a vycet statistickych metod slouzicich k jejich vyhodnoceni.

V kratkém piehledu je nastinéna piiprava genomové knihovny mikrosatelit.

Nejdulezitejsi casti diplomové prace je sekce vysledk; v textu s obrazky a v piehledovych
tabulkach jsou rozebrany vystupy z jednotlivych analyz. Byla vytvofena haplotypova sit
pro gen cytochromu b a RAG-1. Hlavnim vystupem se stal fylogeneticky strom s jasnou
topologii. Podle fylogenie s podporou ¢tyt bioinformatickych metod byly u¢inény zasadni

zaveéry, které vnaseji nové impulzy do diskuze o stavu rodu A/burnoides v Evropé.



2. PROBLEMATIKA

Rige: Zivogichoné (Animalia)

Kmen: strunatci (Chordata)
Podkmen: obratlovci (Vertebrata)
Podtfida: paprskoploutvi (Actinopterygii)

Rad: maloostni (Cypriniformes)
Celed: kaproviti (Cyprinidae)
Rod: ouklejka (Alburnoides )

S rozvojem molekularni biologie se oteviraji nové moznosti, které mohou byt vyuzity pii
studiu taxonomie a genetické diverzity. Tento obor uz v mnoha oblastech piinesl dulezité
poznatky, které¢ pomohly pochopit souvislosti na riznych urovnich.

Rod Alburnoides je rozSiten od Francie az po Afghanistan. Alburnoides bipunctatus
(Bloch, 1782) je rybi druh s velmi Sirokym okruhem vyskytu. Typova lokalita tohoto druhu
byla uvedena feka Vesera (Miinden).

Jejim prirozenym stanovistém jsou podhorské 1 nizinné toky skamenitym dnem
rozprostirajici se od zdpadu az po vychod Evropy, a rovnéz se objevujici v fekach od jihu
k severu. Zasahuje ptes Turecko az do Turkmenistanu a pfes Ukrajinu do evropské casti
Ruska (Kottelat, 2007). Uvazi-li se, Ze tuto rozsahlou oblast s rozlicnymi habitaty a toky
odvodiiovanymi do vice jak sedmi mofi, obyvd jeden druh, je opravnéna hypotéza
existence vice kryptickych druhti. Dosavadni vyzkumy rodu Alburnoides byly a jsou
provadeény jen na zékladé morfologie bez uplatnéni molekularniho piistupu. Toto potvrzuji
nejnovejsi poznatky zroku 2009, které publikovali Coad a Bugotskaya. Na zakladé
morfologie popsali na Uzemi Irdnu, Turecka a Turkmenistanu zcela nové druhy:

Alburnoides qanati, A. gmelini, A. nicolausi, A. idignensis, A. namaki, A. varentsovi.

2.1 ROD Alburnoides

Rod Alburnoides (Jeitteles, 1861) nalezi do Celedi cyprinidae (kaproviti), fadu maloostni.
Kromé nominotypické formy Alburnoides bipunctatus bylo popsano 11 dalSich poddruhi
a forem (Berg, 1941, Banarescu, 1964).

A. bipunctatus fasciatus Nordman, 1840 je rozsifen na Krymu, zdpadnim Zakavkazi a
v ¢ernomoiském umoii Malé Asie.

V roce 1924 Karaman popsal novy poddruh A. bipunctatus prespensis. Lokalizoval jej

v Prespanském jezefe na hranicich Recka, Makedonie a Albanie.



Karaman (1928) jako prvni popsal poddruh A. bipunctatus ohridanus s vyskytem
v Ohridském jezefe na hranicich Albanie a Makedonie, v Skadarském jezefe na hranicich
Cerné Hory a Albanie a v Drin&. Zardoya a Doadrio (1999) ve své praci popsali misto
vyskytu feku Aoos a Prespanské jezero a Talevski et al.(2009), Saveljic et al. (2009)
jezero Skadar.

Dalsi poddruh A4. bipunctatus rossicus Berg, 1924 (typova lokalita feka Kama) se
vyskytuje v povodi Dnépru, Dnéstru, Bugu, Donu, Kamy a Volhy (Ruchin ef al., 2009),
synonymum - 4. bipunctatus rossicus natio kubanicus Berg, 1932 vyskytujici se v povodi
Kubanu a Laby.

V roce 1933 popsal Chichkoff poddruh A. bipunctatus tzanevi s rozsitenim ve vychodnim
Bulharsku, feka Riesova, povodi Kamcije, Veleky a Rezovy.

Chichkoff (1940) ptipustil poddruh A. bipunctatus strymonicus Zijici v povodi fek Marice,
Mesta, Toplitza a Struma (Strymon) v Bulharsku. Néazev tohoto poddruhu se objevil
v praci Zardoya a Doadrio (1999) s potvrzenim vyskytu v fece Strymon.

A. bipunctatus smyrnaea Pellegrin, 1927 objevujici se v severozapadni oblasti Malé Asie.
A. bipunctatus eichwaldii Filippi, 1863 lokalizovan v jiznim Dagestanu, v povodi Kury a
Araksy, Giljanu, Mazanderanu, v povodi Atreku, Urminy, v fekéch jizniho svahu Elbrusu,
v Turkménii, v hornim povodi feky Amudarji, Kasdaarji a v ZeravSanu nad Samarkandem.
A. bipunctatus thessalicus Stephanidis, 1950 se vyskytuje feckych fekach. Typova lokalita
pro tento druh jsou feky Pinios a Sperchios.

A. bipunctatus armeniensis Dadikyan, 1972 se vyskytuje v povodi arménskych fek Aras,
Arpa, Vorotan, Vedi, Marmarik a Kasakh.

Jednotné uspotadani v systému rodu A/burnoides u€inili v roce 2007 Kottelat a Freyhof v
souhrnném piehledu evropskych sladkovodnich ryb. Pti revizi druhli Alburnoides ptiznal
samostatnost pouze tiem druhiim; 4. bipunctatus, A. ohridanus a A. prespensis. Ale hned
v zapéti dodava, ze Alburnoides z Cerné Hory, Recka, Bulharska, Krymu a Kavkazu budou
s velkou pravdépodobnosti reprezentovat odlisné druhy. Toto tvrzeni bude potieba ovétit
pomoci molekularnich metod.

Nejnovejsi tfidéni rodu Alburoides 1ze najit v internetové databazi FishBase (05/2010)
(Froese a Pauly, 2010). Vyskytuje se zde 15 validnich druht@i: 4. bipunctatus, A. eichwaldii,
A. fasciatus, A. gmelini, A. idignensis, A. kubanicus, A. namaki, A. nicolausi, A. oblongus
Bolgakov, 1923 (typova lokalita Syr-Darya), A. ohridanus, A. quanati, A. petrubanarescui,
A. prespensis, A. taeniatus Kessler, 1874 (typova lokalita feka Amu-Darya, Zeravshen,
Syr-Darya a Chu), A. varentsovi.



2.2 CHARAKTERISTIKA Alburnoides bipunctatus

Pod latinskym nazvem Alburnoides bipunctatus (Bloch, 1782) je na naSem Uzemi znam
tento rybi druh jako ouklejka pruhovand. Dalsi nazvy, kterymi je tento druh oznacovan,
jsou ploska pasava, bystranka, schneider, rifle minnow (Barus a Oliva, 1995).

Je to drobna ryba (Obr. 1.) dosahujici maximalni velikosti 15 cm. Jeji télo je stfedné
vysoké a ze stran zploitélé (Baru$ a Oliva, 1995). Usta jsou sesikmend, téméf koncové
postavend. Vyraznid postrani ¢ara je velmi zfetelné¢ prohnutd smérem k bfichu, jeji
smyslové kandlky jsou lemovany cernymi pigmentovymi skvrnami, vytvarejicimi
charakteristicky dvojity pferusovany tmavy prouzek. Zbarveni této ryby ptechazi od
stfibfité na biichu, az po vyrazné tmavy hibet s nadechem do modra nebo zelena. Hibetni a
ocasni ploutev jsou zbarveny do Sedozelena, prsni ploutve jsou svétle Zluté az rizové, fitni
a bfisni ploutve byvaji skoficové nahnédlé, u kofene az oranzové (Hanel a Lusk, 2005).
Tuto sladkovodni rybku nalézame v m¢l¢ich, proudivych usecich podhorskych a nizinnych
tokl s tvrdym kamenitym dnem, nevyhyba se vSak ani stojatym voddm (Baru$ a Oliva,
1995). Je velmi citliva na Cistotu vody a obsah rozpusténého kysliku (Hanel a Lusk, 2005).
Vyuziva se jako bioindikator kontaminace tézkymi kovy (Dusek et al., 2005). Jedna se o
prevazné hejnovou rybu zdrzujici se ve stfednich vodnich vrstvach a u hladiny (Barus a
Oliva, 1995). Zivi se bentosem, larvami chrostik, muchnicek, pakomarti, naletovym
hmyzem, v zim¢ a na jafe i fasami. Ke tfeni dochazi v hejnech v kvétnu a v ¢ervnu, nékdy

jiz koncem dubna v bystie proudici vod¢ na tvrdém Stérkovitém dné (Hanel a Lusk, 2005).

Obrazek 1: Ouklejka pruhovana Alburnoides bipunctatus
http://atlas-ryb.rybarskeforum.cz/img/ouklejka pruhovana.jpg
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2.2.1 VYSKYT V CR

Rozlohou 78 870 km” patii Ceské republika ke stfedn& velkym evropskym statim, z toho
1600 km® zaujimaji vodni plochy. Ceska republika je dileZitym rozhranim vodnich
systémil celé Evropy. Na nasem tzemi se nachazi hlavni evropské rozvodi a CR dostala
nazev ,stiecha Evropy®. Kralicky Snézik tvoii hranici tii imofi, z jehoz svahli se voda
dostava do Severniho, Baltského a Cerného mote. Tato poloha dava Ceské republice
dilezitou pozici v ramci hospodateni a ochrany vodnich zdrojt.

Jednotliva povodi byla stanovena jako horni Labe a Orlice, stfedni Labe, dolni Labe a
dolni Vltava, Ohte, Sazava, Berounka, LuZnice, Otava, horni Vltava, Dyje (Svratka), dolni
Dyje a dolni Morava, stfedni Morava, Bec¢va, horni Morava, Odra (OlSe, Opava, Odra)
(Lusk et al., 2002).

Rozsifeni ouklejky v ramci umofi na naSem Uzemi je velmi nerovnomérné. V fekach
vlévajicich se do Severniho mofte je v soucasnosti potvrzen vyskyt pouze v potoce Kocaba,
ktery patii do povodi Labe a Vltavy. Tento stav je ndsledkem nejen zhorSujici se kvality
vody, ale také umélého korigovani vodnich tokd, stejné tak i vystavby udolnich nadrzi.
Vyskyt tohoto druhu byl omezen vybudovanim UN Lipno a UN Rimov. O vyskytu
ouklejky pruhované v fece Sazavé podal zpravu Bartlik (1953), v Malsi byla prokazana
pied vystavbou UN Rimov (Vostradovsky, 1978). Vsechny tyto diive prezentované
populace zanikly a zatim nebylo prokdzano, ze by se do téchto vod ouklejka pruhovana
vratila. Ouklejka pruhovand se diive vyskytovala v pfitocich feky Sézavy (napi. potok
Macourovsky, Usobsky, Perlovy a Lugicsky), dnes se vyskytuje pouze v kratkém useku
mezi i.km 187 az 200 nad Ptibyslavi (Mendel et al., 2008).

