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Abstrakt

V poslednich letech byla diky molekularnim metoddm rozkryta zna¢nd mira kryptické
diverzity napfi¢ mnoha taxony. Vyjimkou nejsou ani sladkovodni riiznonozci (bleSivci), ktefi
diky snizené moznosti disperze a rekolonizace predstavuji skvély modelovy systém pro
zkoumani moznych ekologickych interakci mezi geneticky vyrazn€ vzdalenymi liniemi pfi
opétovném kontaktu. Ve své praci se zabyvam kryptickym druhovym komplexem Gammarus
fossarum. Z ptedchoziho vyzkumu jsme veédéli, ze v oblasti Vsetinska dochazi ke kontaktu
nekolika vysoce divergentnich linii. Tato prace se zabyva dvéma hlavnimi otazkami. Existuje
mezi piislusniky stejné linie preference ke spolecnému parovani (existuje prezygoticka
reproduk¢ni bariera mezi liniemi)? Tuto hypotézu jsem testoval jak sbérem part z ptirozenych
podminek, tak (v omezené mife) i akvarijnim pokusem. Druhou hypotézou je, zda mezi liniemi
v kontaktni zon€ existuje tendence k obsazeni odlisnych mesohabitatl (tin versus proud), coz
by mohlo naznacovat kompetici mezi liniemi a moznou diverzifikaci jejich ekologickych nik.
Vyzkum probihal na deviti lokalitach s predpokladanym vyskytem vzdy dvou ze tii vybranych
linii. Vysledky nicméné prokazaly, ze ve vice jak poloving ptipadil se jednalo o kontakt vSech
tii studovanych linii sjasnou dominanci jedné znich (vice jak 64 %). V pfirozenych
podminkach jsem ze 102 testovanych prekopulacnich part nasel pouze jeden jediny piipad, kdy
samec a samice nalezeli do rtiznych linii. To potvrzuje silné tendence k parovani v ramei stejné
linie a existenci prezygotické reprodukéni bariery mezi liniemi v pfirozenych podminkéch.
V ramci péarovaciho experimentu ovSem ke vzniku parG mezi piisluSniky odliSnych linii
dochazelo, a to jak v pokusnych skupinéach, kde jsem piedpokladal ptistup k partneriim z obou
linii, tak 1 v pokusnych skupinach, kde jsem ptedpokladal ptistup pouze k partnerovi z odlisné
linie. Vysledky parti z terénu podporuji pfedchozi molekuldrni data naznacujici, ze mezi liniemi
neni genovy tok a lze je povaZzovat ze reprodukéné izolované druhy. Odlisné preference pro
celkové mnoZstvi analyzovanych jedincl na sezonu, lokalitu a habitat bylo relativné nizké a
prikaznost téchto zjisténi by bylo vhodné podpofit vétSim mnozstvim dat. Nenalezeni
odli$nosti v habitatovych preferencich na takto hrubé skale ovSem neznamenad, Ze se tyto linie
nemohou li§it v jinych ekologickych a behavioralnich faktorech, které mohou ovliviiovat jejich

koexistenci.

Kli¢ova slova: druhovy komplex Gammarus fossarum, habitatové preference, krypticka

diverzita, parovaci preference.






Abstract

In recent years, due to the development of molecular methods, a great level of cryptic
diversity across multiple taxa was discovered. One of these groups are freshwater amphipods.
Amphipods due to lower dispersal and recolonization abilities present a suitable model system
for studying potential ecological interactions among genetically distant lineages during their
secondary contact. In this thesis, I studied the cryptic species complex Gammarus fossarum in
a contact zone of several genetically divergent lineages known from the previous research in
the Vsetin region. I focused on two main questions: Firstly, whether there are preferences
among individuals from different lineages for sexual partners from the same lineage rather than
from the different one (i.e., I test for the potential existence of prezygotic reproduction barrier
between the lineages). I tested this hypothesis by collecting pairs from natural contact zone and
also (in a limited extent) by an aquarium experiment. Secondly, I tested whether these lineages
differ in mesohabitat (pool versus riffle) distribution in syntopy, which may indicate
competition among lineages and potential diversification of their ecological niches. Animals
from nine localities (with expected contact of two lineages per locality) were examined. In more
than half of the cases, I also detected a third lineage at the respective locality. At all localities
one lineage was dominant (more than 64 % of identified individuals). In natural conditions,
only one precopulatory pair out of 102 examined ones was formed by a male and a female from
different lineages. This confirms the existence of an efficient prezygotic reproduction barrier
among these lineages. However, in the pairing experiment, I observed the formation of pairs
between individuals from different lineages (in the treatment with access to potential partners
of both own and different lineage, as well as in the no-choice treatment with access only to a
partner from another lineage). Results from the field support previous molecular evidence
indicating that there is no recent gene flow between the lineages, which we can consider as
reproductively isolated species. I did not detect differences in distribution of lineages between
different mesohabitat (pool vs. riffle). However, the total amount of samples analyzed per
season, locality and habitat was relatively low and for a better examination of this topic is
necessary to increase the number of analyzed samples in the future. The absence of differences
on this relatively rough ecological scale does not exclude other possible ecological differences

among studied lineages, which may affect their coexistence.

Keywords: species complex Gammarus fossarum, habitat preferences, cryptic diversity,

pairing preferences.
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1 Uvod

V poslednich letech byla objevena celd fada novych a velmi divergentnich linii uvnitt fady
velmi rozSitenych taxonu sladkovodnich koryst. Kromé celé¢ tfady rtznonozcti zrodu
Gammarus (G. pulex (Lagrue et al., 2014), G. roeseli (Grabowski et al., 2017), G. balcanicus
(Copilag-Ciocianu & Petrusek, 2017) ¢i G. fossarum (Copilas-Ciocianu & Petrusek, 2015)) byl
vyskyt kryptickych linii pozorovan naptiklad i u stejnonozcti, konkrétné u druhového komplexu
Asellus aquaticus (Sworobowicz et al., 2015). Tato prace se zabyva moznymi rozdily
v habitatovych a parovacich preferencich mezi kryptickymi liniemi druhového komplexu G.
fossarum v Zapadnich Karpatech (linie CWE A, CEA a EEQ). Uzce navazuje na fakta zjiiténa
vramci diplomové prace Terezy Rutové, kterd zkoumala diverzitu a distribuci téchto
kryptickych linii na Vsetinsku. Mimo jiné pozorovala, Ze v této oblasti existuje vysoké
mnozstvi lokalit (30 ze 61 celkové zkoumanych) s vyskytem vice nez jedné linie (Rutova,

2018).

Na téchto konkrétnich liniich je$té nedoSlo k (téméf) Zadnému studiu moznych rozdild
v jejich ekologii. Vyjimkou bylo otestovani, zda se distribuce téchto linii 1i$i v zavislosti na
nadmoftské vysce, coz nakonec nebylo pozorovano (Copilag-Ciocianu et al., 2017). Mezi diive
objevenymi liniemi ze zdpadni Evropy ovSem byly pozorovdny odliSnosti v habitatovych
preferencich (Miiller et. al, 2000; Eisenring et al., 2016) ¢i v tolerance ke znecisténi (Feckler
et. al, 2012; Feckler et al., 2014). Prace Terezy Rutové porovnanim jaderné¢ho genu 28S s daty
z mitochondridlniho genu pro cytochrom oxidazu I (COI) ukazuje, Ze mezi vySe zminénymi
liniemi nedochazi v soucasnosti ke genetickému toku (Rutové, 2018). Existence prezygotické
reprodukéni bariery ¢i mira reprodukéni interference mezi témito liniemi jeSté nebyla
studovana. Vysledky parovacich pokusi na liniich ze zapadni Evropy vedou k piedpokladu, Ze
mezi zapadokarpatskymi liniemi G. fossarum pravdépodobné bude také existovat silna
preference pro parovani s piisluSnikem stejné linie, a Ze reproduk¢ni interference bude

minimdlni (Lagrue et al., 2014; Galipaud et. al, 2015).

Cilem mé prace bylo prostudovat detailnéji vyskyt linii a mozné rozdily v mesohabitatovych
preferencich mezi ttemi nejrozsirenéjsimi liniemi, jeZ se vyskytuji na karpatskych lokalitach
v CR (CWE A, CEA a EEQ). Pro tento ucel jsem vytipoval 9 lokalit na Vsetinsku, vzdy
s potvrzenym kontaktem dvou ze tfi linii. Tt1 lokality jsem vybral s pfedpokladanym kontaktem
linii CWE A a EEQ, dalsi tfi s kontaktem CWE A a CEA a v posledni trojici lokalit jsem

o¢ekaval kontakt linii CEA a EEQ. Také jsem chtél ovéfit existenci preferencniho parovani



vramci stejné linie, a to jak sbérem part z pfirozenych podminek, tak i1 v akvarijnim
experimentu. Prostorova distribuce bleSivcll v ramci toku i jejich parovaci chovani mize
ovlivnit cela tada biotickych i1 abiotickych faktorti, které blize rozeberu v nasledujicich

kapitolach.

1.1 Biologie a ekologie sladkovodnich bleSivci

Diverzita sladkovodnich blesivct

Blesivci jsou lateraln€ zplostéli riiznonozi korysi (Crustacea: Amphipoda) (obr. 1). Jedna se
o obzvlasté diverzifikovanou skupinu se Sirokym ekologickym zabérem. Sladkovodni bleSivci
se vyskytuji jak v povrchovych vodach (pfedevsim skupina Gammaridae), tak i
v podpovrchovych (napiiklad vétSina zastupcii ¢eledi Niphargidae ¢i Crangonyctidae) (Vaindla
et al., 2008), ovsem i v téchto skupinach se mohou ojedinéle vyskytovat epigeické druhy
(Viinola et al., 2008; Copilag-Ciocianu et al., 2018). K vyraznym adaptivnim radiacim a
diverzifikaci bleSivcl doSlo ve starych jezerech. Prikladem jsou druhy z rodu Gammarus v
jezere Bajkal (Kamaltynov, 1999), anebo piislusnici rodu Hyalella v jezete Titicaca (Coleman

& Gonzalez, 2006).

V posledni dobé byla diky rozvoji molekularnich technik navic objevena vysokd mira
genetické diverzity u zna¢né¢ morfologicky podobnych (potencidlné kryptickych) druhi.
Studovany byly zejména druhové komplexy Hyallela azteca (Cothran et al., 2013b), Gammarus
pulex (Lagrue et al., 2014), G. roeseli (Grabowski et al., 2017; Weigand et. al., 2020), G.
balcanicus (Mamos et. al, 2016; Copilag-Ciocianu & Petrusek, 2017) anebo G. fossarum
(Miiller, 2000; Westram et. al, 2011; Copilas-Ciocianu & Petrusek, 2015).



Obr. 1 —blesivec poto¢ni (Gammarus fossarum). Autor Denis Copilas-Ciocianu.

Existence téchto kryptickych druhi vyvolava celou fadu otazek o jejich biologii, ekologii a
mechanismech mozné koexistence, které doposud nebyly uspokojivé vysvétleny. Je dalezité
porozumét procesim vzniku téchto kryptickych druhli a jejich vzdjemnym ekologickym
interakcim, mimo jiné z dlivodt ochrany ptirody a druhové diverzity (Feckler et al., 2014; Fiser
et al., 2018; Weigand et. al., 2020). Blesivci, obzvlasté Gammarus fossarum, se také bézné
vyuzivaji jako modelové organismy pfi studium vlivu riznych toxickych latek na spolecenstva
vodnich Zivo€ichil (Andrei et al., 2016; Arambourou et al., 2017). Jiz nyni jsou zaznamenané
rozdily v toleranci na kvalitu prostfedi mezi kryptickymi druhy tohoto komplexu (Feckler et
al., 2012; Eisenring et al., 2016), coz mize mit vyrazny dopad na vérohodnost celé fady studii

uvazujicich taxon G. fossarum jako uniformni druh s porovnatelnymi reakcemi.

Biologie a ekologicky vyznam sladkovodnich blesivci

Blesivci jsou ekologicky vyznamni a zndmi predevsim jako drti¢i rostlinného opadu (Kelly
et al., 2002; Truhlar et al., 2014). Kromé¢ drceni rostlinného opadu se mohou chovat i drave a
konzumovat jiné vodni bezobratlé (Macneil et al., 1997; Syrovatka et al., 2020; Georgievova et

al., 2020). Ve svém zivotnim cyklu postradaji larvalni anebo dormantni stadium (Sutcliffe,



1992). To do zna¢né miry snizuje jejich migracni a rekolonizacni schopnosti a zvySuje tim
moznou geografickou izolaci mezi populacemi, coz mize v dlouhodobém ¢asovém horizontu
vést ke zvySeni genetické diverzity mezi populacemi. Geneticka diferenciace miize vést ke
vzniku reprodukcné izolovanych linii, u ktery se mohou objevit i rozdily v morfologii (Hou et

al., 2014).