Lepsi situace vlddne v fekach tekoucich do Moravy a nasledn& do Cerného mote. I pies
vystavbu mnohych udolnich nadrzi, jako tfeba na fece Jihlavé UN Mohelno a UN Dalesice
(Lusk, 1977), Oslave UN Mostisté (Hochman a Jirasek, 1969; Lusk, 1978), Svratce UN
Vir (1953) nebo nadrze Nové Mlyny I (Prchalova et al., 2009), odkud ouklejka pruhovana
vymizela, se v mnoha tocich populace ouklejky udrzely. Uto¢isté nabizi predeviim mensi
toky charakteru lipanového a parmového pasma jako Rokytnd, dolni ¢ast Jihlavy, Svratka
pod Tisnovem, Loucka, Becva a dalsi (ptehled vcetné¢ odkazii viz Hanel a Lusk, 2005).
Vyskyt byl potvrzen i1 v dolnim toku Moravy a dolnim toku Dyje nad jejich soutokem
(Hanel a Lusk 2005).

Do umofi Baltského mote spada povodi Odry, kde je ouklejka pruhovana misty hojnym
druhem (Lojkések a Lusk, 2004).
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2.2.2 VYSKYT V EVROPE

Alburnoides bipunctatus se vyskytuje v imotich Severniho, Baltského a Cerného mote,
v povodi fek vtékajicich do Lamansského prilivu a Biskajského zalivu. Déle se vyskytuje
v povodi Rhony a Dunaje az po feku Prut, a také v fekéach vtékajicich do Kaspického mote.
Ve Stiedomofti 1ze ouklejku pruhovanou nalézt pouze v Rynu a v nevelké pobiezni oblasti,
do které vtékaji toky z Provence (Francie), vychodné od Janova (Italie), v Aoosu (Recko,
Albanie), a v zapadnim Recku v povodi feky Sperchios. Vyskytuje se v povodi Aralu,
v povodi horntho Amu Darja a Karakumskij (Turkmenistan, Afghéanistan) a fekach
vtékajicich do Azovského mote (Kottelat a Freyhof, 2007). Nevyskytuje se v Anglii, Irsku,
Dansku, Skandinavii, Finsku a na tzemi jizn€ od Alp a Pyreneji (Berg, 1948-1949).

2.3 LEGISLATIVA CR

Ochrana vodnich organismii spadda pod Ministerstvo Zivotniho prostiedi a je pravné
oSetfena zakony a vyhlaSkami dostupnymi v zakonicich a na oficidlnich strankach
Ministerstva zivotniho prostfedi. Lze zminit zdkon ¢. 114/1992 Sb o ochrané pfirody a
krajiny, na ktery se vaze provadéci vyhlaska ¢. 395/1992 Sb., ve které jsou uvedeny
konkrétni druhy spadajici pod legislativni ochranu. Ouklejka pruhovana (A/burnoides
bipunctatus) je v Ptiloze 1II této vyhlasky uvedena jako druh silné ohrozeny. V Cerveném
seznamu CR je tento druh fazen do kategorie zranitelny (Lusk et al., 2004).

Od 1. kvétna 2004, kdy se CR stala fadnym ¢&lenem Evropské unie, pievzala vétinu
pravnich norem platnych pravé v EU. Zde je vhodné uvést alespon ty, které maji tizkou
souvislost s ochranou vodnich organismt. Jednim znejvyznamnéjSich evropskych
pravnich ptedpisti vymezujicich ochranu vybranych druhti je Smérnice rady ¢. 92/43/EEC
z21. kvétna 1992 o ochrané piirodnich stanovist volné zijicich Zzivocichi a plané
rostoucich rostlin (zkracend tzv. Smérnice o stanovistich). Ceska republika nafizenim
vlady ¢. 71/2003 Sb., v souladu s pozadavky smérnice Rady 78/659/EHS, stanovila 305
povrchovych vod vhodnych pro Zivot a reprodukci ptivodnich druhti ryb s rozdélenim na

174 lososovych a 131 kaprovych tekoucich vod o celkové délce 33 240 km.
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2.4 VNITRODRUHOVA ROZMANITOST

Velmi dulezitym aspektem ochrany druhového bohatstvi je vnitrodruhova rozmanitost
neboli genetickd diverzita. Ta byla chipana jako diverzita na urovni poddruhovych
taxonomickych jednotek. Nové se tento pojem spojuje se stanovenim rdiznorodosti
populaci vramci téhoz druhu. Tradi¢ni taxonomicky systém je zaloZzen na studiu
morfologie a fyziologie, ale jak se ukazuje, nema tento pfistup dostatecné citlivé nastroje,
aby mohl odhalit i drobné odchylky dilezité pro ptesnou identifikaci druhd. Proto se
zaCaly hojn¢ vyuzivat molekularné-genetické pfistupy spojené s analyzou DNA
(deoxyribonukleova kyselina). Manipulace s DNA umoznila ziskat cenné poznatky jak na
urovni mezidruhové, tak 1 vnitrodruhové (Hanel, 1998).
Vnitrodruhova diverzita neni prozatim zcela pravné zakotvena a i jeji vymezeni neni dosud
zcela upfesnéno. Pti feseni této problematiky by mély byt zohlednény nasledujici body:
- stanoveni rozsahu a urovné vnitrodruhové diverzity u nativnich taxonli nasi
ichtyofauny,
- vymezeni dil¢ich hydrologickych celkli, v ramci kterych by bylo mozné zachézet
s nasadami ryb za celem posileni druhu vyskytujiciho se v daném regionu,
- aplikace zachrannych programi vcetné zachranného chovu jen pii znalosti
genetické diverzity daného druhu (Lusk ef al., 2006).
Mezinarodni organizace IUCN (the International Union for Conservation of Nature and
Natural Resources) zaloZena v roce 1948 vydava Cerveny seznam ohroZenych druhti (Red
List of Threatened Species ™). Hlavnim poslanim IUCN je ovliviiovat, povzbuzovat a
podporovat spolecenstva na celém svéte k ochrané€ integrity a rozmanitost ptirody a zajistit
udrzitelné vyuzivani ptirodnich zdrojii. Posledni seznam vydala ITUCN v tinoru 2000 a
ouklejka pruhovana se na ném zatadila do kategorie ,,ohrozenych“ (endangered). Ceska
republika se clenem IUCN v roce 1956, a tim zacala realizovat vytycené cile.
V CR se sestavuje kazdych pét let Cerveny seznam mihuli a ryb. Tento seznam obsahuje
vesSkerou cCeskou ichtyofaunu a rozdéluje ji na nékolik kategorii podle ohroZenosti.
Ouklejka pruhovand byla na seznam zatfazena jako druh zranitelny (vulnerable). Toto plati
pro uzemi Ceské republiky brané jako celek. Z ochranaiského pohledu je rozsifeni
ouklejky pruhované v hydrologickych systémech podle umofi rozdilné a stupné ochrany se
od sebe znacné lisi. Pro timoii Severniho moie (povodi Labe a Vltavy) se jedna o druh
kriticky ohroZeny, imoii Baltského mote (povodi Odry) je to druh ohroZeny a pro tmofi

Cerného mofte piedstavuje druh zranitelny (Lusk ez al., 2006).
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Je vSak nanejvys dulezité ochranarské snahy, podpoiené védeckymi fakty, prosadit a
ukotvit v legislativé vSech statli. Ale pravni masinérie je slozitd a zdlouhava, a proto se tyto

zasady jen velmi pomalu pravné ukotvuji.

2.5 ANALYZA A HODNOCENI VNITRODRUHOVE DIVERZITY

Stupiiujici diraz na poznéni a ochranu biodiverzity a extrémni narist aplikace novych
zejména molekularnich metod vede od konce 20. stoleti k stdle castéjSim zméndm
v dosavadni taxonomii.

Kazda bunka obsahuje jadernou genetickou informaci. Tato informace je dédéna z jedné
poloviny od matky a z druhé od otce. Pokud nese jeden rodi¢ (nebo oba) ve svém genomu
mutaci, mize ji pfenést na potomka. Ale jadernd DNA (nDNA) méa velmi dimyslné
opravné mechanismy, které Zivotu nebezpené mutace odstraiiuji. Zmeény v genomu se daji
sledovat a na jejich zakladé stanovit vzajemnou piibuznost zkoumanych jedincl. Analyza
jaderné DNA se vyuziva pii studiu evolu¢né vzdalenéjsich taxond, rodt nebo druht.

V kazdé¢ buiice se v mnoha kopiich vyskytuje mitochondridlni DNA (mtDNA). Nedochazi
v ni zpravidla k rekombinacim, ale opravné mechanismy uz nejsou tak precizni, jako je
tomu v jaderné DNA. Polymerazy casto zafadi chybné nukleotidy, které se pfenesou na
potomstvo, a to pouze po mateiské linii, protoze mitochondrie dostava potomek, nehledé
na pohlavi, pouze od matky. Této skuteCnosti se vyuziva ve vyzkumu nizSich
taxonomickych kategorii.

V této praci byly vyuzity jako markery jaderny gen pro RAG-1 (recombination activating
gene 1) o celkové délce 1497 bp a mitochondridlni gen pro cytochrom b (cyt b) o celkové
délce 1140 bp. Oba tyto tseky se beézn¢ pouzivaji a u mnoha jinych organismu obstély jako
dobte zvolené markery pro fylogenetické analyzy (Tang et al., 2006; Li a Orti, 2007;
Lépez et al., 2004).

Napriklad sekvence celého genu cyt b 1ze nalézt v databazi GenBank pro A. bipunctatus a
A. bipunctatus strymonycus. Také jsou vlozeny sekvence pro ptibuzny druh 4. bipunctatus
ouklejku pruhovanou v jediné praci (Mayden et al., 2008). Tato sekvence je ulozena v

databazi GenBank, ale jeji sttedova oblast neni zndma.
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Pro tyto markery byly vybrany nejvhodnéjsi primery, které byly pouzity pro amplifikaci
usekli DNA. PCR je dilezZitou soucasti celého procesu, protoze do dalSich analyz je
potieba vic DNA, nez kterou lze ziskat izolaci z ¢asti ploutve. Pokud PCR probéhne
uspésné, je nutné smés precistit, aby byla zbavena nezreagovanych komponent. Tyto
necistoty by snizovaly kvalitu dals$i PCR, tzv. sekvena¢ni. Nastavuje se nizka teplota pro
nasedani primeri a je proto nutné, aby vreakci byly pouze zddané fragmenty.
Amplifikované useky DNA jsou opét pifecisteny a mohou byt podrobeny analyze na
automatickém sekvenatoru. Tento pfistroj aplikuje enzymatickou Sangerovu metodu, ktera
vyuziva specialni vlastnosti nukleotidi - 2', 3' dideoxyribonukleotidtrifosfatii. Tyto
nukleotidy (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) maji na svém 3" uhliku ribézy misto OH
skupiny jen samotny vodik, a tak se na né uz nemuize vézat dalsi nukleotid. Ve smési pro
sekvenacni PCR jsou pouzity jak normalni deoxyribonukleotidtrifosfaty (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), tak i dideoxyribonukleotidtrifosfaty, ale v daleko mens$i mife v poméru
1:99. Béhem procesu prodluzovani se deoxyribonukleotidtrifosfat se zafadi s vétsi
pravdépodobnosti nez dideoxyribonukleotidtrifostat, ktery ukoncuje reakci. Tak je ziskana
smés ruzn€ dlouhych oligonukleotidi koncicich rGznymi nukleotidy fluorescenéné
oznacenymi. Kazdy ze ¢tyt nukleotidii je oznacen jinou fluorescenéni barvickou, proto je
mozné provést cely proces v jediné reakci. V kapildfe probiha elektroforéza a tadi
jednotlivé fragmenty liSici se o jediny flourescencné znafeny nukleotid. DneSni
sekvenatory jsou vybaveny velmi citlivou mechanikou a snimacimi CCD kamerami, které
presné¢ vyhodnoti miru flourescence vyvolanou laserovym paprskem. Program pievede
emisni maxima do zapisu, kterému se fika chromatogram.

Kazda sekvence je ru¢né prekontrolovana v programu MEGA, protoze sekvenator nemusi
vyhodnotit vSe zcela spravné. Piekontrolované sekvence se sefadi, nebo-li se z nich vytvori
»alignment™. Spravné sefazené a zarovnané sekvence mohou byt podrobeny néslednym
statistickym analyzam.

Vystupem fylogenetické analyzy je fylogeneticky strom, tzv. fylogram. Strom se sklada
z vétvi a uzld, kde taxony odpovidaji vrcholim stromu. Fylogenetické metody pracuji se
dvéma typy dat. Prvni jsou znakova, ktera vychazi naptiklad ze sekvenci nukleotidii, kdy
pozice nukleotidu piedstavuje znak. Druhou kategorii tvoii data ve form¢ vzdalenosti, tj.
distanci. Data znakova je mozné ptevést na distan¢ni, ale konverze distancnich dat na

znakova mozna neni.
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Kratka charakteristika metod konstrukce stromd:

1. Ptipojeni souseda (neighbor-joining, NJ): algoritmickd metoda, distan¢ni data,
»sousedni objekty* se spojuji tak, Ze jejich vysledkem je co nejkratsi strom.

2. Metoda maximalni uspornosti (maximum parsimony, MP): znakova data, nalezeni
stromu s minimalnim poctem evoluc¢nich krokt.

3. Metoda maximdlni pravdépodobnosti (maximum likelihood, ML): znakova data,
nalezeni stromu s nejvyssi pravdépodobnosti.

4. Bayesovska analyza: data znakova, vypocet posteriornich pravdépodobnosti (na
zakladé urcitych predpokladll), porovnani predem specifikovaného stromu
s kombinaci délek vétvi a substituCnich parametri se stromy s riznymi
kombinacemi délek vétvi a substitucnich parametrti.

5. Haplotypova sit: pievedeni sekvenci na haplotypy, vyuziva piistup statistické

parsimonie.

2.6 GENOMOVA KNIHOVNA MIKROSATELITU

Mikrosatelity, nebo-li jednoduché opakujici se sekvence (simple sequence repeats - SSRs),
se nachazeji predev§im v nekddujicich oblastech genomu. Jejich distribuce je napti¢ celym
genomem (Field a Wills, 1998; Toth et al., 2000).

Tyto jednotky obsahuji 1-10 part bazi objevujici se Casto jako dinukleotidové (CA),,
trinukleotidové (GTA),, pfipadné tetranukleotidové repetice (ACTG),. SSRs se ukézaly
jako vhodné genetické markery, protoze jsou velmi variabilni, kodominantni a v Case se
rychle ménici.

Nejsou vsak jedinymi pozorovatelnymi opakovanimi v genomu. Dal§imi jsou minisatelity,
které se vyskytuji v genomu 100-1000krat a jejich délka je vice jak 10 bp. A dale satelity,
které jsou Casté v oblasti kolem centromery a dosahuji velikosti az 5 Mb (Goldenstein a
Schlotter, 1999).

Mikrosatelity se d€li na Ctyfi hlavni typy. Jsou to dokonalé mikrosatelity, ve kterych se za
sebou vyskytuje pouze jeden opakujici se motiv. Nedokonalé mikrosatelity, ve kterych je
na jednom ¢i vice mistech par bazi, jeZ neni soucasti repetice. Nebo pterusované
mikrosatelity obsahujici inzerci nékolika parG bazi. Existuji také mikrosatelity slozené,
které¢ jsou spojenim dvou a vice sousedicich mikrosateliti s odliSnym opakujicim se

motivem (Goldenstein a Schlétter, 1999).
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Vlastnosti mikrosateliti se vyuzivaji pii sledovani genetické variability mezi jednotlivymi
druhy, v rdmci jednoho druhu, nebo v rdmci jedinct uvniti jediné populace, pfi zjiStovani
ptibuzenskych vztahi, uréovani paternity, studiu parametr popula¢né-genetické struktury.
V ichtyologickém vyzkumu nasly mikrosatelitové knihovny své uplatnéni pfi
charakterizaci genetického ptivodu, selekci potomstva, pfi studiu toku genti a zjiStovani
stupné migrace, pii mapovani ekonomicky vyznamnych kvantitativnich znakl a
identifikaci geni odpovédnych za tyto znaky, pii aplikaci marker-assisted breeding

programech (Chistiakov D. A., 2005).

2.7 CILE PRACE

Jak bylo feceno, dle morfologickych studii vyskyt ouklejky pruhované byl zaznamenéan na
rozséhlém uzemi i mimo Evropu. Doposud neexistuje zadna komplexni fylogeneticka
studie rodu Alburnoides. V roce 2008 Mendel et al. uvefejnil prvotni kratkou studii
zabyvajici se genetickou diverzitou a vyskytem A. bipunctatus. Pfedlozena studie si klade

za cil pfinést kompletni vysledky o stavu populaci druhu A. bipunctatus ve Stfedni Evropé.

Cile diplomové byly rozdé€leny do ¢tyi oddild:

- Fylogeneticka analyza sesbiranych vzorkid pomoci sekvenace genu pro cyt » a RAG-1.

- Ze ziskanych dat vyhodnotit, zda méa A. bipunctatus jednotnou strukturu nebo se jedna o
vice druht (kryptickych druhti).

- Ovéfit hypotézu o odli$nosti populaci porovnanim &eskych vzorkdi z imoti Cerného,
Severniho a Baltského mote; tim poskytnout védecké podklady pro ochranaiskou
problematiku na uzemi CR.

- Zahajeni vyvoje genomové knihovny mikrosateliti.
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3 MATERIAL A METODIKA

Analyzované vzorky pochézely zjedincti reprezentujicich lokality z Ceské republiky,
Slovenska (Obr. 2.), Polska a Francie (Obr. 3., Tab. 1.). Reky odvodiujici toto (izemi usti
do Severniho, Baltského, Cerného a Stfedozemniho mofe. Pro zminénou oblast se

ptedpoklada vyskyt ouklejky pruhované A. bipunctatus.

Obrazek 2: Mapa éeskych a slovenskych sbérovych lokalit.

Pod ¢isly jsou pojmenovany feky, na kterych byl proveden odchyt ryb.

1: Kocaba; 2: Dyje; 3: Jihlava; 4: JeviSovka; 5: Svratka; 6: Jevicka; 7: Morava; 8: Becva; 9: Vlara; 10: Olse;
11: Rudava; 12: Ipel’; 13: Bodva; 14: Ida; 15: Ol'sava;

Pro porovnani byly pfibrany vzorky z SirSiho distribu¢niho aredlu druhu A. bipunctatus a
souCasné¢ 1 z lokalit s moznym vyskytem jinych druhti rodu Alburnoides: Albanie,
Bélorusko, Bosna a Hercegovina, Bulharsko, Chorvatsko, Makedonie, Rusko, Srbsko a
Ukrajina (Obr. 3., Tab. L.). Reky protékajici témito staty vtékaji do Baltského, Jaderského,
Egejského, Jonského Kaspického, Stfedozemniho a Cerného mote. Tak bylo dosazeno
velkého souboru dat, ktery zachytil rozmanitost nejenom v ramci druhu A. bipunctatus ale i

v ramci celého rodu Alburnoides.
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Obréazek 3: Mapa stati (mimo CR a SR), ve kterych byly sbirdny vzorky.

Pismenem jsou oznadena jednotlivd imoii fek, z kterych byly ziskany vzorky. Cislice ukazuji staty, na
jejichz uzemi byl provadén sbér vzorku.

A: amoti Severniho mote; B: amoii Baltu; C: amofi Cerného mote; D: tmofi Kaspického mote; E: iimofi
Jaderského mote; F: umoii Jonského mote; G: umoii Egejského mote; H: imoii Stredozemniho mote

1: Polsko; 2: Chorvatsko; 3: Bosna a Hercegovina; 4: Albanie;; 6: Makedonie; 7: Bulharsko; 8: Srbsko; 9:
Bélorusko; 10: Rusko; 11: Ukrajina; 12: Francie.

3.1 PRIPRAVA KNIHOVNY MIKROSATELITU

Soucasti této prace byla spoluucast na pripravé mikrosatelitové knihovny 4. bipunctatus,
ktera pro zminény druh neni dostupna. Je znamo jen nckolik polymorfnich lokust
ziskanych cross-species amplifikaci z genomovych knihoven jinych druhi (Mendel ef al.,
2008). Knihovna mikrosateliti s repeticemi (TG) a (ATCT) byla zhotovovana pro
populac¢ni studii vramci APVV projektu (Vliv heterogenity habitati na diverzitu
ichtyofauny). Repetitivni lokusy byly hledany v genomu zastupce 4. bipunctatus z teky
Dyje (lokalita Bulhary) pod evidencnim cislem 9110 ze sbirky Oddéleni ekologie ryb
(OER). Useky obsahujici opakujici se motiv TG byly cilené zvoleny pro vytvofeni
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knihovny. Jina dinukleotidova repetice AT se sice v genomech vyskytuje Casto, ale jeji
slabd vazba mezi bazemi neni optimalni pro PCR. Hodnoceni velikosti je nesnadné.
Problémy pfi PCR mohou zplsobovat i tetranukleotidové repetice, ale jsou zase méné
poznamenany muta¢nimi procesy (Goldstein a Schlétter, 1999).

Vyvoj takové knihovny je casové narocny. Musi se provadét mnoha testovani pro ujisténi,
ze knihovna byla Usp&$né sestavena. V ramci diplomové prace byl zahdjen vyvoj
genomové knihovny mikrosateliti a z péti nize uvedenych hlavnich bodld byly zatim
zpracovany prvni tfi.