Jednotlivé druhy se liSi ve svych sklonech k predaci a obecné ve své agresivité, coz je
nejvice prozkoumano hlavné u interakci ptivodnich a invaznich druha (Dick et al., 1993; Dick
& Platvoet, 2000; MacNeil & Dick, 2014). Obzvlasté vyznamna je tzv. intragildova predace
(IGP), coz je konzumace piislusnika jiného druhu, ktery ovsem okupuje v ekosystému
obdobnou niku. Krom¢ predace tak dochazi i k odstranéni konkurenta o zdroje jako jsou
napiiklad potrava anebo prostor (Dick et al., 1993; Dick & Platvoet, 1996; Dick, 2008). U
blesivcl je také bézny vyskyt kanibalismu, obzvlasté na juvenilnich ¢i Cerstvé svlecenych

jedincich (Dick et al., 1993; Lewis et al., 2010).

Rozmnozovani sladkovodnich bleSivch

Je dllezité zminit, ze stejné jako u celé fady jinych ektotermnich zivocichti zavisi i u blesivei
rychlost vyvoje, ristu, mnozstvi vyvedenych snliSek a cela fada dalSich procest ovliviiujicich
jejich zivotni strategie na teploté prostiedi (vody) a podléhé tedy znaénym sezénnim (€asovym)

zméndm (Goedemakers, 1981).

Samice blesivce mize byt oplodnéna pouze kratce po svléknuti kutikuly. Oplodnéna vajicka
se nasledné vyvijeji v marsupiu, které mlad’ata opoustéji az jako plné¢ zformovani jedinci.
Pohlavni dospélosti dosahuji po nékolikerém svlékani (Sutcliffe, 1992). Pfi pareni dochazi
mezi samcem a samici k vzniku prekopulac¢niho paru (prekopuly; obr. 2), kdy samec drzi samici
z dorsalni strany jejiho téla. Prekopula miZe trvat n€kolik dni az tydnti (Cothran et al., 2013b;
Lagrue et al., 2014). Délka tohoto parovani se odviji od teploty vody. V chladnéj$i vodé jsou
blesivcei v prekopule déle (Sutcliffe, 1992), pravdépodobné kviili vétSimu casovému intervalu
mezi jednotlivymi svleky kutikuly u samic. Prekopula¢ni parovani mize byt kromé teploty
(ekdyze), coz u blesivci koresponduje s blizkosti mozné reprodukéni piilezitosti. Cim je samice

blize ekdyzy, tim je tendence k parovani vétsi (Dick & Elwood, 1992; Galipaud et al., 2015).



Obr. 2 — prekopulaéni par blesivel z rodu Gammarus. Horni jedinec je samec a dolni je samice.

Upraveno a pievzato z (Borowsky, 1984).

Obecné plati, ze vétsi samci byvaji uspésnéjsi pii pokusech o sparovani i pii snaze o udrzeni
partnerky (Adams & Greenwood, 1983; Naylor & Adams, 1987; Wellborn & Bartholf, 2005)
a samci jsou vramci prekopuly vétSinou vétsi nez samice (Adams & Greenwood, 1983;

Wellborn & Bartholf, 2005).

Nutnost navazovat prekopulacni par (kvili kratkému €asu, kdy je samice fertilni) ma celou
fadu specifickych dopadli na biologii bleSivcl. Prekopula pfinaSi vyhodu pfi obrané proti
bezobratlym predatortim, jako jsou naptiklad larvy vazek (Cothran, 2004). Také se u jedincti
v prekopule snizuje riziko uneseni proudem (Adams & Greenwood, 1983). Nevyhodou miize

byt vyssi riziko predace rybami (Cothran, 2004)

Prekopula¢ni par (obzvlasté s menSim samcem) muze iniciovat i samice, pokud se blizi jeji
ekdyze a hrozi promarnéni reprodukcni piileZitosti (Cothran, 2008). V piipadé setkani
piislusnikidi odliSnych druht anebo rtznych linii druhového komplexu se ukazuje, Ze mira
genetické piibuznosti miiZze odraZet moznou ochotu k formovani prekopuly. Piibuzné;si jedinci
se preferencné paruji vice mezi sebou, nez s geneticky vice odlisSnymi jedinci (Cothran et al.,
2013b; Galipaud et al., 2015). Cas straveny pokusy o sparovani se samicemi z jiného druhu
muze byt delsi, jedné-li se o ,,naivni samce, ktefi nemaji se samicemi jiného druhu pfedchozi
zkuSenost. Tuto informaci jsem nalezl pouze ve studii mezi druhy Gammarus pulex a

Gammarus duebeni (Dick & Elwood, 1992).



Faktory ovliviiujici koexistenci sladkovodnich blesivcu

Prostorova distribuce bleSivcl v rdmci toku zavisi na mnoha faktorech, které spolu Casto
interferuji. Mimo biotickych vlivl, jakymi miize byt vyskyt jinych druhti bleSivcli a s nimi
spojend kompetice (Dick et al., 1993; van Riel et al., 2007; Cothran et al., 2013a), mtze jejich
distribuci ovlivnit i pfitomnost predatorti (Starry et al., 1998). Chovani bleSivct je ovlivnéno i
pokud je ve vodé pfitomna pouze ,,chemickd stopa* (kairomon) predatora (Starry et al., 1998;
Baumgirtner et al., 2003). Denni a no¢ni distribuce se muize také vyrazné ménit, hlavné vlivem
no¢niho driftu. ZvySena plovaci aktivita po setméni pravdépodobné vede k niz§Simu riziku
predace vizualné orientovanymi predatory, napi. rybami (Elliott, 2005). Jsou také prokazany
zmény v denzité populaci blesivcl v ramci toku a v mife pohybové aktivity bleSivei v zavislosti
na sezong, a to pravdépodobné vlivem zvysené teploty vody, coZ nejspiSe vede ke zrychleni

zivotnich procest a k rychlému narustu populace (Goedemakers, 1981).

Dal$im vyznamnym, byt ponékud specifickym, faktorem ovliviiujicim chovani a distribuci
blesivcl v ramci toku je napadeni parazity (MacNeil et al., 2003a; MacNeil et al., 2003b).
Nejvyznamnéjsi, a tudiz i nejstudovangj$i paraziti blesivcl spadaji do dvou skupin. Prvni z nich
jsou vrtejsi (Acanthocephala), u nichz blesivec ¢asto slouzi jen jako mezihostitel a teprve jejich
predator (Casto ptak i jiny obratlovec) je terminalnim hostitelem (MacNeil et al., 2003b).
Druhou vyznamnou skupinu tvofi intracelularni parazitické mikrosporidie, které se Casto (i

kdyZ ne vyhradn¢) pfenéseji z matky na potomstvo (Kelly et al., 2004).

U napadeni vrtejsi (MacNeil et al., 2003b) 1 mikrosporidiemi (MacNeil et al., 2003a) bylo
prokéazano, ze muze dojit k ovlivnéni chovani infikovaného blesivce, naptiklad smérem k nizsi
agresivité a niz$i mite [GP na menSich jedincich, a naopak vést k vy§§imu riziku predace. Dale
se po napadeni vrtejSi objevuje pozitivni fototaxe a vétsi mira Casu straveného plovanim
ve volném vodnim sloupci. Parazit timto zpiisobem manipuluje mezihostile (bleSivce) za
ucelem zvyseni pravdépodobnosti seZrani rybami anebo ptaky, tj. findlnimi hostiteli (Bauer et
al., 2005). KdyZ je samec bleSivce infikovan mikrosporidiemi, miize vlivem suprese androgenni
zlazy dojit k ovlivnéni jeho vyvoje smérem k sami¢imu pohlavi. Takovi jedinci mivaji snizené
reprodukéni schopnosti a miizeme pozorovat 1 existenci intersexudlnich jedinct (Kelly et al.,
2004). Z literatury tedy vyplyva, ze tito nejcetnéjsi paraziti bleSivcli mohou ovlivnit ob¢ hlavni

témata této prace (habitatovou distribuci i sexualni aktivity).

Koexistence vice druhti bleSivell v radmci jedné lokality je relativné dobfe popsany jev

(Goedemakers, 1981; Mayer et al., 2012; Copilas-Ciocianu & Boros, 2016) Casto studovany



zejména u interakci invaznich a pavodnich druhti (Bauer et al., 2000; MacNeil & Prenter, 2000;
Dick, 2008; Mayer et al., 2012). Mechanismii ptispivajicich anebo ovliviujicich koexistenci
riznych druhi blesivel je mnoho, nejvyznamnéjsi z nich shrnuji nize, ale detailngji jsem se jim

vénoval ve své bakalarské praci (Bystticky, 2017).

Nejcastéji se uvazuji a studuji mozné rozdily v zivotnich strategiich ¢i biologickych
vlastnostech druhii, které by umoznovaly koexistenci na zaklad¢ odlisSnych ekologickych nik
(Goedemakers, 1981; Wellborn & Cothran, 2004; Copilas-Ciocianu & Boros, 2016). Muze se
jednat naptiklad o odliSnou prostorovou distribuci v ramci habitatu, jako tomu je u tfi linii
druhového komplexu Hyalla azteca, které spolu ziji ve stejném jezete (Wellborn & Cothran,
2007) anebo o odlisnou miru tolerance ke zneciSténi prostiedi (Eisenring et al., 2016). Dale
muze ke koexistenci pfispet rizna mira promotenosti parazity (Westram et al., 2011a) ¢i odlisny
vliv parazitll na chovani nakazenych jedinct. Pozorovano bylo naptiklad snizeni agresivity a
IGP u invazniho druhu G. pulex, coz mohlo napomoci k ,,vyrovnani sil“ a usnadnéni
koexistence anebo alespont zpomaleni kompeti¢niho vytla¢eni pivodnich druht G. duebeni

celticus (MacNeil et al., 2003b).

Casto jsou hledané i morfologické rozdily, obzvlasté pokud je Ize vztahnout a interpretovat
z hlediska odliSného vyuZzivani potravnich zdroji (Mayer et al., 2012) ¢i kompetice o né
(Wellborn & Cothran, 2004). Morfologické znaky jsou také diileZité z hlediska studia odlisné
miry obrany pied predatory (naptiklad ostny na dorzalni strané téla sniZujici riziko predace
rybami) (Wellborn & Cothran, 2004; Bollache et al., 2006). Rozdily ve velikosti téla u
syntopicky se vyskytujicich morfologicky velmi podobnych ptislusnikt z druhového komplexu
Hyallela azteca mohou byt zpisobeny odlisnou mirou rybi predace viici pfislusnikiim odlisnych
linii (Wellborn & Cothran, 2004). U jinak morfologicky velmi podobnych druht se tedy pod
vlivem tlaku prostfedi (jako je predace) mohou projevit morfologické zmény (naptiklad

velikost t¢la).

Nicméné je mozné, obzvlasté pti koexistenci vyrazné podobnych az kryptickych druht, jez
se ekologicky nijak vyrazné nelisi, ze hlavnimi mechanismy za jejich syntopickym vyskytem
jsou ndhodné procesy a neutralni dynamika spolecenstva (Leibold & Mcpeek, 2006). Dva druhy
s vysokou mirou genetické rozdilnosti, ale vyraznou podobnosti v morfologii se mohou chovat
podle modelu neutralni teorie. Rozdily v jejich ekologii mohou byt tak malé, Ze jejich distribuce
v ramci spole¢ného habitatu mize byt dana vice nahodnymi procesy nez kompetici (Leibold &

Mcpeek, 2006). Mezi piiklad takové situace miize poslouzit tzv. efekt priority - tzn. ten, kdo



prvni rekolonizoval lokalitu po vyrazné disturbanci (napf. Gplném ¢i ¢asteCném vyschnuti toku)

bude mit dominantni zastoupeni v rdmci lokality (Little & Altermatt, 2018).

1.2 Druhovy komplex Gammarus fossarum

V ramci druhového komplexu G. fossarum byly poprvé popsany kryptické linie v zapadni
Evropé¢ CWE A a CWE B v povodi feky Mazy (Miiller, 1998). Pozd¢ji byla popsana tieti linie
CWE C (Miiller, 2000; Westram et al., 2011b), s tim, Ze naptiklad v zapadnim Svycarsku
dochazi ke kontaktu linii A a B na nékterych zkoumanych lokalitach (vétSina lokalit je ovSem
jednoliniovych) (Westram et al., 2011b). Homogenni vyskyt linie CWE A je zmapovan pies
oblast téméi celého Ceského masivu (Copilas-Ciocianu et al., 2017). Nejvétsi mnozstvi
genetické diverzity bylo pozorovano v jihozapadnich Karpatech, kde bylo ur¢eno minimalné
16 linii aZ miocénniho stafi, u kterych byl navic pozorovan syntopicky vyskyt velmi
divergentnich linii. Tato oblast je pravdépodobné nejvyznamnéjsi centrem diverzity tohoto
druhového komplexu (Copilas-Ciocianu & Petrusek, 2015). Na rozmezi mezi Ceskym masivem
a Zapadnimi Karpaty se naléza kontaktni oblast nékolika kryptickych linii s vysokou
genetickou diverzitou (obr. 3) a odhadovanym stafim pivodu az 18 milionil let (Miocén)

(Copilas-Ciocianu et al., 2017).