Genomova DNA byla rozstipana na fragmenty. Ty byly zaklonovany do vektord, které
byly vneseny do kompetentnich bunék a vysazeny na médium. Na zakladé modro-bilé
selekce byly vybrany pozitivni klony. Buiiky s vnesenymi vektory byly otestovany na
ptitomnost repetitivnich tisekll ve fragmentu DNA pomoci hybridizace s mikrosatelitovou
sondou. Kolonie bung¢k s inzerty, které splnily kritérium, byly dale analyzovany. Z primert
na vektoru byly amplifikovany useky genomové DNA a nasledné sekvenovany za vyuziti
komeréné dostupnych sluzeb spolecnosti Macrogen Inc. (Korea). Ziskané sekvence byly
selektovany na pfitomnost dinukleotidovych a tetranukleotidovych repetitivnich usek.
Dalsi prace na genomové knihovné mikrosateliti bude spocivat v hledani vhodnych
primerovych mist. Bude proveden rozsahly test pfipravené mikrosatelitové knihovny
s mnoha vzorky, aby se zjistila alelickd variabilita, odhalily se nulové alely a vazebna

nerovnovaha.

Vyvoj knihovny mikrosatelith je finanéné 1 Casové narocny ukol obsahujici téchto pét
hlavnich krok:
1. Konstrukce genomové knihovny
DNA byla izolovana pomoci kitu Qiagen, poté co byl vzorek ploutve ouklejky pruhované
natraven proteindzou K. Izolovand DNA byla Stépena restrikcnim enzymem RSA [
(Promega). Tento enzym Stipe dvojvlakno v jedinecnych mistech obsahujicich specificky
sled nukleotidii, ktery se v genomu objevuje asi po 500-900 bp.
Misto rozpoznani: 5°..GTYAC...3’
3’..CALTG...5’
Takto naStipana genomova DNA je elektroforeticky otestovdna na agaréozovém gelu.
Z gelu je vytiznuta oblast obsahujici fragmenty o pozadované délce 500-900 bp. Zvolena
byla pravé tato délka fragmentd, protoze se ukazala jako nejvhodnéjsi pro zaklonovani a

sekvenovani.
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Dalsim krokem pfipravy byla ligace adaptor, diky kterym mohou byt pfipravené
fragmenty zaklonovany do bakterii. Zde byly pouzity adaptory ADAPFR.
ADAPFR: Rsa21 5°..CTC TTG CTT ACG CGT GGA CTA...3’

Rsa25 3°..TAG TCC ACG CGT AAG CAA GAG CAC A...5’- fosfat
Ligace byla provedena kitem pGEM-T Vector system II (Promega). Fragmenty s adaptory
byly pouzity jako matrice pro PCR a tspéSnost byla ovétena elektroforézou. Po Gsp&sné
ligaci nasledovalo obohacovdni provadéné magnetickymi kulickami firmy Promega
Streptavidin MagneSphere® Paramagnetic Particles (SA-PMPs). Obohacovani probihé na
magnetickych kuli¢kach nesoucich na svém povrchu streptavidin. Ligovand DNA je
hybridizovana s biotinylovanymi oligonukleotidovymi probami. Zvoleny byly
oligonukleotidy se sekvenci nukleotidi (TG), a (ATCT),. Takto byly ziskany pouze ty
fragmenty genomové DNA, které obsahuji pozadované repetitivni iseky TG anebo ATCT.
Byla provedena PCR a elektroforeticky ovéiené PCR produkty byly piecistény kitem
QIAquick PCR Purification (Qiagen).
Nasledovala faze klonovani PCR produkti kitem pGEM-T Easy Vector system II
(Promega) do bakterii. Podle protokolu byly pfipraveny vektory pGEM-T a do nich se
ligovaly pfipravené PCR produkty. Pfi transformaci teplotnim Sokem doslo k naruSeni
bunécné stény JM109 kompetentnich bunék a mohlo dojit ke vstupu vektord do
intracelularniho prostoru.
Kompetentni buniky byly rozetieny na LB médium s pfidavkem ampicilinu, IPTG
(isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid) a  X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-
galaktopyranosid). Ampicilin brani jinym bakteriim, aby vyrostly na médiu. IPTG a Xgal
se pouzivaji pfi modro-bilé selekci. Pokud bunika neobsahuje vektor s inzertem, kolonie
maji modrou barvu; gen pro B-galaktozidazu aktivni, X-gal je St€pen. Buriky, které maji ve
vektoru vlozeny fragment DNA, tvoii bilé kolonie; gen pro B-galaktoziddzu vyfazen

z funkce, Xgal v médiu neni $tépen. Bil¢ kolonie jsou pfeockovany na nové médium.

2. Detekce pozitivnich klont pomoci hybridizace s mikrosatelitovou sondou
Po ziskani pozitivnich kolonii bunék, které obsahovaly vektor s inzertem, bylo potieba
vybrat pouze takové, které obsahovaly ve vlozeném fragmentu DNA repetitivni tseky TG
anebo ATCT. K tomuto tcelu slouzi technika hybridizace na nylonovou membranu.
Na nylonovou membranu se fixuje DNA. Na takto pfipravenou membranu bylo potieba
hybridizovat sondy. Zvoleny byly Oligonucleotide Tailing Kit a DIG Nucleic Acid

Detection Kit (Roche). Tento proces zahrnoval mnoho krokt, které¢ vedly k ziskani spot

21



dvou barev. Na membrané¢ se objevily klony svétle hnédé které neobsahuji inzert s
hledanymi repeticemi a tmavé fialové, které inzert s repetice obsahovaly (pozitivni klony).

Podle pozice na membrané jsou pozitivni kolonie (Obr. 4.) z Petriho misek inokulovany do
tekutého média. V tekutém LB médiu s ampicilinem a glycerolem v -80 °C lze bunky

uchovavat mnoho let.

Obrazek 4: Nylonova membrana a piedloha urcujici pozici klonu na Petriho misce.
V pravém hornim rohu jsou fialové body oznacujici pozitivni klony. V levém dolnim rohu Sablona, podle
které byly pozitivni klony hledany na Petriho misce.

3. Sekvenovani pozitivnich klona
Pozitivni klony byly sekvenovany (Obr. 5.), opakujici se motivy byly vyhledany a
potvrzeny programem Tandem Repeats Finder 4.00 (Benson, 1999). Sekvence, které
nemusi byt specifikovany, jsou prohleddvany algoritmem a jsou v nich nalézany
tandemové repetice.
Vysledky uvedené v této praci vychédzi pouze z informaci ziskanych metodami popsanymi

do tietiho bodu. Na dokonceni genomové mikrosatelitové knihovny se pracuje.

4. Navrzeni primert pro amplifikaci mikrosatelitovych lokust

Vychazi se ze ziskanych sekvenci v blizkosti repetitivnich oblasti. Primery musi byt
navrzeny tak, aby nasedaly pouze v oblastech kolem repetic, nikoli na jinych mistech
v genomu. Navrhovani jedinecnych primerti se provadi poc¢itacovymi programy OLIGO,

Primer 3, atd., které vhodna primerovéa mista najdou.
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Conc. Marker Conc. Marker
100, S0nglal 25naliL

Obrazek 5: Koncentrace klonu s inzertem na gelu pro sekvenaci.
Modré obdélniky kolem jamek oznacuji mnozstvi DNA ve vzorku, fialové Sipky ukazuji jamky vzorkt
s nizkou/nulovou koncentraci. Cisla v ramec¢ku odpovidaji jednotlivym vzorkdm.

5. Testovani primert a stupné alelického polymorfismu
Posledni fazi vyvoje knihovny mikrosatelitli je testovani primerii na velkém mnozstvi
vzorkd. Je potieba zjistit, zda primery nasedaji na spravnych mistech v genomu. U kazdého

lokusu se testuje stupent polymorfismu, pfitomnost nulovych alel a vazebna nerovnovaha.

3.2 PF?[PRA VA DATOVEHO SOUBORU PRO FYLOGENETICKOU
ANALYZU

Odlov adultnich jedinct byl provadén elektrolovem (160-220 V, 2,0-3,1 A) v casovém
rozmezi 2004-2009. Jedincim byl ustfizen kus prsni ploutve, ktery byl uloZen do 96%
alkoholu. Z takto fixovanych vzorki byla izolovana DNA, podle které byly sekvenovany
geny pro cyt b a RAG-1. To plati pro vzorky ulozené ve sbirce Odd¢leni ekologie ryb na
Ustavu biologie obratlovcii AV CR, v. v. i., Kvétna 8, Brno.

Bylo vyhodnoceno 146 vzorkt (Tab. 1.), z toho 112 bylo sekvenovano na Ustavu biologie
obratlovett AV CR. Zbylych 30 sekvenci genu pro cyt b poskytlo Narodni muzeum v Praze
a 4 sekvence byly ziskany z databaze GenBank.

Pro geneticky marker RAG-1 bylo sekvenovano 39 vzorkt. Tento marker byl sekvenovéan

pouze u vzorkt dostupnych na Ustavu biologie obratlovet AV CR.
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Tabulka I: Ptehled analyzovanych vzorki pro cyt » a RAG-1.

U tucné oznacenych vzorkt sekvenovan i gen pro RAG-1. Oznaceni haplotypu a linie plati pro analyzy genu
cyt b. Vzorky uloZeny ve sbirce Odd&leni ekologie ryb Ustavu biologie obratlovci AV CR v. v. i (bez zkratky) a

v Narodnim muzeu v Praha (NMP). (Uvedeny pouze vzorky pochézejici z CR, SR, PL a FRA)

Vzorek (sekvence) Haplotyp Linie
9420 H 1
9267, 9268, 9270,

9271, 9272, 9409,

9410, 9411, 9412,

9413, 9415, 9416, H 2
9417, 9418, 9534,

9535, 9537, 9539,

9540, 9541, 9542,

9543, 9545, 9548,

9694, 9695, 9696

9547 H 3
4456 H 4
6261 H_5
6263 H_6
6262 H7
8076 H 8
9536 H9
9546 H 10
4447, 4448, 4449,

4611, 4612, 4613

5613, 5617, 5633

6887, 8075, 8081, H_ 11
8822, 8921, 8922

8924, 8925, 9244, L
9419, 9421, Y10445 —
(GenBank)

8086 H_12
4446 H 13
6614 H 14
9106 H 15
8719 H 16
8921, 8925 H_ 17
4266, 4333 H 18
4614 H 19
4478 H 20
4328 H 21
9245 H_22
9603 H 23
9605 H 24
9604 H 25
9610 H 26
5696, 5697, 5699, H_27
5700, 8718, 8720,

8721

8717 H 28
4605 H 29
4450, 8080 H_30
9105 H 31
8085 H 32
9611 H_33
6888 H 34
4607 H 35
6260 H 36
9423 H 37
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Izolace DNA
Celkova genomova DNA byla izolovéana fenol-chloroform-izoamylalkoholovou metodou
(Sambrook et al., 1989) s modifikacemi takto:
1. Vzorek ploutve osusit a vlozit do 1,5 ml mikrozkumavky;
Ptidat 500 ul STE pufru;
Pridat 30 ul 10% SDS;
Ptidat 10 pl proteindzy K (20mg/ml 50% glycerolu ve vodg);
Inkubovat v termobloku pti 50 °C pfes noc;
V digestofti piidat 500 pl smési fenol:chloroform:izoamylalkohol (PCIA) 25:24:1;
Tocit 10 min. na kolotoci;

Centrifugovat 10 min. pii 4 °C a 14 000 otackach (14 000/10°/4 °C);

A A A e R

Prenést horni fazi do nové mikrozkumavky;

. 'V digestofi pridat 500 ul PCIA;

—_
— O

. Tocit 10 min. na kolotoci;

. Centrifugovat 14 000/10°/4 °C,;

—_— =
w N

. Pfenést horni f4zi do nové mikrozkumavkys;

._
n

. V digestofi pridat 500 ul smési chloroform:izoamylalkohol 24:1;

—
9]

. Tocit 10 min. na kolotoci;

. Centrifugovat 14 000/10°/4 °C,;

—_— =
~N O

. Pfenést horni f4zi do nové mikrozkumavkys;

. Ptidat 2-3 dily 96% etanolu;

—_ =
o o0

. Jemn¢ protiepat a po vysrazeni DNA pomalym obracenim nechat klubicko DNA
sbalit a klesnout ke dnu;

20. Centrifugovat 14 000/30°/4 °C;

21. Odlit supernatant;

22. Ptidat 350 pl 70% etanolu;

23. Centrifugovat 14 000/30°/4 °C;

24. Odlit supernatant a vysusit pod alobalem;

25. DNA rozpustit v 150-200 pl TE pufru.

Koncentrace DNA byla vypocitdna podle absorbance pii 260 nm.

Geny pro cyt b (1140 bp) a RAG-1 (1497 bp) se amplifikovaly pomoci PCR na
termocykleru TGRADIENT (Whatman Biometra). Amplifikace probéhla pouzitim primerd
GluDG.L (5-TGACT TGAAR AACCA YCGTTG-3") a H16460 (5'-CGYC TTCGG
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ATTAA CAAGA CCG-3") (Perdices a Doadrio, 2001) pro gen cyt b a pro RAG-1 pomoci
vnéjSich primerdt RAG1 _F1(5"-CTGAGCTGCAGTCAGTACCATAAGATGT-3")
aRAG1 R1 (5-CTGAGTCCTTGTGAGCTTCCATRAAYTT-3") nebo RAG1 R2
(5'-TGAGCCTCCATGAACTTCTGAAGRTAYTT-3") a vnitfnim primerem RAGI1 R3
(5'- GTC TTG TGS AGG TAG TTG GT - 3").

Slozeni PCR smési pro cyt b:

ddH,O podle mnozstvi DNA
Taq pufr (+ (NH4)2SO4)(10x) 5ul

MgCl; (25 mM) 3 ul (1,5 mM)

dNTP (10 mM) 1 ul (0,2 mM)
primery (100 mM) kazdy 1 pl (2 mM)
DNA podle koncentrace
Taq DNA polymeraza (Fermentas) (5 U/ ul) 0.4 ul

celkovy objem 50 ul

Podminky PCR pro cyt b (Perdices a Doadrio, 2001):
predenaturace 94 °C/ 120 s

94 °C/45 s
5 cykli 53°C/45s
72 °C/90 s
94 °C/45 s
29 cykla 58°C/45 s
72 °C/90 s

72 °C/560 s

chlazeni 4 °C
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Reakéni smés pro RAG-1:

ddH,0O podle koncentrace DNA
10x ExTaq pufr+Mg*" Sul

dNTP (2,5 mM) 4 ul

primery (100 mM kazdy 0,5 ul (1 mM)
DNA podle koncentrace
Takara ExTaq (5 U/ ul) 0,25 ul

celkovy objem 50 ul

Reakéni podminky pro RAG-1 (Slechtova, 2008):
predenaturace 95 °C/300 s

94 °C/60 s
5 cykla 56 °C/150 s
72 °C/120 s
94 °C/120 s
30 cykla 54 °C/150 s
72 °C/120 s

72 °C/120 s

Reakéni podminky pro RAG-1 (Chen et al., 2007):

predenaturace 95 °C/240 s
95°C/45 s

35 cyklu 51°C/30s
72 °C/90 s
72 °C/420 s

27



Uspé&snost PCR byla kontrolovana na 1,7% gelu s pfidanim ethidium bromidu pod UV
zatenim. Usp&né amplifikované vzorky byly pie¢istény pomoci precipitace ve smési
PEG/Mg/NaAc nasledujicim postupem:

1. Do zkumavky s 40 ul amplifikatu napipetovat 40 ul PEG/Mg/NaAc (1:1);
Protfepat na vortexu, nechat stat 10-15 min. pii laboratorni teploté;
Centrifugovat 14 000/20°/4 °C,;

Odsat supernatant, k peletu pfidat 200 pl 96% etanolu, protiepat na vortexu;
Centrifugovat 14 000/5°/4 °C,;

Odsat supernatant, promyt 200 ul 70% etanolu;

Centrifugovat 14 000/5°/4 °C;

Odsat supernatant, pelet vysusit pod alobalem,;

DNA rozpustit ve 25 pl ddH,O.

A S A O

Z precisténych vzorkli bylo odebrano vzdy 2 ul a zkontrolovana koncentrace DNA ve
spektrofotometru (Helios Gamma, Thermo Spectronic). Byla pfipravena sekvena¢ni PCR
pro amplifikaci genu pro cyt b i RAG-1, ve které byla pozadovana koncentrace DNA 30-
70 ng.

Slozeni sekvena¢ni PCR smési:

ddH»0 podle mnozstvi DNA (0-5 pl)
pufr (5x) 2 ul (1x)

sekvenacni kit 2 ul

primer (5 mM) 1 pul (0,5 mM)

DNA podle koncentrace (1-5 pl)
celkem 10 ul

Sekvenacni kit (ABI PRIM Big Dye Termintor Cycle Sequencing Ready Reaction Kit)
obsahuje Ampli Taq DNA polymerazu FS, dNTPs, fluorescencné znacené ddNTP (Dye-

Labeled Terminators).

Podminky sekvenac¢ni PCR:
96 °C/30 s
35 cykla 50°C/20 s
60 °C/240 s
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Produkty reakce byly precistény metodou EtOH/EDTA precipitace:
1. Po sekvenacni PCR produkty pfenést do zkumavek pro sekvenovani;
Ptidat 2,5 pl 125 mM EDTA;
Ptidat 25 pl 96% etanolu;
Uzaviit, 4x ptrevratit, stocit a nechat stat pii laboratorni teploté 15 min.;
Centrifugovat 3000/30°/4 °C;
Odsat supernatant, ptidat 30 pl 70% etanolu;
Centrifugovat 1650/15°/4 °C;

Odsat supernatant, vysusit v termobloku pod alobalem pti 60 °C;

o ® N v kWD

Pelet rozpustit ve 20 pl formamidu.

Precisténé vzorky byly zbaveny nezreagovanych komponent a denaturovany v termobloku
pii 95 °C/120 s a pak rychle zchlazeny na ledu, aby nedoslo k opétovnému spojeni fetézct
DNA. Takto nachystané vzorky byly vloZzeny do automatického podavace (autosampleru)

genetického analyzatoru ABI PRIM 310 (Applied Biosystems).

3. 3 NASTROJE PRO VYHODNOCENI FYLOGENEZE

Ziskané sekvence byly zpracovany v programu MEGA 4.0.1 (Kumar et al., 2004),
srovnany do ,,alignmentu* a zarovnany na stejnou délku. Blok sekvenci genu pro cyt b mél
kone¢nou délku 992 bp a délka ,,alignmentu genu pro RAG-1 byla 1107 bp. Program
MEGA 4.0.1 poslouzil k zjisténi pfedbéZzné miry genetické variability a soubory uloZené
v tomto programu slouZily jako matrice pro konvertovani do ostatnich vyhodnocovacich
softward.

Haplotypov¢ sité byly zhotoveny v programu TCS 1.21 (Clement et al., 2000) s vyuzitim
statistické parsimonie (Templeton et al., 1992). Pocet krokii potiebnych pro oddé€leni byl
zadan 10 a spojovaci limit 95%. Program vyhodnoti zadané bloky sekvenci na zakladé¢
jejich substitu¢ni a indelové rozmanitosti a roztfidi sekvence do jednotlivych haplotypt.
Haplotypova (Hd) a nukleotidova diverzita (m) (Nei, 1987) byla vyhodnocena pocitacovym
programem DNA SP 5.10 (Librado a Rozas, 2009).

Fylogenetické stromy byly konstruovany na zdkladé Bayesovské analyzy (BI) pomoci
programu MrBayes 3.12 (Ronquist a Huelsenbeck, 2005), metody Neighbour-joining (NJ)
(Saitou a Nei, 1987) a Maximum parsimony (MP) v programu PAUP* 4.0B.10 (Swofford,
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2002). Metoda Maximum likelihood (ML) bylo aplikovano pomoci programu PhyML
(Guindon a Gascuel, 2003).

Pomoci programti PAUP* 4.0B.10 a ModelTest 3.8 (Poseda, 2006) byl z 56 rtznych
evolu¢nich modell vybran ten nejvhodnéjsi pro analyzovany datovy soubor. Substitu¢ni
model byl vybran dle Akaikeho kritéria (AIC) porovnavajiciho vahu vSech modelt.
V ramci NJ analyzy byly pocitiny DNA distance na pozadi nejvhodnéj$iho modelu mezi
liniemi a uvniti linii. Neparametrickd bootstrap analyza s 1000 pseudoreplikacemi byla
provadéna pro ziskani odhadu nodalni podpory.

Fylogram MP byl sestaven analyzou nevazené parsimonie s heuristickym vyhledavanim.
Bootstrap hodnota stanovena na 100 opakovani urCila stupeni spolehlivosti vyslednych
vztahil.

ML analyza probchla s heuristickym vyhledavanim a zadanymi 1000 bootstrap
replikacemi.

Vysledny strom byl upraven v programu FigTree, v1.2.1 (Rambaut, 2009).

Program ProtTest 2.4 (Abascal et al., 2005) vybral nejvhodnéjsi evolu¢ni model pro
translatované sekvence genu cyt b.

Jako outgroup byla zvolena sekvence druhu Alburnus arborella (GenBank pfistupové Cislo

GU479874; Buyj et al., 2010).

30



4 VYSLEDKY
4.1 CHARAKTERIZACE DATOVEHO SOUBORU A OPTIMALIZACE

Celkem bylo analyzovano 146 vzorka sesbiranych Oddé€lenim ekologie ryb a na zaklade
spoluprace s Narodnim muzeem a zahranicnimi kolegy. Vybér lokalit sbéru pokryval
hlavni distribu¢ni oblasti zkoumanych taxontl. (Pocet zjiSténych haplotypt a nukleotypii
neni uveden, protoze tyto informace budou teprve publikovany).Cyt b haplotypova
diversita byla Hd=0,945+0,012, nukleotidova diversita = 0,03240,003 byla tmérna poctu
zjisténych substituci. Pocet variabilnich pozic byl 217, invariabilnich 773 a parsimony
informativnich mist 194. Nukleotidova sekvence byla translatovana do fetézce
obsahujiciho 330 aminokyselin. Z velké vétSiny pievazovaly synonymni substituce, coz se
odrazilo na nizké aminokyselinové diverzité. V rdmci druhu 4. bipunctatus bylo odhaleno
37 mitochondridlnich haplotypli a 6 nukleotypi. Cyt b haplotypovd diverzita byla
Hd=0,857+0,027. VétSina haplotypt se odliSovala pouze v nékolika malo substitucich, coz
predstavovalo velmi nizkou nukleotidovou diverzitu n= 0,003£0,0003. Pocet variabilnich
pozic byl 42, invariabilnich 949 a parsimony informativnich mist 16.