Hranice mezi Ceskym '\4. Za padnl'ﬂ . .A.h/
masivem a Zapadnimi *:;-:Q( | r.,-w_,.-.-f'
Karpaty ™ Karpaty || ¢ 75 150 km

Nl [ —

Obr. 3 — mapa vyskytu linii druhového komplexu G. fossarum (na zékladé jednoho jedince

na lokalitu). Pfevzato a upraveno z (Copilas-Ciocianu et al., 2017).

Tyto linie pravdépodobné ptetrvaly v Zapadnich Karpatech ve stabilnich malych tocich,
nejspiSe napajenych stabilnimi hlubinnymi prameny, které mohly poslouzit jako refugium

behem klimatickych fluktuaci v dobach ledovych (Copilag-Ciocianu et al., 2017). Recentni



objev nov¢ linie oznacované jako RMO v ramci studia kryptickych linii v povodi feky Kinzig
v Némecku podporuje teorii o existenci pretrvavajicich severnéji polozenych refugii (Weigand
et al., 2020). Ze ,,zapadokarpatskych linii zminim na tomto mist¢ linie EEQ a CEA, kterymi
se (kromé¢ ,,zapadni* linie CWE A) budu zabyvat ve své praci. Ob¢ dvé tyto linie divergovaly
pravdépodobné v Miocénu (pied 14-18 miliony let) a u linie EEQ, ktera jako jedina zasahuje
do Ceského masivu, jsou podle molekularnich dat patrné znamky recentni geografické expanze

(Copilag-Ciocianu et al., 2017).

V ramci recentni studie v povodi feky Kinzig v Némecku, kterd mimo jiné zahrnuje i
studium druhového komplexu G. fossarum, je diskutovano, ze vysokd mira diverzity u G.
fossarum muze byt dana jeho preferenci pro horni iseky toku, a tim i vysokou izolovanosti
jednotlivych populaci. Horni useky toku podle autori mohou pravidelné prochézet
disturbancemi, jako naptiklad vysychani, coz muze vést k zmenSeni populace a piisobeni
genetického driftu, a tim ke zvySovani genetické diverzity mezi populacemi. Kromé ptisobeni
genetického driftu je ale mozné, Ze genetickou diverzitu z ¢asti zvysSuje i protiproudova migrace

(re)kolonizujicich jedincii (Weigand et al, 2020).

Faktory ovliviiujici koexistenci a ekologii druhového komplexu Gammarus fossarum

Za typicky habitat pro taxon Gammarus fossarum (sensu lato) se povazuji hlavné mensi,
rychle tekouci a hodné prokysli¢ené toky s dostateénym mnozstvim rostlinného opadu
(Goedemakers, 1981; Copilas-Ciocianu et al., 2014; Eisenring et al., 2016). Doposud vSechny
provedené vyzkumy na rozdily v habitatovych preferencich anebo nérocich na kvalitu prostiedi
byly provedeny v zapadni Evropé¢ na liniich (CWE) A a B (Miiller et al., 2000; Feckler et al.,
2014; Eisenring et al., 2016).

V ramci téchto linii probéhly i pokusy o porovnani morfologickych znakli za Gcelem
rozliSeni téchto linii. Byly nalezly signifikantni rozdily mezi typem A a B v relativni délce
n¢kterych télnich segmentil vici celkové velikosti téla jedinct z odlisnych linii. Ov§em znacna
¢ast jedincu se v téchto parametrech piekryvala a v porovnani s vyraznou genetickou odlisnosti
tato zjisténi ukazuji spiSe na zna¢nou morfologickou stazi v ramci procesu speciace (Miiller et
al., 2000). Mezi témito liniemi ovSem byly pozorovany rozdily v distribuci vzhledem k typu
habitatu, coZ bylo studovano v oblasti povodi feky Ryn ve Svycarsku (Eisenring et al., 2016) a
vliv nékterych environmentalni parametrti na jejich distribuci, s tim, Ze jako nejvyznamnéjsi se
ukazoval vliv nadmotské vysky a pH (Miiller et al., 2000). Lokality s ¢istym vyskytem linie A

(v kontrastu ke smiSenym populacim anebo populacim pouze s vyskytem linie B) jsou



charakteristické vyssi nadmotskou vyskou, jemnéjSim (Stérkovitym) substratem, vy$sim pH a

vy$si mirou stinéni vegetaci (Miiller et al., 2000).

Nov¢jsi studie (Eisenring et al., 2016) v zasad¢ potvrdila tento piedpoklad. U linie B byl
pozorovan signifikantné Castéjsi vyskyt v méné zalesnénych (zastinénych) oblastech s vysSsim
vlivem ¢lovéka na tok, coz miize naznacovat vyssi toleranci ke zneciSténi (Eisenring et al.,
2016). Jako podpora pro tato zjisténi by mohl poslouzit fakt, ze ptfi experimentech, kdy byly
ob¢ dvé linie vystaveny chemickym stresoriim (jako naptiklad fungicidy a insekticidy), se linie
A ukazovala jako citlivéjsi oproti linii B (Feckler et al., 2012). Podobny efekt vyssi citlivosti
linie A oproti linii B se potvrdil i vici zatizeni NH3 (Feckler et al., 2014).

V ramci novéji objevenych a geneticky vice diverzifikovanych linii se zatim porovnavaly
jenom mozné rozdily vzhledem k nadmoiské vysce, a to na zékladé vzorki z tuzemi Cech a
Slovenska. Porovnavany byly linie EEQ, CEA, EET a S$iroce rozsifena stiedoevropska linie
CWE A. Distribuce linii v z&vislosti na nadmotské vysce se vSak neliSila (Copilas-Ciocianu et

al., 2017).

V povodi feky Kinzig se syntopicky vyskytuji druhové komplexy G. fossarum, G. pulex a
G. roeseli. Pti studiu genetické diverzity a preferenci k uritym parametrim prostfedi mezi
ptisluSniky téchto druhovych komplext bylo pozorovédno, Ze u druhového komplexu G.
fossarum je nejvysSi mira vyskytu endemickych haplotypli (v porovnani s dvéma vysSe
zminénymi druhovymi komplexy ve stejném povodi). Pfislusnici druhového komplexu G.
Jfossarum méli nejvétsi haplotypovou diverzitu ve svém preferovaném habitatu (horni tisek toku
s niz8i teplotou vody). V nizinnych vodach byl G. fossarum vyrazné méné zastoupen a jednalo

se vzdy o dva nejbe&znéji rozsifené haplotypy (Weigand et al., 2020).

V ramci linii A a B ve Svycarsku byly zkoumany také rozdily v promofenosti parazity. Linie
B v tomto ptipadé vychézela jako Castéji infikovana riznymi druhy vrtej$t (Westram et al.,
2011a). Vliv paraziti na kryptické linie bleSivel je doposud velmi malo studovany, i kdyz
nesmirné zajimavy faktor, vzhledem k vliviim, které tito paraziti mohou mit na koexistenci
blesivct.

Parovaci preference u druhového komplexu Gammarus fossarum

Jak jsem jiz uvedl, k oplodnéni samice u bleSiveli mlze dojit jenom tésné po svleCeni
karapaxu a samci se samicemi utvafeji prekopulacni pary, které mohou trvat az né€kolik dni
(Cothran et al., 2013b; Lagrue et al., 2014). Parovaci tendence mezi geneticky odliSitelnymi
piislusniky rtznych linii ¢i1 druhii v rdmci druhovych komplexti se prozatim zkoumaly u
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druhovych komplext H. azteca (Cothran et al., 2013b), G. pulex (Lagrue et al., 2014) ¢i G.
fossarum (Lagrue et al., 2014; Galipaud et al., 2015).

Dosavadni studium kryptickych linii bleSivct ukazuje, ze jak piislusnici zédpadnich linii
druhového komplexu G. fossarum (Lagrue et al., 2014; Galipaud et al., 2015), tak i jedinci
z druhového komplexu H. azteca (Cothran et al., 2013b) maji vysokou tendenci parovat se
v ramci stejné linie, a ze mezi liniemi existuji prekopulacni reprodukcni bariéry. Navic pii
kompetici mezi dvéma samci o stejnou samici ma vétsi tendenci zvitézit samec ze stejné anebo
velmi piibuzné linie (rozdil do 3,5 % u genu pro COI), i kdyz tento vysledek mize ovlivnit
vyrazné blizkost ekdyze samice, kterda vede k vyssi tendenci k parovani, vcetné toho s vice
geneticky divergentnimi partnery (Galipaud et al., 2015). Mezi pfislusniky odlisnych
HKryptickych® linii mlze byt také rozdil v celkové velikosti téla samcii, dany napiiklad
pusobenim predacniho tlaku. Stfedné velci jedinci mohou byt pod tlakem predace pii parovani
stejn¢ uspeésni jako velci jedinci, protoze ti trpi predaci nejvice (Wellborn & Bartholf, 2005). Je
tieba otestovat, zda uvedena zjisténi, tykajici se existence prezygotickych reprodukénich bariér
mezi piisluSniky geneticky vzdalenych linii plati v§eobecné v rdmci druhového komplexu G.

fossarum, a to 1 u recentné objevenych a geneticky divergentnéjsich linii ze Zapadnich Karpat.
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2 Cile prace

Cilem mé prace je prozkoumat nckteré ekologické interakce mezi tfemi syntopicky se
vyskytujicimi liniemi druhového komplexu Gammarus fossarum v oblasti Vsetinska (Zapadni
Karpaty). Jak jiz jsem psal v tivodu, tuto oblast jsem zvolil na zakladé piredchoziho vyzkumu
v nasem tymu (Rutova, 2018) a védél jsme tedy, Ze na mnou vybranych lokalitach dochézi ke
kontaktu alespont dvou linii. Chtél jsem otestovat, zda na pomérn¢ hrubé skale (rychle versus
pomalu tekouci tsek toku) existuji rozdily v distribuci linii, které by naznacovaly diverzifikaci
jejich nik. Dal$i zkoumanou otazkou bylo, zda mezi liniemi existuje prezygotickd reproduk¢i
bariera, jak ptedpokladame na zakladé doposud provedenych vyzkum na jinych liniich v ramci
druhového komplexu Gammarus fossarum ze zapadni Evropy. Ve své préci jsem testoval dvé

hlavni hypotézy:

1. Jedinci z odlisSnych linii v rdmci toku, kde se vyskytuji spolecné, preferuji odliSny
(meso)habitat.
2. Mezi ptislusniky odlisnych linii existuje preference pro partnery ze stejné linie (tj.

prezygoticka reprodukéni bariera).
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3 Metodika

3.1 Vybér lokalit a sbér vzorku

Pro zkoumani habitatovych a parovacich preferenci mezi liniemi jsem zvolil 9 lokalit
v povodi Moravy na Vsetinsku (obr. 4). Podle ptedchoziho vyzkumu Terezy Rutové,
zalozeném na molekularni identifikaci 2-7 jedinci na lokalitu, dochézi na téchto lokalitach ke
kontaktu alespofi dvou linii (Rutova, 2018). Lokality jsem vybral tak, abych pokryl v§echny
mozné kombinace kontaktu mezi liniemi EEQ, CWE A a CEA, a to ve tfech nezavislych
replikatech (kody lokalit jsem pfevzal od Terezy Rutové). Z téchto 9 lokalit jich byla vétSina
na odlisnych potocich. Vyjimku tvoii dvé odbérova mista (HOV3 a HOV4) na toku Hovizky,
ktera od sebe byla vzdalena pies 2 kilometry a na nichz byla detekovéana koexistence riznych
dvojic linii. Za zminku stoji vétsi toky, skrze které mohla byt odbérova mista propojena. Toky
Dinotice (DIN2), Hovizky (dvé lokality HOV3 a HOV4), Zdéchovka (ZDE2), Prlovsky potok
(PRLT) a Hotansky potok (HOV1) nalezi do povodi Vsetinské Becvy. Potok Trnavka (TRN1)
usti do dalsiho potoku, na kterém probihal miij vyzkum, a to do Difevnice. Lokality na téchto
dvou tocich jsou od sebe ovSem vzdalené pies 10 kilometrii. Dfevnice (DREI) usti do feky

Moravy. Posledni lokalita Juhyné (JUC1) se vléva do Becvy, ktera nasledné usti také do feky

Moravy.
juci e
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Obr. 4 — mapa mnou studovanych lokalit na Vsetinsku a pfedpokladand ptitomnost linii na
zaklad¢ dat Terezy Rutové (Rutova, 2018). Barevné vysece v bodech neptedstavuji poméry
linii, ale oznacuji pouze potvrzenou pfitomnost dané linie na lokalité. Pro pfehlednost jsou linie

zde 1 ve zbytku prace graficky odliSeny barvami: linie EEQ modie, CWE A zelen¢ a CEA Zluté.
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Vzorky jsem sbiral dvakrat ro¢né (na jafe a na podzim) a v ramci kazdé lokality jsem
odliSoval dva kontrastni ,,mesohabitaty*, které jsem oznacoval jako tii a proud. Ttn byla oproti
proudivému useku pomaleji tekouci a vétSinou obsahovala na dné véts§i mnozstvi rostlinného
detritu. V rdmci kazdé lokality jsem vzdy vybral nejkontrastnéj$i mista odbéru, kterd ovSem
byla vzdy blizko u sebe (cca do 15 metril, vétSinou vSak mén¢). Mesohabitaty jsem odliSoval
hlavné na zakladé hloubky toku a rychlosti proudu, spise nez podle sitky toku anebo mnozstvi
rostlinného opadu (obr. 4). Abych mohl habitaty kvantitativné odliSit, zaznamenaval jsem u
kazdého odbéru §itku, hloubku a rychlost proudu, kterou jsem odhadoval na zdkladé ¢asu, za
ktery plovouci objekt na hladiné (prazdna lahvi¢ka na vzorky) urazi jeden metr. Naméfené

proménné jsou shrnuty v ptiloze 1.

Obr. 4 — konkrétni ptiklad pomalu tekouciho habitatu (vlevo) a rychle tekouciho tseku
(vpravo) na potoce Hovizky (lokalita HOV3). Kontrast v mesohabitatech je zde v Sifce toku a
v rychlosti proudu, ale dostupnost rostlinného opadu (ptedpokladaného hlavniho potravniho

zdroje) je na obou mistech vysoka.

Pii kazdé navstéve lokality jsem se snazil odebrat minimalné 20 bleSivci na mesohabitat pro
zkoumani habitatovych preferenci (a poméru linii na lokalité). Na kazdé lokalité jsem se také
snazil odchytit 14 prekopulacnich part, idealné z kazdého mesohabitatu 7. Pfi podzimnich
odbérech vsak reprodukéni sezona obvykle jiz skoncila a nebylo moZzné pary odebrat. O¢ividné
parazitované jedince jsem do vySe zminénych sbérii nezahrnul. Na lokalité Dievnice (DRE1)
mezi podzimem 2017 a jarem 2018 doSlo k vyrazné zméné toku vlivem tuprav koryta, takze
nebylo mozné dodrzet vzorkovani na naprosto stejném useku toku. Ke konzervaci vzorkl jsem

pouzival 96% etanol.
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3.2 Parovaci pokus v akvarijnich podminkach

Kromé sbéru parti z oblasti s ovéfenym kontaktem dvou linii jsem se pokusil i o pilotni
akvarijni experiment, jehoz cilem bylo hlavné vyzkouset proveditelnost pfevozu a udrzeni part
v kontrolovanych podminkach. Na zaklad¢ predbéznych vysledka (do 5 molekularné ur¢enych
jedinct na lokalitu) jsem vytipoval 3 potoky s pfedpokladanym vyskytem pouze jedné linie.
Jednalo se o dva prazské toky Libussky potok (LIB, soufadnice: 50°00'16", 14°25'19") a
Bfezansky potok (BRE, 49°58'11", 14°24'10") s ptedpokladanym vyskytem linie CWE A a
v oblasti Vsetinska o Milofiovsky potok (MIL, 49°23'08", 18°19'25") s piedpokladanym
vyskytem linie EEQ. Dalsi potok s pfedpokladanym vyskytem této linie byl zvolen na zakladé
odhadu z mapy rozsiteni linii na velké geografické skale (Copilas-Ciocianu et al., 2017) u obce
Zasttizly na zapadnich svazich pohoii Chtiby (CHR, 49°8°28", 17°13°52"). V ramci vyse
zminénych potokll jsem soub&zné se sbérem part odebral i1 jedince na piesnéjsi urceni vyskytu

linii na téchto lokalitach.

Z kazdé lokality jsem ve dnech 6. — 7. 5. 2018 odebral 100 part a spolu s malym mnozstvim
organického detritu ze dna potoka jsem je ptevezl v plastovych boxech do Prahy. Pfepravky
byly prokyslicovany pienosnym vzduchovacim pfistrojem. Po pfevozu jsem nechal piepravky

stat v mistnosti, kde jsem nasledné mezi 10. a 11. 5. 2018 provadél pokus.

Né&kolikadenni prodlevu mezi odbéry a pokusem jsem zvolil kvili aklimatizaci zvifat na
laboratorni podminky, a také abych zjistil, jestli je moZné pary uchovat po né¢kolik dni, nez se
zacne s pokusy. Teplota mistnosti 1 vody byla ptiblizné 17 °C a osvétleni bylo nastaveno na 14
hodin svétla a 10 hodin tmy. Design experimentu jsem zvolil tak, abych otestoval ochotu
vytvaret prekopulaéni pary za tfech odliSnych podminek. Prvni varianta byla bez ptistupu
k partnerovi ze stejné linie (obr. 5, A). Druhou pldnovanou moznosti byla situace, kdy méli byt
k dispozici partneti z obou linii ve shodném poméru (obr. 5, B). Kontrolni skupiny umoznovaly
pouze parovani s pfisluSniky stejné linie, ale odliSné lokality (obr. 5, C a D). Pro kaZzdou
z uvedenych skupin existovala varianta s jinym pivodem pouzitych jedincii, coz byl divod,
pro¢ jsem blesivce odebiral z vice potoki, abych mél jistotu, Ze ptipadné pozorované jevy
budou platné mezi liniemi, a nikoliv pouze mezi populacemi. Samce od samic jsem odliSoval

podle pozice v paru (samec je pfichycen z dorzalni strany samice).
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Obr. 5 — design pilotniho parovaciho experimentu. Jedinci linie CWE A jsou oznaceni
zelené. Jedinci, u kterych jsme predpokladali linii EEQ, jsou oznaceni modie. Skupina A
obsahujici bleSivce s pristupem pouze k partnerovi z odlisné linie. Skupina B s pfistupem
k partnerovi ze stejné i z jiné linie a pokusné skupiny C a D jsou kontrolni skupiny pro parovani

mezi jedinci ze stejné linie.

Po probéhnuti experimentu jsem zkazdého pokusného akvaria odebral a individudlné
zafixoval vzniklé pary a zbylé nesparované prezivsi jedince jsem dal do smésného vzorku,
abych mohl zpétné geneticky ovéfit piisluSnost vSech jedincti v experimentu ke konkrétni linii.
Teoreticky by Slo zpétné zjistit na zédkladé morfologie i pohlavi zbylych jedinct, ale jelikoz
jsem jedince do pokusnych skupin daval rozdélenim pravé probihajicich pard, predpokladam,
ze je pomeér pohlavi 50:50. Pro sbér parti, aniz by se rozpadly, se ukazala jako nejucinné;jsi
metoda vysati plastovou trubici o Sifce pfiblizné 1 cm. BleSivce z experimentu jsem

konzervoval pomoci 96% etanolu.

3.3 Izolace DNA

Z kazdého zpracovaného jedince jsem odebral na dorzélni strané téla ptiblizné 1 mm? tkdné
(pfevazné svalové), kterou jsem nasledné nechal vyschnutim na vzduchu zbavit etanolu. Zbytek

blesivce jsem nasledné uchoval v 96% etanolu pro ptipadné dalsi zpracovani. Mezi raznymi
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jedinci jsem nastroje sterilizoval pomoci 30% roztoku peroxidu vodiku. Tkan jsem poté vlozil
do smési extrakéniho pufru H3 s obsahem proteinazy K o objemu 200 pl (Schwenk et al., 1998).
Vzorky jsem nechal pfes noc inkubovat pii teploté 60 °C ve vodni 14zni. Druhy den rano jsem
proteinazu K v izolatech zdenaturoval zahiatim na 95 °C po dobu 10 minut. DNA izolaty jsem
skladoval v lednici pii teploté okolo 4 °C. 1zolaty, u nichZ jsem jiz urcil genetickou pfisluSnost,

jsem dlouhodobé¢ skladoval pii —20 °C.

3.4 PCR a elektroforéza
Molekularni identifikaci blesivci do jednotlivych linii (EEQ, CWE A a CEA) jsem provad¢l

prevazné pomoci polymerdzové fetézové reakce (PCR) s vyuzitim liniové specifickych primert
pro mitochondridlni gen pro velkou ribozomalni podjednotku 16S, navrzenych pro praci v této
geografické oblasti v diplomové praci T. Rutové (Rutové, 2018). VSechny liniové specifické
primery vyuzivaji jako druhy primer v paru ,,univerzalni primer 16Sbr (Palumbi et al., 2002).
Ocekévana délka vyslednych fragmentt je u linie EEQ 50 bp a u linii CWE A a CEA pfiblizné
200-300 bp (Rutova, 2018). Vétsinu vzorkd jsem testoval v reakcich na detekei vSech tii linii.
Diky tomu jsem zjistil, ze vyjimecné miize dojit k chybné identifikaci — celkem sedm vzork
amplifikovalo DNA pfi pouziti primerti jak pro liniit CWEA, tak 1 CEA. Na zaklad¢ sekvenci
prislusného useku genu pro 16S rRNA pfislusnych jedinc jsem proto upravil sekvence
pouzivanych primerd (tab. 1), aby k obdobnym zdménadm nedochazelo. Zaroven jsem ovéfil
vSechny potencidlné sporné vzorky za pomoci novych specifickych primert anebo sekvenace

323 bp dlouhého fragmentu genu pro 16S rRNA (viz nize).

V piipad€, ze DNA izolat nebyl amplifikovan zddnym z liniové specifickych primert,
pokusil jsem se pouzit kombinaci univerzalnich primerti pro 16S rRNA 16STf (Macdonald et
al., 2005) a 16Sbr (Palumbi et al., 2002), jez byla Gispé$né pouzivana v predchozim vyzkumu
tohoto druhového komplexu (Copilas-Ciocianu et al., 2017), viz tab. 1, a vysledny 323 bazi
dlouhy fragment osekvenovat. Paklize nebyla amplifikace GspéSnda, vyzkousel jsem jesté
amplifikaci genu pro cytochrom oxidazu I s parem primert UCOIF a UCOIR (Costa et al.,
2009), které byly také diive Uspésné pouzivané pii studiu tohoto druhového komplexu (Rutova,
2018). V ptipadé¢ neuspéchu vSech vysSe uvedenych analyz jsem zopakoval izolaci DNA
z daného jedince, ovSem pouze u vzorkll z vyzkumu (meso)habitatovych preferenci, nikoliv

u sparovanych jedinc.
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Gen | Typ | Pro linii | Nazev primeru Sekvence 5°-3°
§ CWEA GR PKB2 fwd |GAT GAA GGG TTA AAC AGG CTG
2| O |i6Sbr CCG GTT TGA ACT CAG ATC ATG T
g
£ _MG AGG TCT ATA TGA AGA AGT AGG C
Blg| = [ieshr CCG GTT TGA ACT CAG ATC ATG T
| 5 |CEAYL PKB2 fwd |TGA AGG TTA AAC AGA TTA AGG TGG
“  |16Sbr CCG GTT TGA ACT CAG ATC ATG T
- 16STf GGT AWH YTR ACY GTG CTA AG
9 16Sbr CCG GTT TGA ACT CAG ATC ATG T
Q
5 | 2 UCOIF TAW ACT TCD GGR TGR CCR AAA AAY CA
S |© UCOIR ACW AAY CAY AAA GAY ATY GG

Tab. 1 — ptehled sekvenci pouzitych primert.

Objem reakéni smési pro PCR byl obvykle 25 pl. Smés pro specifické primery
obsahovala: 1,5 mM MgCl,, PCR pufr s KCI, 0,2 mM smés deoxyribonukleotid trifosfatd
(dNTP), 0,3 uM obou primerti, 0,625 jednotky Taq DNA polymerazy (vyrobce: Thermo Fisher
Scientific Inc.), 1 ul DNA izolatu a zbytek objemu byl doplnén sterilni PCR vodou.