Pro amplifikaci markeru RAG-1 byly pouZzivany ¢tyfi primery. Ukézalo se, Ze s primery
RAG _F1 a RAG_R2 poskytuje PCR u analyzovanych vzorka produkt ve vétsi mife. Zatim
co uspésnost pri pouziti primerd RAG R1 a RAG_F1 byla téméf nulova. Presto vytéznost
reakce nebyla dostaCujici a pfistoupilo se k navysSeni poctu cykli z30 na 40. Pii
sekvenacni PCR byl pouzit jako tfeti primer RAG R3, zkterého vSak amplifikace
pozadovaného produktu neprobihala dobie. Proto se pfistoupilo k dal$i optimalizaci.
Nejkvalitnéjsich vysledkii bylo dosazeno pti amplifikaci zadaného produktu z primerd
RAG F1 a RAG R3. Sekvenac¢ni PCR pak vychézela pouze ze dvou primerd.

General time-reversible model (Lanave et al., 1984) spocitinim gama distribuce a
zahrnutim invariabilnich pozic (GTR+I'+I) byl zvolen idedlnim pro cyt b sekvencni matrici
a byl pouzit pro statistické metody NJ a ML.

Nastaveni nejlepsiho modelu pro ML: Gamma shape parametr: 1,249; proporce invariant:
0,599; nukleotidové frekvence: f(A)= 0,24945, f(C)= 0,29158; f(G)= 0,16412; f(T)=
0,29485 a Log-likelihood score: -4406,28309. Parametry charakterizujici MP strom: TL
(délka stromu)= 590; CI (consistency index)= 0,555; RI (retention index)=0,7183.
V Bayesovské analyze byly parametry modelu uréeny osmi Markovovymi fetézci, 3 x 10°

generaci se samplovaci frekvenci 100, které byly zahajeny znahodného stromu.
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Bayesovska analyza aminokyselinového fetézce probihala pod modelem MtREV+I. Bylo
generovano 2,5 milionil generaci se samplovaci velikosti 1000.

Pocitani distancni vzdalenosti pro gen RAG-1 bylo provedeno podle modelu Tamura Nei
se zahrnutim invariabilnich pozic (TrN+I) (Tamura a Nei, 1993). Charakteristiky ostatnich

metod nejsou uvedeny z ditvodu malé vypovidajici hodnoty tohoto markeru.

4. 2 ANALYZA KNIHOVNY MIKROSATELITU

Sekvenované inzerty byly prohleddny programem Tandem Repeat Finder (Benson, 1999) a
byly v nich nalezeny ocekavané opakujici se motivy. V jednom souboru dat byly hledany
dinukleotidové repetice TG a v druhém tetranukleotidové ATCT a jejich variace.

Bylo objeveno 50 inzertd dinukleotidovych a 79 inzertii tetranukleotidovych repetic.
Vsechny sekvence jsou dostupné na vyzadani na web strankach Skolitele
(http://www.1vb.cz/zamestnanci-mgr-jan-mendel-ph-d.html). Pro ilustraci jsou uvedeny jen
modelové sekvence demonstrujici dokonalé (Obr. 6.), nedokonalé (Obr. 7.), pferusované
(Obr. 8.) a slozené (Obr. 9.) mikrosatelity v genomu A. bipunctatus. Lokusy specifické

pouze dokonalymi mikrosatelity jsou uvedeny v Tabulce II.

Tabulka II: Ukazka lokust a pocet repetici dokonalych tetranukleotidovych a dinukleotidovych mikrosatelitt.

Lokus Repetitivni motiv 10ATCTI_196-2 | (ATAG)
10ATCTI_46-2 (GATA)» 10ATCTI_48-1 (ATCT)19, (ATCT)a2
10ATCTI_72-2 (GATA),7 10ATCTI_107-1 | (TACT)
10ATCTI_93-2 (ATAG)14 10ATCTI_124-1 | (CTAT)s;
10ATCTI_165-2 | (ATAG)zs 10ATCTI_154-1 | (TAGA)s
10ATCTI_194-2 | (ATCT)q7 10ATCTI_173-1 | (AGAT)44
10ATCTI_271-2 | (TACT)yg 10ATCTII_189-1 | (TATC)q9
10ATCTI_273-2 | (TAGA)4s 10TGI_114-2 (TG)s7
10ATCTI_293-2 | (GATA), 10TGI_215-2 (TG)s
10ATCTII_205-1 | (GATA)30 10TGII_206-1 (AC)30
10ATCTII_211-1 | (CTAT)30

10ATCTII_224-1 | (GATA)33
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MACROJGEN
File: 10ATCTT _03-2-5P8 abl Rum Ended: 2000.3/17 I12:52:28 Signal G:2802 A:2523 C-2006 T-2527 P PR M
Sample: 104TCTT 032 5P Lane: 14 Baze spacing: 0. 018062 E0d bazes in 105323 scans Page I gf 2
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Obrazek 6: Ukazka sekvence obsahujici dokonaly mikrosatelit (pozice 374-429). Prvnich asi 90 bazi je soucasti vektoru.
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MACROJGEN
File: 10TGH_246-2-5Pd.abl Run Ended: 2009517 5:58:0 Signal G:288 4-1d] C:232 T-148 Aty g gl Chermmries
Sample: 10TGHIT_240-2_5P§ Lane: 530 FBase spacing: I15. 903107 050 bases in 11130 scans Page 1 af 2
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NGAATAWTGC AT ACA NN CG TTG GG AGETCTCORATAT GGT CGACCT GCAGGC GUEC GG AATTCACTA GTGATTCT TGO TTACGCGT GG ACTAGGT
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100 i14a 120
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Obrazek 7: Ukazka sekvence obsahujici nedokonaly mikrosatelit (pozice 128-226,pozice 133 substituce T). Prvnich asi 90 bazi je soucasti vektoru.
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MACRO)GEN

File: 104TCTI_160-1-5Pd abi Rur Ended: 2000/2/21 14-5-30 Signal G-ITH A 139 C-182 T-203 Adtrercmy through Cemomros
Sample: 104TCOTT_169-1_5Pa Lane: 34 Base spacing: 17317387 L5350 bases in 11052 scans Page 1 af 2
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Obrazek 8: Ukazka sekvence obsahujici prerusovany mikrosatelit v kombinaci se slozenym (pozice 100-112, 112-230 pteruseni 146-154). Prvnich asi 90 bazi je
soucasti vektoru.
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Obrazek 9: Ukazka sekvence obsahujici slozeny mikrosatelit (pozice 126-189). Prvnich asi 90 bazi je soucasti vektoru.



4. 3 GENETICKA VARIABILITA V GENU PRO CYT B

Ptedlozené vysledky vychézeji z variability 992bp useku genu pro cyt b. Ziskany soubor

dat byl pro lepsi orientaci rozdélen na dvé skupiny. Prvni skupinu tvoftily populace druhu

A. bipunctatus. Pro ilustraci je predlozen piehled 42 variabilnich pozic (Obr. 10). Jsou

uvedeny, ale nejsou zde zapocitany variabilni mista u sekvenci z ek Ida (vzorek €. 6260) a

Morava (vzorek ¢. 9423), protoze jejich ptivod je nejasny, a proto budou predmétem

dal$iho zkoumani.

Druhou skupinu piedstavuji vzorky ptevazné zlokalit orientovanych na vychod od

Slovenska (Obr. 11.). (Informace o druhé skupiné nejsou publikovana).
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Obrazek 10: Variabilni pozice genu cyt b u zastupct A. bipunctatus. Tecky znazoriuji shodné nukleotidy
s prvni sekvenci. Cisla v horni ¢asti vyjadiuji pozice nukleotidi v sekvenci.
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4. 4 HAPLOTYPY RODU Alburnoides PODLE MOLEKULARNI
CHARAKTERIZACE GENU PRO CYTB

V Tab. L. jsou uvedeny identifikacni €isla vzorkti ulozenych v OER a NMP z kterych byly
sekvence genu pro cyt b ziskany a jejich pristupova Cisla v databazi GenBank (HM173097-
HM173175) (Tab. IIL.). (V Tab. L. a III. uvedeni jen zastupci druhu A. bipunctatus)

Na Obr. 12. je zobrazena haplotypova sit’ jedincli odchycenych na ¢eskych, slovenskych a
polskych lokalitach a jeden databazovy jedinec z Francie (feka Saone). Piesnéji se jednalo
o feky: v CR - Betva, Dyje, Jevicka, JeviSovka, Jihlava, Kocdba, Morava, OlSe, Rudava,
Svratka; v SR - Ida, Ipel’, Bodva, Olsava, Vlara; v PL - Jasiolka, Nida, San, Skawinka,
Solinka, Stara Rzeka, Strwiaz. Z celkového sekvencniho vzoru A. bipunctatus se vymykaji
dva haplotypy, tj. H 36 a H 37, které budou podrobeny dal§imu zkoumani pro svij
nejasny puvod.

Na prvni pohled jsou patrné v haplotypové siti tfi vétsi skupiny. Pfedpokladalo se, Ze tyto
tfi skupiny budou zastupovat jednotlivd tmofi. V pribéhu analyz se vSak ukazalo, Ze
zastupci ze stejnych lokalit spadali do rGznych skupin. Nepotvrdilo se, ze by jedinci
z raznych umofi (popiipade povodi) tvotili odlisné skupiny haplotypii.

Nejvétsi skupinu tvofil haplotyp H 2 Citajici 27 jedinch, kterou tvofilo 9 jedinch
z Jasiolky, 7 z OlSavy a 7 z Bodvy, po jednom zastupci z Nidy, Sanu, Skawinky a Staré
Rzeky. Druhd nejvétsi skupina H 11 zahrnovalo 21 zastupci z Jihlavy (4 jedinci), Olse
(4), Jevicka (3), Rudavy (2), Moravy (2), Vlary (2), Svratky (1), Ipel'u (1) a Saony (1).
Haplotyp 27 byl zastoupen ¢tyifmi jedinci z JeviSovky a tiemi z Kocaby. Ostatni haplotypy
jsou reprezentovany jednim nebo dvéma zastupci. Tito jedinci se li§i v rozmezi jedné az
Sesti substituci od hlavnich haplotypi H 2, H 11 nebo H_27.

Ptesny popis lokalit uvadi Tab. III.

(Pro vzorky druhii nez 4. bipunctatus neni haplotypova sit’ zvefejnéna. (Obr. 13.)).
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Obrazek 12: Nezakofenéna haplotypova sit’ zaloZena na sekvencich genu cyt . Obsahuje haplotypy (H 1-
37) z lokalit v CR, SK, PL a FRA spadajicich do umoii Cerného, Severniho, Baltského a Stiedozemniho
more. Jednotlivé uzly propor¢né odpovidaji haplotypové frekvenci (viz Tab. 1. a III.). Délka vétvi je
zanedbana.

4. 5 LINIE RODU Alburnoides PODLE MOLEKULARNI
CHARAKTERIZACE GENU PRO CYTB

Vysledny strom (Obr. 14.) graficky znazoriuje genetickou vzdalenost vybranych zastupcii
jednotlivych linii. U uzld fylogramu jsou v fad¢ za sebou napsany hodnoty Bayesovské
posteriorni probability, NJ, MP a ML bootstrap podpory. Pokud mélo vice jedinct
identickou sekvenci genu pro cyt b je ve stromu uveden jen jeden zastupce.

Jedinci s haplotypy H 1-H 37 poskytly natolik podobné sekvence genu pro cyt b, ze byly
vSemi analyzami slouCeny do Linie I, nesouci druhové oznaceni A. bipunctatus. Linie
predstavuje zastupce &tyF umoii (Balt, Cerné, Severni, Stiedozemni mofe) a zahrnuje

tizemi CR, Slovenska, Polska a Francie. Pramérna vnitrodruhova variabilita byla 0,35 %.
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HIubsi prazkum by bylo tfeba provést u jedinci s haplotypy H 36 a H 37. Kazdy haplotyp

byl zastoupen pouze jednim jedincem a sekvence genu pro cyt b vykazovaly vyssi

sekvencni odlisnost od jedinct spadajicich do druhu A. bipunctatus. Tyto dvé sekvence

jsou pri¢inou zvySeni smérodatné odchylky vramci Linie I. Rozmezi vnitrodruhové

variability Linie I bylo 0,1-1,3 %. Toto procentudlni rozmezi nezahrnuje vzorky z Idy

(H 36) a Moravy (H_37), pro které distance vzrostly na 3,3 % a 2,0 %.

Tabulka III: Pfehled jednotlivych haplotypt a nukleotypt podle lokalit veetné linijni pfislusnosti.

Zatazeni haplotypti do linii (L _I-XIII)/druhové oznaceni. Lokalizace sbéru vzorkt, povodi, stat, oznaceni haplotypt
podle genu pro cyt b: H_1-37/poéet jedinct, podle genu pro RAG-1: N_1-6/podet jedincti. (CR: Ceské republika, SR:
Slovensko, PL: Polsko, FRA:Francie). Piistupova ¢islo v databazi GenBank. (Upraveno).

Linie/taxon Reka (oblast), povodi, stat, &. haplotypu/podet jedincii NCBI (pfistup. €.)
Bedva, Morava, CR, H_18/1, H_20/1, N_1/1; HM173097, HM173098,
Bodva (Hostovce), Bodva, SR, H_9/1, H_2/7; HM173099, HM173100,
Dyje (Podhradi), Morava, CR, H_23/1, H_24/1, H_25/1, H_26/1, H_33/1, N_4/1, HM173101, HM173102,
N_6/1; HM173103, HM173104,
Ida, Bodva, SR, H_5/1, H_6/1, H_7/1, H_36/1, N_1/2; HM173105, HM173106,
Ipel (stupen), Dunaj, SR, H_11/1; HM173107, HM173108,
Jasiolka, Visla, PL, H_2/9, N_4/1; HM173109, HM173110,
Jevi¢ka (U Nerazka), Morava, CR, H_11/3, H_19/1, H_29/1, H_35/1, N_4/1; HM173111, HM173112,
JeviSovka (Lechovice), Morava, CR, H_27/4,N_1/1; HM173113, HM173114,
Jihlava (Ivar, Dolni Kounice), Morava, CR, H_11/4, H_13/1, H_30/1, H_34/1, HM173115, HM1731186,
N_1/1; HM173117, HM173118,
Kocaba (Pous$tg), Vitava, CR, H_16/1, H_27/3, H_28, N_1/2; HM173119, HM173120,

Linie_I/ Morava (Dub, Tovagov), Morava, CR, H_1/1, H_11/2,H_15/1, H_18/1, H_21/1, HM173121, HM173122,

A. bipunctatus

H_37/1, N_4/1;

Nida, Visla, PL, H_2/1;

Ol$ava (Topla, Opina, Bidovce, N. Myska), Tisa, SR, H_2/7, H_3/1, H_4/1, H_10/1,
N_1/1, N_2/1, N_4/1;

Ol$e (T¥inec), Odra, CR, H_11/4, H_17/1, N_1/1;

Rudava (pod jezem), Dunaj, SR, H_8/1, H_11/2, H_12/1, H_30/1, H_32/1, N_1/1,
N_4/2;

San, Visla, PL, H_2/1;

Saone, Loire, FRA, H_11/1;

Skawinka, Visla, PL, H_2/1, N_5/1;

Solinka, Visla, PL, H_22/1, N_3/1;

Stara Rzeka, Visla, PL, H_2/1, N_3/1;

Strwiaz, Dnéstr, PL, H_11/1

Svratka (TiSnov), Morava, CR, H_11/1, H_31/1, N_6/1;

Vlara (hranice), Dunaj, SR, H_11/2, H_14/1, N_1/1;

HM173123, HM173124,
HM173125, HM173126,
HM173127, HM173128,
HM173129, HM173130,
HM173131
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Obrazek 14: Bayesovsky konsenzualni strom sestrojeny na zakladé sekvenci genu cyt b.

Cisla v uzlech stromu piedstavuji hodnoty bayesovské posteriorni probability a bootstrap podpory pouzitych
statistickych metod v potadi BI/MP/NJ/ML. Zobrazeny jsou hodnoty jen nad 75%. Vyznacena Linie I (L _I)
pattici do druhu 4. bipunctatus. (Ziskané vysledky zde nebudou zvetejnény).

Zminéné zatazeni jedincl k druhu koreluje s informacemi autorti Kottelat a Freyhof
(2007). Uvadeéné lokality typické pro druh A. bipunctatus koresponduji s vySe popsanymi
sbérovymi lokalitami. Procentualni odli$nost od ostatnich druhii je zobrazena v Tab. IV

(Tabulka neni poskytnuta, protoze obsahuje informace, které zatim nebudou publikovany).

4. 6 HAPLOTYPOVA SIT VARIABILITY GENU PRO RAG-1

Jako druhy marker pro zkoumani genetické variability u rodu Alburnoides byl zvolen
jaderny gen pro RAG-1. Bylo ziskano celkem 39 sekvenci ze vzorkli oznacenych tuéné
v Tab. 1. Je nutno podotknout, Ze analyze genu pro RAG-1 nebyly podrobeny vzorky z
Narodniho muzea v Praze. Sekvence byly zarovnany do bloku o délce 1107 bp.

Nékteré jaderné markery poskytuji jistou variabilitu 1 diky evidenci indeld, tj. inzerci nebo
deleci. Pro studium fylogeneze rodu Alburnoides gen RAG-1 byl shledan nevhodnym. Na
1107 bazi sekvence piipadalo pouze devét variabilnich mist, zcehoz Ctyfi byly

heterozygotniho charakteru (Obr. 15.) (Uvedeny pouze vzorky z CR, SR a PL).
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Obrazek 15: Variabilni mista v sekvenci RAG-1 vSech analyzovanych vzorki . Te¢ky zndzornuji shodné
nukleotidy s prvni sekvenci. Cisla v horni &4sti vyjadiuji pozice nukleotidi v sekvenci. (Upraveno).
Program TCS 1.21 rozlisil pro 25 jedinct pouze 6 nukleotypi oznacenych N _1-N_6 (Obr.
16.) (Provedena korekce). Nejpocetnéjsi skupinu tvofil nukleotyp N 1. Predstavuje 11
jedincii z fek Becva, Vldra, Kocaba, Olse, Olsava, Ida, JeviSovka, Jihlava, Rudava, Druhou
nejpocetnéjsi skupinu N_4 tvoftilo 7 jedinct z fek Dyje, Jasiolka, Jevicka, Morava, Olsava
a Rudava. Nukleotyp N 3 je zastoupen po dvou jedincich ze Staré Rzeky a Solinky,
obdobné i1 nukleotyp N 6 tvoii jedinci ze Svratky a Moravy. Zbylé dva haplotypy byly
zastoupeny vzdy jednou sekvenci, N 2 reprezentuje jedinec z ieky OlSava, N 5 zfeky
Skawinka.

Fylogeneticky signal tohoto markeru je velmi slaby a vypovidajici hodnota je proto mala.
Nukleotypova sit’ sestrojend na zaklad¢ genu pro RAG-1 potvrdila jednotnou strukturu
druhu A. bipunctatus v rdmci imofi a to plati i pro oba zvlastni jedince s haplotypy H 36 a

H 37.

Malé variabilita v sekvencich genu pro RAG-1 piedznamenala, ze distance uvniti této
skupiny nebudou mit dostate¢nou vypovidajici hodnotu. Pfesto byly distance spocitany
v programu MEGA na pozadi modelu TrN+I (Tamura a Nei, 1993). Vnitrodruhova
variabilita byla 0,0-0,4 %.
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M_1

Obrazek 16: Nezakofenéna haplotypova sit’ zalozend na sekvencich genu pro RAG-1. Zobrazuje jaderné
haplotypy (N _1-6). Jednotlivé uzly proporéné neodpovidaji haplotypové frekvenci. Délka vétvi je

zanedbana. (Nejsou uvedeny vSechny zjisténé haplotypy. Zatim nebudou publikovany).

4. 7 VARIABILITA AMINOKYSELINOVYCH SEKVENCI

Mitochondridlni gen pro cyt b je kodujicim genem, ktery Ilze translatovat do
aminokyselinového fetézce. V ptipadé nelplné sekvence genu musi byt stanoven prvni
triplet, od kterého se za¢ne fetézec piekladat. Triplety, kterych je 64, kéduji jednotlivé
aminokyseliny. Aminokyselin je vSak pouze 20. To znamend, ze n¢které aminokyseliny
jsou kodovany vice triplety. Ty se li$i pfedevsim nukleotidem zastoupenym na tieti pozici.
V sekvenci nukleotidii bude patrna substituce, ale v aminokyselinovém fetézci se zaradi
tataz aminokyselina, to je ozna¢ovano jako synonymni substituce.

Ziskana nukleotidova sekvence byla pfeloZzena do sekvence 330 aminokyselin (Obr. 18.)
(Uvedeny pouze sekvence vzorkl pfislusicich k druhu A. bipunctatus). Rozmanitost
jednotlivych aminokyselin je zaznamenana vaci prvni sekvenci. Je patrné, Ze se snizila
variabilita celého analyzovaného souboru. To je zplisobeno tim, Ze zmény v sekvenci genu
pro cyt b u raznych linii prob&hly pravé na tietim mist¢ v kodonu. Proto sekvence
aminokyselin ziistdva nezménéna.

Pro jedince zatazené do druhu A. bipunctatus nebyla pozorovana zadna aminokyselinova

substituce typickd pro vSechny zastupce tohoto druhu. Pfesto lze vypozorovat, Ze napf.
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jedinci z feky Ida maji spolecnou substituci prolinu za treonin na pozici 160, ale tato

zaména byla pozorovdna 1 jedince z Rudavy. Sest jedincli zrGznych Umoii mélo

substituovany leucin na pozici 154 za fenylalanin. Na 158. pozici méli ¢tyfi jedinci glycin

zaménény za cystein. Ojedinélou substituci se vyznacoval jedinec z feky Jihlavy (asparagin

za lysin, pozice 77), Kocaby (glycin za tryptofan, pozice 239 a fenylalanin za tyrozin,

pozice 240). Patnact zbyvajicich zastupct bylo v aminokyselinovém fetézci shodnych s

prvni sekvenci.