PCR protokol, ptevzaty od Terezy Rutové, pro linie EEQ a CWE A obsahoval pocatecni
denaturaci po dobu 2,5 minuty pti 94 °C. Poté nasledovalo 40 cykli denaturace (40 vtefin pii
94 °C), nasedani primerti (40 vtetin pti 62 °C) a prodluZzovani (1 minuta 20 vtefin pii 65 °C).
Zaveérecné prodluZzovani trvalo 8 minut pii 65 °C. Program pro linii CEA 1 pro v§eobecné 16S
primery pro sekvenaci byl stejny, pouze teplota pro nasedani u CEA primert byla vyssi (64 °C),
zatimco teplota nasedani vSeobecnych primert byla niz8i (46 °C). Pomérné vysokou teplotu
pro nasedani liniové specifickych primert jsem pouZival, aby spiSe nedoSlo k amplifikaci nez
k chybné identifikaci linie, kvili nespecifickému ptisednuti primerd. Pii pokusech o
amplifikaci useku genu COI byl pouzit protokol pouzivany v ptedchozim vyzkumu (Rutova,
2018): pocatecni denaturace 5 minut pii 95 °C, 37 cykll denaturace (50 vtefin pii 95°C),
nasedani primert (50 vtetin pii 47 °C) a prodluzovani (50 vtetfin pii 72 °C). Zavérecné

prodluZovani trvalo 5 minut pii 72 °C.

Vysledek PCR reakce jsem nasledné ovéfil pomoci agarozové elektroforézy v TBE

(Tris/Borate/EDTA) pufru.

3.4 Purifikace a sekvenace

PCR produkty z amplifikace 16S rDNA, které bylo tfeba odeslat na sekvenaci, jsem piedem
enzymaticky precistil pomoci kitu ExoSap-IT. K 5 pl PCR produktu jsem piidal 1 pl sterilni
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PCR vody a 1 pl ExoSap-IT (jedna se o polovi¢ni mnozstvi, nez je doporuceno v oficidlnim
protokolu a toto snizeni je kompenzovano zdvojnasobenim doby inkubace v termocykleru).
Vzorky jsem nechal kultivovat v termocykleru po dobu 30 minut pti 37 °C a nasledné 30 minut
pii 80 °C. Vzorky jsem poslal na sekvenaci do Laboratote sekvenace PfF UK v Biocevu, kde
byly zpracovany na kapildrovém sekvenatoru ABI 3130XL Prism Genetic Analyzer. VSechny

sekvenace byly provedeny pouze v jednom sméru s pomoci 16STf primeru.

Kontrolu kvality vyslednych sekvenci sem provadél v programu Chromas (verze 2.6.6.0),
stejné tak jako nutné editace a ofezavani oblasti nasedani primert. Pomoci MEGA7 (verze
1.0.0.0) jsem zkontrolované sekvence sloucil do alignmentu spolu s referen¢nimi vzorky.
Dendrogram umoziujici snadné zatazeni vzorki do jednotlivych linii jsem zkonstruoval

pomoci metody Neighbor-Joining.

3.5 Zpracovani dat

Ke zpracovani dat jsem vyuzil statisticky programovaci jazyk a prostfedi R (verze 3.5.1.).
K porovnani poméri linii jsem pouzil Fishertiv exaktni test (funkce: fisher.test()). Pied
analyzou moznych rozdilti v habitatovych preferencich jsem otestoval, zda dochéazi v Case
(napfic¢ sezonami) k vyznamnym zméndm v pomeérech linii (na kazdé konkrétni lokalité, pro
oba habitaty zvlast’). Nasledné jsem porovnaval poméry linii na lokalitdich mezi habitaty tin a
proud, a to pro kazdou sezonu zvlast. Korekci hodnoty p na vicecetné testy jsem provedl
pomoci Holm-Bonferroniho korekce (funkce: p.adjust(p, method = “holm®)). Celkem bylo
provedeno 24 testil na rozdily v preferencich pro mesohabitat a 8 testli pro zmény v distribuci
v souvislosti s ¢asem pro mesohabitat ,,tin“ a § testli pro mesohabitat ,,proud*. Preference pro
parovani bleSivell v pfirozenych podminkach jsem otestoval porovnanim pomért jedincl na

zaklade jejich linie a linie jejich partnera (opét Fisherv exaktni test).
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4 Vysledky

4.1 Kontakt linii na studovanych lokalitach

V ramci 9 lokalit s pfedpokladanym kontaktem alespon dvou linii jsem celkove ispéSné urcil
427 jedinct odebranych z obou kontrastnich mesohabitatl (sparovani jedinci nejsou zahrnuti).
Z toho 332 jedincti bylo identifikovano pomoci specifickych primerti a 95 jedinci pomoci
sekvenace. U 5 vzorka selhala analyza i po opakované izolaci DNA. Pfi detailnéjSim zkoumani
lokalit jsem zjistil, Ze minimalné na péti z deviti lokalit se soucasné syntopicky vyskytuji
nikoliv pfedpokladané dv¢, ale dokonce vSechny tfi studované linie (obr. 6). Jedna z linii se na
lokalité vzdy dala jasn¢ oznacit jako dominantni s vyskytem nad 64 % (tab. 2). Na vSech tocich

byly nalezeny linie, které jsme na zékladé piedchozich vysledki ocekavali.
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Obr. 6 — mapa vyskytu odlisnych linii na lokalitach s plivodné pfedpokladanym vyskytem
pouze dvou linii (barevné segmenty oznauji pouze potvrzeny vyskyt linie, nikoliv pomér
téchto linif). Cervené §ipky oznaduji linii, kterd méla na dané lokalité dominantni podil (nad
64 %).
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lokalita | Ked | cWEA | ceA [EEQ | celkem
Juhyné JUC1 |36 (80 %) 9 (20%) 45
Drevnice DRE1 | 30 (64 %) 17 (36 %) 47
Trnavka TRN1 |39 (81 %) 9 (19 %) 48
Prlovskyp. | PRLL1 | 6(12%) | 9(19%) |33(69%)| 48
Horansky p. | HOV1 48 (100 %) | viz popis 48
Hovizky HOV4A | 4(8%) | 41(87%) | 2(4%) a7
Hovizky HOV3 [36(75%)| 8 (17 %) 4 (8 %) 48
Zdéchovka | ZDE2 [32(67%)| 12(25%) | 4 (8 %) 48
Dinotice DIN2 |39(81%)| 8(17 %) 1(2 %) 48

Tab. 2 — shrnuti celkového poctu Gspésné urcenych jedinct na lokalitu napfi¢ sezénami.
Analyzovani jedinci z mesohabitatti na lokalité Horansky potok (HOV 1) nalezeli vSichni pouze
k linii CEA, ale pfi zkoumdani sparovanych jedinct se nasli 4 pfislusnici linie EEQ. Procenta

jsou zaokrouhlena na celé cisla.

4.2 Casové (sezonni) zmény v pomérech linii na lokalitach

Na vétsineé zkoumanych lokalit byly poméry linii v ¢ase stabilni (tab. 3). Lokalitu Hotansky
potok (HOVTI) jsem ze zkouméni zmén v ¢ase vynechal, protoZe jsem v mesohabitatovych
vzorcich nalezl jenom jedince z linie CEA (byt’ analyza dalSich jedincti potvrdila i vyskyt linie
EEQ). Na lokalit¢ Prlovsky potok (PRL1), v ramci habitatu ,,tin*“, doslo ke zméndm distribuce
linii v ¢ase, a to 1 po Holm-Bonferroniho korekci na vice€etné testy (p=0,01). V rdmci
Prlovského potoka se zd4 (ovSem pouze v habitatu ,,tin*), Zze na podzim roku 2017 byl vyssi
vyskyt linie CWE A a v nésledujicich sezonach prevladala linie EEQ (v rdmci habitatu ,,proud*
ptevladala linie EEQ ve vSech sezonach a zadné signifikantni rozdily jsem nepozoroval). U
lokality Trnavka (TRNI1), opét v ramci habitatu ,,tin“, jsem pozoroval trend k Casovym
zménam, pravdépodobné diky odchylce v datech na podzim 2017, kdy jsem v ramci tohoto
habitatu u této lokality pozoroval zvySeny vyskyt linie EEQ (pfed korekci byl test signifikantni,
p = 0,01, ale po korekei jiz nikoliv, p=0,09). Lokality Dinotice (DIN2, p pted korekci 0,07, po
korekci 0,36) a Hovizky (HOV3, p pied korekci 0,05 a po korekci 0,34) v ramci habitatu ,,tain*
také obsahuyji jisté fluktuace v zastoupeni linii mezi sezénami, 1 kdyz v obou té€chto ptipadech

jiz rozdily nebyly signifikantni ani pfed korekci na vicendsobné testovani.
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4.3 Mesohabitatové preference

Vsechny rozdily v mesohabitatovych preferencich vysly nesignifikantni jiz pted korekci na
vicecetné testy, a to s jedinou vyjimkou. Na lokalit¢ Trnavka (TRN1) jsem v jednom ptipad¢,
na podzim 2017, pozoroval naprosto obraceny pomér mezi liniemi v tiini a v proudném tseku.
Vramci této sezony v tini prevladala linie EEQ, zatimco v proudu linie CWE A.
V nésledujicich sezonadch ovSem jiz vzdy prevladala linie CWE A (v obou typech
mesohabitatll). Na dalSich dvou lokalitach s vyskytem stejnych linii (CWE A a EEQ) Drevnice
(DRE1) a Juhyné (JUCI) vzdy ptevladala linie CWE A, a to v obou typech mesohabitatli. Ve
vSech sezonach se u téchto dvou lokalit preference linii pro tan a proud signifikantné nelisily

(tab. 3).
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Tun Proud Habitatové pref. | CWEA
Kéd Sezéna CWEA | CEA | EEQ | CWEA | CEA EEQ |p pK CEA
podzim 2017 6 1 6 2 1 1
jaro 2018 7 1 7 1 1 1
pary jaro 2018 6 5 1
podzim 2018 6 4 4 0,08 1
Jucl |Casové zmény p=1;pK=1 p = 0,40; pK =1
podzim 2017 6 1 6 2 1 1
jaro 2018 4 4 5 3 1 1
pary jaro 2018 6 1 6 1
+ podzim 2018 4 4 5 3 1 1
DRE1 [Casové zmény p=0,36; pKk=1 p=1;pK=1
podzim 2017 2 6 8 0,006* |0,16
° jaro 2018 7 1 8 1 1
= pary jaro 2018 3 1 5
-§ podzim 2018 7 1 7 1 1 1
a | TRN1 |Casové zmény | p=0,01%; pK=0,09 p=1;pK=1
podzim 2017 4 2 2 2 6 0,07 1
jaro 2018 1 7 3 5 0,56 1
pary jaro 2018 1 2 3 5
podzim 2018 8 2 1 5 0,2 1
PRL1 [Casové zmény | p =0,001%*; pK = 0,01* p=0,44; pK =1
podzim 2017 8 8 X X
jaro 2018 8 8 X X
pary jaro 2018 7 5 2
podzim 2018 8 8 X X
+ | Hov1i |Casové zmény X; X X; X
podzim 2017 7 8 1
g jaro 2018 2 5 1 1 7 0,56 1
< pary jaro 2018 4 4
-§ podzim 2018 7 1 1 7 1 1
a | Hov4 |Casové zmény p=0,39;pKk=1 p=1;pK=1
podzim 2017 5 3 6 1 1 0,56
jaro 2018 5 3 7 1 0,2 1
pary jaro 2018 1 3 1 4 2
podzim 2018 6 2 7 1 1 1
Hov3 |Casové zmény p = 0,05; pK = 0,34 p=1;pK=1
podzim 2017 4 4 6 2 0,60
jaro 2018 4 1 3 5 2 1 0,64 1
pary jaro 2018 5 1 6 1 1
+ podzim 2018 6 2 7 1 1 1
ZDE2 |Casové zmény p = 0,14; pK = 0,59 p=0,83;pK=1
podzim 2017 8 8 1
g jaro 2018 4 3 1 8 0,07 1
x pary jaro 2018 3 1 3
-1 podzim 2018 4 4 7 1 0,28 1
a | DIN2 |Casové zmény p =0,07; pK = 0,36 p=1;pK=1
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Tab. 3 — podrobné¢ rozepsany vyskyt linii napfi¢ sezénami a vzhledem k odliSnym
mesohabitatim u vSech lokalit, doplnény o urcené pary ze sezony jaro 2018 (jediny smiSeny
par uvedeny v poslednim sloupci nédlezi k mesohabitatu ,,tan‘). Zkratkou p oznacuji p-hodnotu
testu pied korekci na vicecetné testy a pK oznacuji hodnotu po Holm-Bonferroniho korekci na
vicecCetné testy. Pismeno x oznacCuje neprovedeni testu, protoze postradal smysl (napiiklad
vyskyt pouze jedné linie napfi¢ vSemi sezonami u lokality HOV1). Testy pro zmény v Case a

habitatové preference jsou pocitany pouze na zadkladé nesparovanych jedinct.

4.4 Parovaci preference v prirozenych podminkach

Celkem se mi podatilo uspésné urcit 102 ze 126 odebranych part (204 jedinct, 145
specifickymi primery a 59 pomoci sekvenace). 30 jedinci ze zbylych 24 parG se urcit
nepodafilo (pravdépodobné kvili $patné izolaci DNA). VSechny péry, s vyjimkou jediného
smiSen¢ho paru z lokality Zdéchovka (ZDE2), byly tvofeny jedinci stejné linie (tab. 4). Tento
par nalezel do habitatu ,,tin“ (samec z linie CWE A a samice z linie CEA). Blesivci se tedy

neparuji ndhodnég, ale preferencné s prislusniky stejné linie (Fisheriiv exaktni test, p < 0,001)-

Nizev | Kod | CWE A péry | CEA pary [EEQpary | CWE A + CEA| Celkem
Juhyné JUC1 11 1 12
Drevnice DRE1 12 2 14
Trnavka TRN1 8 1 9
Prlovsky p. PRL1 1 2 8 11
Horansky p. | HOV1 12 2 14
Hovizky HOV4 8 2 10
Hovizky HOV3 5 5 1 11
Zdéchovka ZDE2 11 2 1 14
Dinotice DIN2 6 1 7

Tabulka 4 — shrnuti vSech pard, u kterych se podatilo urcit oba jedince v prekopule.

4.5 Parovaci experiment

V ramci parovaciho pokusu vzniklo celkem 25 parti, z nichZ se 1 nepodafilo molekularné
urcit. Je nutno zminit, Ze na zaklad¢ testll jedincl odebranych z potokli soub&éZné s pary nebyl
dodrZen predpoklad, Ze lokality, z nichz byli jedinci odebrani, obsahuji pouze jednu linii. U
lokality Chiiby (CHR) se nalezla i linie CWE A (3 jedinci), a jelikoZ jsem pouze ovétoval, jestli
jsou studované toky s vyskytem jen jedné linie, netestoval jsem jiz zbylé vzorky na linii EEQ.
Vzhledem k vysledkiim uvedenym niZe ale pfedpokladam, ze linie EEQ tvofi pfesto na lokalité

Chtiby vétsinovy podil. Zbylé tii potoky na zéklad€ ur¢eni rizného mnozstvi jedinct pisobi
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dojmem, Ze se v nich vyskytuje jenom jedna linie. Libussky potok (LIB) s celkem 13 uréenymi
jedinci (linie CWE A) a Bfezansky potok celkem s 19 jedinci (CWE A). Tyto dvé lokality jsou
navic v oblasti Cech (konktrétng v Praze) a v tomto regionu je zfejméa dominance této linie
(Copilas-Ciocianu et al., 2017). Lokalita Miloniovsky potok (MIL) byla vzhledem ke své poloze
(vyskyt v ramci kontaktni oblasti vice linii na Vsetinsku) zkoumana dikladnéji. Bylo z ni

urceno 41 jedinct a vSichni nalezeli do linie EEQ.

V ramci kazdého akvaria se celkem mohlo zformovat az 8 parti. V kontrolnich skupinach
s predpokladanym vyskytem pouze jedné z linii se zformovaly pouze pary mezi jedinci ze stejné
linie (tab. 5, skupiny C1 a C2 pro linie EEQ a skupiny D1 a D2 pro linii CWE A). Ve skuping,
kde nem¢li mit bleSivci moznost volby a méli mit pristup pouze k partnerovi z jiné linie, doslo
skute¢né ke vzniku pouze smiSenych part (tab. 5, skupiny Al a A2). Pfi nabidnuti partnera
z obou linii dosSlo k vytvofeni jak parG v ramci jedincl stejné linie, tak i ke zformovani
smiSenych part (tab. 5, B1 a B2). Bohuzel jsem z ¢asovych divoda zvladl ur¢it nesparované
jedince jenom u dvou akvarii, kde méli mit bleSivci piistup k partnerim z obou linii (tab. 5, B1
a B2). Pom¢ry linii v akvariich mély byt 16:16. V prvnim replikatu vznikly 3 pary (1 se samcem
1 samici z linie EEQ, a 2 kombinace CWE A a EEQ, v jednom ptipad¢ byl samec z linie EEQ,
a v tom druhém zase z linie CWE A). Pom¢éry linii v tomto akvariu byly CWE A 12:14 EEQ (3
jedinci nebyli pomoci specifické PCR urceni a 3 uhynuli pfed koncem experimentu). V druhém
replikatu vznikly také 3 pary, ov§em pouze mezi ptislusniky stejné linie (1 pair CWE A a 2 pary
EEQ). Poméry vtomto akvériu byly CWE A 14:14 EEQ (4 jedince se nepodafilo urcit

specifickymi primery a k mortalité v rdmci tohoto akvaria nedoslo).

Skupina| CWE A péry- Smisené pary | CWE Ajedinci_m
Al 3 27
A2 5 22
Bl 1 2 10 10 3
B2 1 2 12 10 4
Cl1 2 28
C2 3 26
D1 2 28
D2 4 24

Tab. 5 — shrnuti vysledkt pilotniho parovaciho pokusu mezi liniemi CWE A a EEQ. Znaceni

téchto skupin koresponduje s designem experimentu na obr. 5 v metodice.
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5 Diskuze

5.1 Zastoupeni linii na lokalitach a mozné casové zmény

Tato prace znac¢né upiesnila nasi piedstavu o distribuci a koexistenci linit EEQ, CEA a CWE
A v kontaktni zon¢ v Zapadnich Karpatech. Linie CWE A a EEQ jevi podle genetickych
ukazateld znamky recentni geografické expanze a vyskyt téchto linii je zaznamenén az na izemi
Ceského masivu (Copilas-Ciocianu et al., 2017). Lokality s vyskytem pouze téchto dvou linii
byly posunuty vice na zédpad (10 km od nejblizsi lokality Prlovsky potok (PRL1)) od ostatnich
lokalit smérem k Ceskému masivu. Jedna se o toky Juhyn& (JUC1), Dievnice (DRE1) a Trnavka
(TRNT1). Jak pisu na zacatku metodiky, na rozdil od zbylych Sesti lokalit se tyto tii toky vlévaji
do vétsSich fek BeCvy a Moravy. Ostatnich 6 vychodnéji polozenych lokalit je v povodi
Vsetinské Becvy. Na péti z téchto Sesti lokalit byl nalezen vyskyt tieti linie (k pivodnim dvéma
ptedpokladanym) (Rutova, 2018). Je mozné, Ze zatimco vétsi feka (napiiklad Morava) mize
pusobit pro blesivce potocniho jako urcita migracni bariera (napt. v disledku vysoké predace
ryb ¢i nevyhovujiciho habitatu), mensi tok, jako Vsetinskd Becva, mize naopak slouzit jako

koridor pro ptipadnou disperzi a rekolonizaci.

Vyjimku z téchto lokalit spadajicich do povodi Vsetinské Becvy tvoii lokalita Hotfansky
potok (HOV1), kde ze 48 urCenych jedincii vzorkovanych z mesohabitati byli vSichni
identifikovani jako pfislusnici linie CEA a aZ pfi analyze dalSich 28 jedinct v rdmci zkoumani
prekopulacnich part se podatilo najit 4 piislusniky linie EEQ. Absenci tfeti linie a naprosto
dominantni zastoupeni linie CEA vici linie EEQ na lokalit¢ Hotansky potok (HOV1) si
vysvétluji izolovanosti tohoto odbérového mista. Tato lokalita je totiZ relativné blizko pramene
(priblizné 400 metrti), jednd se o maly potok s pravdépodobné velky rizikem alespon
castecného vyschnuti a je tésné nad silnici, pod kterou je potok vedeny rourou, ze které nasledné
voda vytéka asi jeden a ptl metrovym padem. Protiproudovou migraci naptiklad po ¢astecném
vyschnuti si proto u této lokality umim pfedstavit jen velmi tézko. Je zajimavé, Ze Tereza
Rutova ve své praci na zéklad¢ 4 jedinch nalezla ptitomnost linie EEQ (1 jedinec). Bud'to se
jedna o ndhodu, nebo mohl tento Gsek toku od roku 2016 do podzimu 2017 (kdy jsem provadeél
prvni odbéry j4) projit fluktuaci nékterych parametri, ktera mohla vyustit ve vétsi prevahu linie

CEA. Tento ptiklad ilustruje, Ze poméry linii na lokalitdich mohou byt velmi nevyvazene.

Tento poznatek je zajimavy nejen z hlediska vyzkumu koexistence linii, ale napiiklad i
z pohledu ovétovani potoktll jako zdroji taxonomicky homogenniho materialu (tj. ,,Cisté linie®)

pro ptipadné budouci experimenty. Oveéfovani homogenity populaci v oblasti, kde se vyskytuje
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vice linii, rozhodné¢ potfebuje otestovani velkého mnozstvi vzorki, a 1 tak je potfeba uchovavat

vSechny pouzité jedince pro moznost zpétného urceni linie pomoci molekularnich technik.

Ohledné ostatnich lokalit napojenych na Vsetinskou Bec¢vu (s vyskytem vSech tii
studovanych linii) je tfeba posoudit, jestli na téchto lokalitdich dosSlo ke zménam ve slozeni
spoleCenstva anebo jestli tyto linie jednoduSe nebyly podchyceny. Tereza Rutova urcila
maximalné sedm jedinct na lokalitu (ale obvykle méng¢), zatimco ja (budeme-li uvazovat pouze
nesparované jedince) jsem se snazil urcit 48 jedinct na lokalitu. Dv¢ linie, které pozorovala
Rutova, byly ve Ctyfech z péti piipadt také prvni a druhou nejvice Cetnou linii v mych
vysledcich pro danou lokalitu. Vyjimku tvofi lokalita Hovizky (HOV4), kde byla podle mych
dat dominantni linie CEA (43 jedinct) a linie EEQ (2 jedinci) a CWE A (4 jedinci) byly v mych
datech zastoupeny ve velmi nizkém poctu. Tereza Rutova v rdmci své prace na této lokalité
urcila pouze 4 jedince (3 z linie EEQ a 1 z linie CEA). Vysoké zastoupeni linie EEQ v jejich

vzorcich by mohlo nazna¢ovat zménu dominance linii mezi jejimi a mymi odbéry.

Obecné platilo napti¢ vSemi lokalitami, ze jedna linie byvala dominantni (nad 30 jedincii
tzn. nad 64 %) a na vétSing lokalit (6) to byla linie CWE A. Paklize byla doloZena ptitomnost
tieti linie, tato byla zastoupena ve velmi nizkém poctu (1-6 jedincd, tzn. 2-12,5 %). Vzhledem
k témto skute¢nostem predpokladdm, Ze tyto tieti linie na lokalitdch byly pfitomny i dfive, ale
pouze vzhledem k své nizké Cetnosti nebyly podchyceny. Vysledek ovSem neni uplné
piekvapivy, protoZze i1 kdyZ nebyla tfeti linie dfive detekovana v ramci dané lokality,
vyskytovaly se vSechny tii v povodi Vsetinské Be¢vy a naptiklad v ramci toku Hovizky jsme u
lokalit HOV3 a HOV4 ptedpokladali na zéklad¢ dat Terezy Rutové (Rutova, 2018) vyskyt jiné

kombinace linii 1 pfesto, Ze jsou na stejném toku pouze 2 kilometry od sebe.

Pti testovani mezisezénnich zmén v mém vyzkumu jsem pozoroval prikazné zmény pouze
na lokalité Prlovsky potok (PRL1) v habitatu ,,tin“ (p po korekci 0,01). Zd4 se, ze v tomto
habitatu na podzim roku 2017 ptevladala linie CWE A, zatimco ve zbylych sezonach to jiz byla
linie EEQ. Vysledky z proudivého useku ¢asové zmeény nepotvrzuji a linie EEQ je dominantni
ve vSech tfech sezonach. Ostatni lokality s vyskytem vSech tfi linii se v ase prukazné neliSily
ani v jednom mesohabitatu. NejbliZze signifikanci byly (opét v rdmci habitatu ,,tinn“) lokality
Dinotice (DIN2) a Hovizky (HOV3). Zadné ze zmé&n oviem neptisobi konzistentn& v porovnani
s jinymi lokalitami se spoleCnym vyskytem stejnych linii. Trend naznacujici ¢asové zmény
jsem pozoroval i u lokality Trnavka (TRNI1, habitat ,,tin‘), a to pravdépodobné kviili fluktuaci
dat na podzim roku 2017, kdy jsem v tomto habitatu pozoroval vys§i mnozstvi linie EEQ nez
v ostatnich sezonach. Vzhledem k relativné nizkému poctu vzorki a castému vyskytu tieti linie
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jsem si 1 pres neprukaznost ¢asovych zmén na vétSing lokalit netroufl sluovat jedince napiic¢
sezébnami a habitatové rozdily jsem vyhodnocoval vzdy pro kazdou jednotlivou sezénu na

lokalité zvl1ast’.