Byl sestrojen strom metodou MP na zéklad¢ dat ziskanych z aminokyselinového fetézce

(Obr. 17.). (Informace vyplyvajici ze stromu na zékladé aminokyselinové sekvence

nebudou zvetejnény).
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Obrazek 18: Variabilni mista v sekvenci aminokyselin cyt b.
Tecky znazoriuji shodné aminokyseliny s prvni sekvenci. Cisla v horni ¢asti vyjadiuji pozice aminokyselin

v sekvenci. (Upraveno).
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DISKUZE

Hypotézy a cile diplomové prace vznikly na zdklad¢é kratkého c¢lanku vztahujiciho se
k problematice diverzity ouklejky pruhované a jejim vyskytu. Byla provedena
fylogeneticka analyza na zakladé sekvence genu pro cyt b, analyza alozymi a cross-
species amplifikace mikrosatelitovych lokusii designovanych z genomovych knihoven

Luxilus cornutus, C. carpio, a Labeo rohita (Mendel et al., 2008).

Od roku 1782, kdy Bloch popsal druh 4. bipunctatus, se objevovaly stale nové publikace
zabyvajici se vyskytem ouklejky pruhované v riiznych geografickych oblastech. Dostupné
prace rozebiraji lokalizaci tohoto druhu na zékladé¢ morfologické charakterizace. VétSina
autort v prib¢hu celé historie druhu se shoduje na oblastech vyskytu souhrnné popsanych
v Piiru¢ce evropskych sladkovodnich ryb (Kottelat a Freyhof, 2007). Dolozend mista
vyskytu na uzemi Ceské republiky, véetné citaci autori jsou souhrnn& sepsany v knize
Mihule a ryby Ceské republiky (Hanel a Lusk, 2005).

Pozorovanim morfometrickych znakd se rovnéz zabyvala ve své praci Syriova (2004).
Nameétfené hodnoty u ryb odchycenych ve slovenské fece Rudava porovnavala
s dostupnymi Udaji jinych autori. Pozorovani jedinci z Rudavy se vSak svymi
morfometrickymi znaky li§i od vzorkli z Vlary a Oslavy. Vzorky byly také porovnavany
s hodnotami jedincti z Dviny (imofi Baltu) a Ogosty (imoii Cerného mote). Diplomova
prace nepotvrdila, Ze by se na zédklad¢ molekularné-genetickych analyz na lokalité Rudava
vyskytovala odli$na linie. S morfologickymi znaky pracuji rovnéZ i1 autofi Bogutskaya a
Coad (2009). Podle téchto charakteristik objevili autofi Sest novych druhii: na izemi Ruska
A. gmelini (typova lokalita Sunzha), Turkmenistanu A4. varentsovi (typova lokalita
Askhabadka) a A. petrubanrescui (typova lokalita Qasemlou), Irdnu 4. namaki (typova
lokalita Taveh), 4. nicolausi (typova lokalita Simareh) a 4. idignensis (typova lokalita Bid
Sorkh). Stavajici druh 4. bipunctatus revidovali a poddruhy A. bipunctatus rossicus, A.
bipunctatus kubanicus, A. bipunctatus maculatus, A. bipunctatus eichwaldii, A. bipunctatus
fasciatus povysili na samostatné druhy.

Pro vznik této prace byl sestaven soubor dat z riiznych geografickych lokalit pro posouzeni
jednotné struktury druhu A. bipunctatus a pro posouzeni validity dfive popsanych
poddruhtt a variet v ramci rodu Alburnoides. Velmi Siroka distribu¢ni oblast ouklejky
pruhované nabadala k hypotéze, ze jednotnd druhova struktura bude patrné podhodnocena

a ze mize se ocekavat existence novych dosud nepopsanych druht.
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Geneticka diverzita byla sledovana u zastupct Celedi cyprinidae v rdmci Evropy autory
Zardoya a Doadrio, 1999. V této studii byly sestaveny fylogenetické stromy podle sekvenci
genu pro cyt b Clenici evropské kaprovité ryby do taxonomickych celkd. A. bipunctatus
z Francie se oddé¢lila od A. bipunctatus ohridanus zastoupena dvéma jedinci
z Prespanského jezera a z feky Aoos a A. bipunctatus strymonicus.

Genetické markery byly zvoleny na zéklad€ informaci ziskanych z jinych praci, ve kterych
se ukazalo, Ze variabilita uvnitf DNA je dostate¢na pro dané druhy. Rad Cypriniformes byl
podle genu pro RAG-1 rozdélen na piisluiné taxony (Mayden ef al., 2008). Slechtova et al.
(2008) pouzila geneticky marker cyt b a RAG-1 pfi hledani vztaht v ¢eledi cobitidae (fad
Cypriniformes).

Mitochondrialni gen pro cyt b splnil svou funkci variabilniho markeru. Cely soubor 146
jedincii byl s vysokou hodnotou podpory roz¢lenén na monofyletické linie (Uptfesnéni neni
mozné. Ziskand data nebudou publikovana). Jaderny gen pro RAG-1 jako marker
neprokazal dostateCnou variabilitu uvnitt rodu Al/burnoides. Uvazuje se proto, ze vybrani
jedinci budou podrobeni nové analyze na zékladé€ jiného jaderného markeru (napf. intronu
S7 r-proteinu).

Pro ouklejku pruhovanou bylo odhaleno celkem 37 mitochondridlnich haplotypti z 23
lokalit (Tab. 1. a III., Obr. 12.). Nejvice haplotypu, tj. 6, bylo rozpozndno na lokalité
Morava. Pét haplotypii bylo identifikovdno na lokalitich Dyje a Rudava. Reky Jevicka,
Jihlava, Ida a OlSava poskytly pfiklady ctyt a Kocaba tii haplotypd. Lokality Becva,
Bodva, Olse, Svratka a Vlara byly zastoupeny vzdy dvéma haplotypy. Po jednom
haplotypu bylo zjisténo v fekach Ipel, Jasiolka, JeviSovka, Nida, San, Saone, Skawinka,
Solinka, Stara Rzeka a Strwiaz.

Do umoii Severniho mote patii jedind feka Kocaba, kterd nevykazuje haplotyp nebo
skupinu haplotypt ojedinélou pro dané umofti. Stejny haplotyp byl nalezen i u jedinct z
feky Jevisovka (amoti Cerného mote). To stejné platilo pro imoii Baltu (Jasiolka, Nida,
Odra, San, Skawinka, Solinka, Stara Rzeka a Strwiaz) i Cerného mofte, kde byl nejvétsi
pocet haplotypti (Be¢va, Bodva, Dyje, Ida, Ipel, Jevicka, JeviSovka, Jihalva, Morava,
Olsava, Rudava, Svratka a Vlara). U zastupcii obou umofti byla zaznamendna vétsi
promisenost haplotypii nez v ptipad¢ jedincii z imofi Severniho mofte.

Zavérem lze fici, ze zjiSténé haplotypy nevykazovaly zddnou jedinecnou pftislusnost

k jednotlivym timoftim.
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Intraspecifickd diverzita se drzela v rozmezi 0,1-1,3 %. Jak bylo feeno dfive nejsou do
tohoto intervalu zapocitany vzorky zfek Ida (6260) a Morava (9423). OvSem analyzy
jaderného markeru prokéazaly jednoznacné piisluSnost k Linii_I, proto se pfedpoklada, ze
se stala chyba béhem laboratorni ptipravy mitochondrialniho markeru.

Pro ochranaiské aktivity zjistila predklddana studie vysokou miru genetické variability
uvnité druhu A. bipunctatus na uzemi Ceské republiky. Bylo odhaleno celkem 22
mitochondridlnich haplotypii soustfedénych pfedevsim kolem hlavnich haplotypti H 11 a

H 27.

V letech 1993-2005 (Hanel a Lusk, 2005) bylo pozorovano drastické snizeni na
vyskytovych lokalitich v CR. Proto Lusk et al. (2006) zatadil ouklejku pruhovanou
v umoii Severniho mofe do skupiny kriticky ohroZenych druhli, v umofi Baltu mezi
ohrozené druhy a v umoii Cerného mote jako zranitelné.

V této diplomové praci zjiSténa mira vnitrodruhové diverzity piinasi ouklejce pruhované
jako druhu dobrou zpravu. Byl zjistén Siroky potencidl tohoto rybiho druhu, ktery by mohl

byt dostatecny pro zachovani variability v dalSich generacich.
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ZAVER

Predkléddana studie je viibec prvni souhrnnou fylogenetickou studii v Evropé zabyvajici se
taxonomii a systematikou druhti rodu A/burnoides na molekuldrni tirovni. Datovy soubor
obsahoval cca 150 porovnavanych jedincii obyvajicich uzemi Ceské republiky, Slovenska,
Polska, Francie, Recka, Chorvatska, Ruska, Ukrajiny, Albanie, Makedonie, Bulharska,
Béloruska, Srbska, Bosny a Hercegoviny. Vysledky zaloZené na genetickych markerech
obou genomil cyt b a RAG-1 prokézaly druhovou podhodnocenost tohoto rodu. Odhalily
37 mitochondridlnich haplotypti a 6 nukleotypt vyskytujicich se u druhu 4. bipunctatus.
(Informace o ostatnich lokalitdch nebudou uvedeny).

Nékteré maji své oznaceni jako napt. 4. bipunctatus, ovSem jeho distribucni oblast byla
vyznamné pozménéna. Vyskyt tohoto rybiho druhu byl jednozna¢né prokazan na Gzemi
Francie, Polska, Ceské republiky a Slovenska.

Na tzemi CR nebyla prokazana specificka piislusnost populaci k vétsim hydrologickym
celklim. Soucasné byla odhalena velkd haplotypova pestrost jedincl obyvajicich Gzemi
CR, jez tvoii jedinou linii s druhovym oznadenim A. bipunctatus. Tato haplotypova
bohatost je dobrou zakladnou pro udrzeni Zivotaschopnosti tohoto druhu.

Zdarny pribéh vyvoje genomové knihovny mikrosateliti a nalezeni 129 nadéjnych
dinukleotidovych a tetranukleotidovych lokusii jsou dobrym pftislibem pro dalsi a hlubsi
analyzu stavu populaci ouklejky pruhované nejen na nasem uzemi.

Tato studie bude slouzit jako zaklad pro naslednou disertac¢ni praci diplomantky, ktera se
bude zabyvat dal$imi doposud neanalyzovanymi druhy rodu Alburnoides v euroasijském
kontextu. Bude se mimo jiné podilet i na dokonceni zapocaté genomové knihovny

mikrosatelitu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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ddATP
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evolution species concept
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gamma shape parametr

General time-reversible model

haplotypova diverzity

invariabilni pozice

isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid
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maximalni pravdépodobnost, maximum likelihood
maximalni uspornost, maximum parsimony
mitochondridlni DNA

jadena (nuclear) DNA

pfipojeni souseda, neighbor-joining

Nérodni muzeum v Praze

Oddéleni ekologie ryb

nukleotypova diverzita

fenol:chloroform:izoamylalkohol

polymerazova fetézova reakce, polymerase chain reaction
26% polyethylen glykol/ 6,5 mM MgCl, . 6H,0/0,6 M NaAc.3H,0O
rekombinaci aktivovany gen, recombination activating gene
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Streptavidin MagneSphere® Paramagnetic Particles
jednoduché opakujici se sekvence, simple sequence repeats
délka stromu

Tamura Nei model
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-galaktopyranosid
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