5.2 Mesohabitatové preference a distribuce v ramci toku

Rozdily v distribuci linii mezi mesohabitaty vySly nesignifikantné uz pted korelaci na
viceCetné testy. Jedinou vyjimkou je podzim 2017 na lokalit¢ Trnavka (TRN1), kde ptred
korekci na vicecetné testy bylo p = 0,006, ale po korekei jiz bylo nesignifikantni (p = 0,16). Na
této lokalité¢ se dominantné vyskytovala linie CWE A (81 %) a linie EEQ tvofila menSinovy
podil (19 %). Na podzim 2017 v habitatu tiin ovSem pievladala linie EEQ (6 jedinci) a linie
CWE A byla v mensing (2 jedinci). V proudivém useku pro tuto sezénu jsem nalezl pouze linii

CWE A (8 jedincti) a zadného pfislusnika linie EEQ.

Tento trend se neprokéazal ani v nasledujicich sezonach ani u jinych lokalit se stejnym
vyskytem linii, kdy v kombinaci linii CWE A a EEQ ve vSech ostatnich pfipadech také na
lokalitach prevladala linie CWE A (lokality Dievnice, DREI a Juhyné, JUC1). Je mozné, ze se
v tomto piipad¢ jednalo o pouhou ndhodnou fluktuaci v datech danou nizkym mnoZstvim
zpracovanych vzorkl. Navic lokalita Trnavka (TRN1) je jiz pomérné velky potok (Sitka ptes 4
metry u tin¢ i proudivé oblasti) a v oblasti tiné byl tok vody v dané sezoné jenom 1,7x
pomalejsi nez v rychle tekoucim useku. Paklize by se skute¢né€ nejednalo o ndhodu, ale o rozdil
v mesohabitatovych preferencich, ocekaval bych takovy vysledek spiSe na lokalité s vétSim

kontrastem mezi mesohabitaty.

Vyznamnym problémem prezentovanych vysledkl je relativné nizky pocet vzorkli na
mesohabitat v ramci jedné sezony a Casty neoCekavany vyskyt treti linie na lokalitach. Design
experimentu byl navrZen tak, aby odhalil ptfipadné vyrazné a mezi lokalitami konzistentni
rozdily v preferencich pro mesohabitat, coZ rozhodné¢ pozorovédno nebylo. Do budoucna
povazuji za klicové celkové zvysit mnozstvi uréenych jedinci na mesohabitat. Od takto
doplnénych dat si hlavné slibuji, ze zptesni udaje o potencionalnich zménach ve vyskytu linii
na lokalitach v Case. Je mozZné i to, Ze zvySeni celkového poctu vzorkil by odhalilo jemné;si
trendy v distribuci linii mezi habitaty, coz pfi sou¢asném poctu pozorovani jednoduse neni
mozné. Kromé jiz zminéné lokality Trndvka (TRN1) se jedna naptiklad o lokalitu Dinotice
(DIN2), kdy ze zafatku pokusu vyskytuje jen linie CWE A, ale v pozdéjSich sezonéach se
vyskytuji ve stale vétsi mite 1 linie CEA a EEQ.
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Jak jiz jsem psal vyse, lokality na potoce Hovizky (HOV3 a HOV4) jsou na stejném potoce,
s tim, ze lokalita HOV4 se naléza u usti do vétsiho toku (Vsetinskd Becva), zatimco lokalita
HOV3 je posunuta cca 2,5 km nahoru proti proudu. Ob¢ odbérova mista pisobi podle mych dat
casové konzistentné, co se tyCe pomeri vyskytu linii (i kdyz u lokality HOV3 jsou jisté
fluktuace, jak pisi vyse). Na obou lokalitach jsem potvrdil vyskyt vSech tfi ze studovanych linii.
Frekvence zastoupeni linie EEQ je nizkd na obou odbérovych mistech (souhrnné: HOV3 4
jedinci 8 % a HOV4 2 jedinci 4 %), ale dominantni linie se jasn¢ zménila. Tento vysledek byl
na zakladé dat Terezy Rutové ocekavany a potvrdil, Ze na relativné kratkém tseku se mtize
rozlozeni linii vyrazné zmeénit. Zatimco na lokalit¢ HOV4 je dominantni linie CEA (41 jedinc,
87 %), necelé 2,5 km proti proudu je to jiz na lokalit¢ HOV3 linie CWE A (36 jedinct, 75 %).
Tyto poméry se jevi konzistentni v ¢ase (viz tab. 3 v kapitole ,,Vysledky*). Rutova piekvapivé
urcila na lokalit¢ HOV4 z celkového poctu 4 jedinct 3 pfisluSniky linie EEQ (podle mych
vysledkl nejvzacnéjsi linie na lokalité) a pouze jednoho jedince z linie CEA (u mé& dominantni
linie). To muze, i kdyz vzhledem k nizkému poctu vzorki nemusi, indikovat mozné zmény

v pomérech linii na lokalité v ¢ase.

Jedinym doposud testovanym faktorem potencialné ovlivitujicim distribuci linii CWE A,
CEA a EEQ je nadmoiské vyska, pficemz zadné rozdily mezi liniemi nebyly pozorovany
(Copilag-Ciocianu et al., 2017). Je mozné, ze disproporcni zastoupeni linii po a proti proudu
mize byt ovlivnéno spiSe ndhodnymi procesy, jako je napiiklad efekt priority po ¢astecném
vyschnuti toku anebo Cisté na zakladé potadi, ve kterém byl potok liniemi kolonizovany (Little
& Altermatt, 2018). V budoucnu by mohlo byt zajimavé podivat se na potoky s koexistenci
nckolika linii v jeste detailnéjSim méfitku a prostudovat poméry linii (a jejich ¢asovou stabilitu)

podél toku.

Vzhledem k tomu, Ze jsme bleSivce vzdy odebirali za denniho svétla, pfedpokladame, ze
denni doba na prostorovou distribuci neméla vliv. To samé plati o rybi predaci, protoze
odbérova mista pro zkoumani mesohabitatl byla vzdy blizko u sebe a 1ze na nich predpokladat
stejny vliv predatord. U nekterych lokalit (naptiklad toky Dievnice anebo Hotansky potok) vliv
rybi predace vzhledem k malé velikosti toku neocekdvam vibec. Z hlediska vlivu parazitd,
existuji lokality, jako naptiklad Zdéchovka (ZDE2), kde obzvlasté na podzim 2018 bylo vysoké
mnozstvi jedinct infikovano vrtejsi. Bylo snaz$i nalézat nakazené jedince nez ty zdravé. Cela
populace v ramci této lokality se vzhledem k vysoké prevalenci parazity mize chovat odlisné€ a
v budoucnu by urcité stala za bliz8i prozkoumani z hlediska dynamiky parazit/(mezi)hostitel

(podobné vysoké miry nakazenosti vrtejsi byly na této lokalit€ pozorovany i pii odbérech v roce
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2019, které v této praci nejsou zahrnuty). Piestoze jsem do mé prace vybiral jedince bez
zjevnych symptomu infekce parazity, pfi nasledném zpracovavani mych DNA izolati Natasou
Katani¢ se ji u zna¢ného mnozstvi mych vzorkl (nékolik desitek ptipadii) podatilo amplifikovat
a osekvenovat DNA mikrosporidii. Nicméné nepfedpoklddam, Ze by tyto vizualné

nepostifehnutelné infekce mély vyrazny vliv na prostorou distribuci bleSivct.

Je dilezit¢ zminit, Ze na mnou zkoumanych liniich zatim neprobé&hla zadna detailni
morfologicka analyza. OvSem v ramci kryptickych linii studovanych v (Copilas-Ciocianu et al.,
2017) byla linie EET nasledné¢ popsana jako morfologicky druh Gammarus jazdzewskii
(Rudolph et al., 2018). Mozné nalezeni rozdili v morfologii, obzvlasté v castech (parametrech
téla), které jsou spojovany s funkéni morfologii (jako naptiklad velikost téla, morfologie
ptitstnich ¢lank ¢i ostny na dorzalni strané té€la) by mohly napovédét mozné rozdily v ekologii
mezi témito liniemi. Linie se sympatrickym a syntopickym vyskytem by se mohly lisit
v potravni ekologii, naptiklad v mife dravosti, coz miize korelovat i s vys$imi sklony k
agresivité (IGP a kanibalismu) (Dick & Platvoet, 2000; Dick et al., 2002). Téma potravni
ekologie by se dalo studovat naptiklad pomoci isotopové analyzy jedinci v tocich s kontaktem

vice linii (DeNiro & Epstein, 1978; MacAvoy et al., 2016).

V této praci jsem se (kromé¢ ovéfovani existence prezygotické reprodukeni bariéry) snazil
nalézt rozdily v mesohabitatovych preferencich, které by mohly svéd¢it o diverzifikaci
ekologickych nik mezi liniemi. Tyto rozdily jsem nepozoroval, takZe je potfeba diskutovat
moznost, Ze se linie v kontaktni zon€ chovaji jako ekologicky ekvivalentni druhy (druhy s velmi
podobnou az identickou ekologii) a jejich distribuce je zaloZena na zéklad¢ neutralni dynamiky
(Leibold & Mcpeek, 2006). Pro tuto hypotézu by mohl svédcit fakt, ze mira koexistence
kryptickych linii na stejné lokalité je jeSté vySsi, neZ jsem plivodné piedpokladal (Casto vSechny
tf1 studované linie), a Ze se navic (alesponn podle dostupnych dat z mé prace) jevi tato

koexistence jako relativné stabilni v Case.

Pti studiu kryptickych druhi se vétSinou urcité rozdily v jejich morfologii anebo ekologii
nakonec naleznou (Miiller et al., 2000; Wellborn & Cothran, 2004; Eisenring et al., 2016), je
ale otazkou, jestli jsou tyto rozdily dostatecné velké na to, aby redln¢ ovlivnily distribuci a
koexistenci téchto druhli, anebo jestli je prevazi nahodné vlivy jako fluktuace parametrt
prostiedi. Takovéto fluktuace mohou vést k zmenSovani populaci a genetickému driftu, ktery
muze byt hlavnim producentem kryptické diverzity mezi populacemi (Weigand et. al, 2020).
Pti studiu kryptickych druhti z rodu Niphargus se pozorovalo, ze i kdyz tyto druhy ptlisobily na
regionalni urovni ekologicky ekvivalentné, pii bliz§im pohledu se rozdily v jejich nikach
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nalezly. Mira koexistence téchto druhi byla vyrazné nizsi nez by se predpokladalo v ptipadé,
ze by tyto druhy byly skuteéné ekologicky zaménitelné (a chovaly se podle neutralni
dynamiky), ale nejsou pravdépodobné ani dostatecné ekologicky diverzifikované, aby mohly
stabiln¢ koexistovat ptes limitace kompetice odliSnym vyuzivanim zdroju (Fiser et. al, 2015).
Vzhledem k tomu, jak mélo vime o moznych ekologickych ¢i morfologickych rozdilech mezi
liniemi studovanymi v této praci je velmi té¢zké odhadnou, zda ke koexistenci linii dochéazi diky
neutrdlni dynamice anebo jestli existuji rozdily v jejich ekologii dostate¢né velké, aby

limitovaly kompetici mezi liniemi.

5.3 Parovaci preference

Z celkem 102 uspésné uréenych parti odebranych v pfirozenych podminkach jich 101 bylo
mezi piisluSniky stejné linie a pouze jeden byl smiSeny (CWE A a CEA na lokalit¢ ZDE2), coz
ukazuje na existenci prezygotické reprodukéni bariery. Samec byl v tomto piipad¢ z linie CWE
A a samice z linie CEA. Tento vysledek koresponduje s predpokladem, Ze ve volné ptirodé
k parovani (natoz k hybridizaci) v pfirozenych podminkach nedochézi. Divergence mezi
zkoumanymi (sub)liniemi ze skupiny CWE ze zdpadni Evropy byla mezi 3,5 a 17 % na genu
pro COI (Galipaud et al., 2015), zatimco u linii studovanych v mé préci je tento rozdil 18,5 az
30,4 % (Copilasg-Ciocianu et al., 2017). Zapadoevropsti jedinci liici se v sekvenci tohoto genu
v mife 17 % maji silnou tendenci se neparovat (Galipaud et al., 2015). Neni tedy prekvapivé,
ze linie zkoumané v mé préci (s jesté vétsi genetickou divergenci) se také neparuji. Toto zjisténi
je nicméné velmi dilezité, protoze nyni mame dalsi empiricky diivod uvazovat o téchto liniich
jadernych a mitochondridlnich markerech, které vedlo k zavéru, Ze mezi liniemi nedochdzi
k recentni hybridizaci (Rutova, 2018). V davnéjsi minulosti ke kiizeni moznd dochazelo, o
cemz miiZze sv€dCit diskrepance genetickych dat pii porovnani mitochondridlnich gent a genu
28S pro RNA ribosomalni podjednotku u druhového komplexu G. fossarum (Copilag-Ciocianu
et al., 2017). Pravdépodobné by stalo za zvazeni pokusit se nalézt morfologicky stabilni rozdily
mezi liniemi a pfipadné popsani alesponi n€kterych z téchto linii jako druhy, mimo jiné z diivodu

mozné ochrany jejich diverzity.

Jak jiz jsem psal vySe, poméry linii na syntopickych lokalitich mohou byt extrémné
nevyrovnané, a i kdyz k parovani v piirozenych podminkach, zda se, primarné dochazi mezi
pfislusniky stejné linie, nabizi se otazka, jak tato situace probiha pii vyrazné disproporci linii.
V Hotanském potoce (HOV1) bylo 48 jedinct ur€eno v ramci studia habitatovych preferenci

jako linie CEA a ze 14 pari na této lokalité jich bylo 12 tvoteno pfislusniky linie CEA a pouze
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2 pary byly tvofeny jedinci z linie EEQ. To naznacuje, ze v pfirozenych podminkach, i za

znaéné nerovnomernosti linii, se jedinci stejné linie dokdzou najit a spravné sparovat.

Bylo by ovSem zajimavé sledovat, kolik ¢asu nevhodné sparovanym bleSivcim zabere, nez
opusti nevhodného partnera. Pti vyrazné vySSim zastoupeni piisluSnikl jedné z linii si lze
predstavit situaci, kdy by nékolik malo kolonizujicich jedinct z jiné linie mélo potize najit
vhodného partnera (Alleho efekt) a naprosto promarnilo reproduk¢ni prilezitost. Samice by se
naptiklad mohla svléknout v prekopule s nevhodnym partnerem. Situaci s moznosti pfistupu
k partnerovi z vlastni 1 odli$né linie 1 k pfistupu pouze k partnerovi z linie jiné jsem se pokousel

testovat ve sém parovacim experimentu.

Na konci tohoto pokusu (doba trvani 24 hodin) se zformovalo celkem 10 smiSenych part (2
z nich v akvariich s pfistupem k partnertim ze stejné i odlisné linie, kde pomér linii byl ptiblizné
50:50). Nejvice smiSenych part vzniklo ve skupinach, kde jsme ptredpokladali, ze nemaji jinou
moznost vybéru (celkem 8 ze 32 maximalné moznych vzniklych part). V kontrolnich
skupinéach vznikly pouze pary tvotené ptislusniky stejné linie, coz svéd¢i o tom, Ze i pres vyskyt
dvou linii na lokalité Chiiby (CHR, linie CWE A a EEQ misto pouze EEQ) design experimentu
nakonec pfiblizné odpovidal nasim ptredpokladiim. Relativné vysoka ochota (oproti datim
z terénu) parovat se v akvariich s pfisludniky jiné linie miiZze byt dana n€kolika faktory. U samic
jsme nemohli védét, jak blizko jsou svlékani, kdyZz jsme je umistovali do experimentalnich
skupin. Jestlize byly hodné blizko, mohlo to stimulovat samce k nevhodnému spéarovani (Dick
& Elwood, 1992; Galipaud et al., 2015). Dalsi mozZnosti, je, Ze bleSivci neméli dostatek Casu na
sparovani s vhodnym partnerem, respektive na odmitnuti partnera nevhodného, naptiklad proto,
ze vétSina jedincli v experimentu byla nejspi§ z tokd s vyskytem pouze jedné linie, tudiZ se
jednalo o naivni jedince, u kterych tento proces rozpoznavani vhodného a nevhodného partnera
muze trvat déle (Dick & Elwood, 1992). Pti dal§im akvarijnim pokusu by mozna bylo vhodné
odebrat pary z nékterych replikati az po delsi dobé. Otazka reprodukéni interference, obzvlasteé
pfi vyrazném nepomé&ru linii, by mohla byt velmi zajimavou a relativné¢ jednoduSe

zodpovéditelnou.

5.4 Ucinnost liniové specifickych primerd
Z celkového poctu 631 jedinch zahrnutych v této praci v ramci habitatovych a parovacich
preferenci jich 157 bylo tieba osekvenovat. Pokusil jsem se o velmi ptfedbézné hledani mozného

problému nasedani specifickych primer, protoze jsem piedpokladal, Ze nefunk¢nost specifické
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PCR je déna bodovymi mutacemi v oblasti nasedani specifickych primeri. Tento piredpoklad

se ovSem nepotvrdil.

Primery pro linie CWE A a CEA byly navrzeny na zakladé osekvenovaného useku (gen 16S)
na uplném zacatku sekvence (Rutova, 2018). VSechny moje sekvence byly pouze v jednom
sméru. Tento usek, podle kterého jsou tyto primery vytvoieny, byl v mych sekvencich jesté
casto nekvalitni a velmi Casto jsem znacnou ¢ast z n¢j ofizl. V nékolika malo piipadech jsem
naSel kvalitni sekvenci i v této oblasti, ale nenalezl jsem zde mutace, které by mohly vést
k nenasedani primert. Primery pro linii EEQ jsou zkonstruovany na zakladé koncového useku
sekvence (Rutova, 2018) a pti vyhledadvani sekvence primeru v mych datech se zd4, ze kdyz ne

vSechny, tak drtiva vétSina vzorkd se méla amplifikovat i pomoci specifickych primert.

V ramci linie EEQ je ovSem tifeba zminit, ze tento specificky primer amplifikuje velmi
kratky tusek a obcas tvofi dimery s parovym primerem (16Sbr). Rozdil mezi dimerem a
elektroforéze rozeznat, a proto jsem pii vyhodnocovani této linie posilal v§echny, byt’ jen trochu
pochybné vzorky, na sekvenaci, aby nedoslo k chybné identifikaci linie. Prakticky ve vSech
ptipadech, kdy jsem se domnival, Ze se jedna o amplifikaci DNA linie EEQ, se tento piedpoklad
potvrdil.

Je mozné, ze specifické primery v nékterych reakcich nefunguji, protoze metoda izolace
DNA nezahrnuje zddnou piecistovaci fazi a v izolatu se tak objevuji Casti kutikuly a dalsi
zbytky blesivci, které mohou nékteré PCR reakce inhibovat (Wong et al., 2014). DalSim
alternativnim vysvétlenim je, ze pro dosazeni co nejvétsi specifi€nosti primeru jsou teploty pro
nasedani relativné vysoké (62 °C a 64 °C), zatimco teplota pro nasedani vSeobecnych primeri
pro 16S je jenom 46 °C. S timto parametrem bych ale radéji neexperimentoval, protoze povazuji
za lepsi vysledek, kdyZ se ¢ast vzorkil neamplifikuje a musi se osekvenovat, nez chybné urceni
linie v diisledku nespecifického nasednuti primerti. V budoucnu bych rad za ti¢elem zkvalitnéni
metody a snizeni ndkladl na sekvenaci doplnil (obzvlasté u linii CWE A a CEA) sekvence i
v druhém sméru a pokusil se najit pfipadné mutace komplikujici nasedani primert, které
vzhledem k vysoké haplotypové bohatosti tohoto druhového komplexu (Copilas-Ciocianu &
Petrusek, 2015; Copilas-Ciocianu et al., 2017; Weigand et al., 2020) pravdépodobné naleznu.

33



6 Zaveér
Cilem této prace bylo prostudovat na detailngjsi Skale kontakt a ekologické interakce

koexistujicich kryptickych linii druhového komplexu Gammarus fossarum v jejich kontaktni

oblasti na Vsetinsku v Zapadnich Karpatech.

Mira koexistence mezi liniemi byla nasledné€ vyssi, nez jsem piivodné predpokladal, protoze
na péti z deviti lokalit se nakonec potkavaly vSechny tfi zkoumané linie soucasné. Také se
ukazalo, ze poméry mezi liniemi mohou byt extrémné nevyrovnané v neprospéch jedné z nich.
Mezi liniemi jsem nenalezl rozdily v preferencich pro mesohabitat (tin vs. proud). OvSem
relativné nizké mnozstvi vzorkl v jednotlivych mesohabitatech na sezonu mi ztizilo statistickou
interpretaci vysledkl (obzvlasté¢ vyvoj poméra linii v ¢ase) a pro ucely mého budouciho

vyzkumu planuji tento nedostatek adekvatné odstranit.

Sbér prekopulacnich part zterénu ukazuje na vyskyt silnych preferenci pro parovani
s ptislusniky vlastni linie. Mezi liniemi tedy existuje prezygoticka reproduk¢ni bariera, coz
potvrzuje, Ze mezi liniemi v souc¢asné dob¢ pravdépodobné nedochazi k hybridizaci (nebo jen
zcela vyjimecné) a je tieba o nich uvazovat jako o reprodukéné isolovanych druzich. Otazka
vlivu reproduk¢éni interference, obzvlaste za vyrazného nepoméru linii, ovSem zlstava oteviena.
Za specifickych podminek (absence vhodného partnera) k pokusim o péarovani s ptislusniky

jinych linii, jak prokéazal parovaci experiment, dochazi.

Tato diplomova prace piedstavuje pouze prvotni nahlédnuti do tohoto zajimavého
modelového systému a existuje cela fada ekologickych faktorii, které mohou vést k vysoké
diverzit€ a koexistenci téchto linii. Jako jeden z klicovych povazuji morfologické porovnani
linii a ovéfeni existence moznych rozdilii. Dale se pak nabizeji otdzky tykajici se moznych
rozdili v toleranci na kvalitu prostfedi, odliSné potravni strategie anebo studium vyvoje a

stability poméri linii v ramci celého toku v Case.
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8 Seznam priloh

W v

Ptiloha 1 — souhrn lokalit a namétenych parametrti pro (meso)habitatové rozdily.
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Kéd Lokalita Souradnice Sezdna Datum |Hloubka (m) |Sitka (m)|Proud (m/s) | Hloubka (m) |Sitka (m) | Proud (m/s)
podzim 2018 | 29.09.2018 0.070 3.10 0.06 0.045 3.60 0.17
jaro 2018 |05.05.2018 0.110 3.40 0.04 0.050 2.10 0.21
JUC1| Juhyné |49°21'9",17°47'52" |podzim 2017(21.10.2017 0.100 1.50 0.06 0.100 1.50 0.18
podzim 2018 29.09.2018 0.070 1.20 0.15 0.030 0.77 0.22
jaro 2018 |05.05.2018 0.045 1.30 0.04 0.040 0.65 0.12
DRE1| Drevnice |49°20'31", 17°47'50"| podzim 2017|21.10.2017 0.120 2.00 0.03 0.050 1.00 0.20
podzim 2018 29.09.2018 0.095 4.70 0.14 0.065 4.20 0.24
jaro 2018 |05.05.2018 0.350 4.70 0.04 0.040 2.50 0.15
TRN1| Trnavka |49°15'59",17°48'49"(podzim 2017(21.10.2017 0.070 3.70 0.07 0.120 2.70 0.56
podzim 20181 29.09.2018 0.090 1.30 0.02 0.060 0.56 0.15
jaro 2018 |06.05.2018 0.040 2.30 0.07 0.035 0.90 0.27
PRL1 | Prlovsky p. | 49°15'11",17°57'7" | podzim 2017 21.10.2017 0.070 1.10 0.05 0.040 0.50 0.25
podzim 2018 30.09.2018 0.100 0.36 0.01 0.040 0.38 0.06
jaro 2018 |06.05.2018 0.070 0.60 0.08 0.030 0.40 0.19
HOV1 |Hofansky p. | 49°16'42", 18°3'57" | podzim 2017 21.10.2017 0.050 0.70 0.01 0.060 0.50 0.11
podzim 2018 30.09.2018 0.040 3.20 0.02 0.040 4.05 0.26
jaro 2018 |06.05.2018 0.110 3.40 0.09 0.045 2.40 0.26
HOV4| Hovizky |49°18'25",18°3'49" |podzim 2017(21.10.2017 0.220 1.30 0.09 0.110 1.40 0.27
podzim 2018 30.09.2018 0.095 3.10 0.06 0.090 0.75 0.26
jaro 2018 |06.05.2018 0.065 2.30 0.13 0.080 0.85 0.37
HOV3| Hovizky |49°19'31",18°4'38" |podzim 2017(21.10.2017 0.070 2.30 0.10 0.120 0.50 0.34
podzim 2018 30.09.2018 0.120 5.60 0.11 0.080 2.20 0.20
jaro 2018 |06.05.2018 0.220 5.40 0.06 0.080 3.60 0.20
ZDE2 | Zdéchovka | 49°16'55",18°5'4" | podzim 2017|21.10.2017 0.200 3.30 0.08 0.070 2.70 0.36
podzim 2018 30.09.2018 0.135 5.70 0.07 0.080 3.05 0.49
jaro 2018 |06.05.2018 0.110 5.30 0.08 0.060 3.70 0.23
DIN2 | Dinotice | 49°19'8",18°8'22" |podzim 2017(21.10.2017 0.120 3.80 0.08 0.220 4.50 0.14
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