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ABSTRAKT

Mezidruhové kiizeni je Siroce rozsSifenym fenoménem v rostlinné i Zivocisné fisi.
K mezidruhové hybridizaci dochazi na mistech, kde se do ptfimého kontaktu dostavaji druhy,
mezi nimiz nejsou dostateéné vyvinuty reprodukéni bariéry. Biologickéd zdatnost hybrida Fi-
generace byva v porovnani se zdatnosti rodiCovskych druhii nizka, ale neplati to vSeobecné.
Mezidruhovi kfiZzenci perlooc¢ek rodu Daphnia jsou pravidelné nachazeni spolecné s jednim
nebo obéma rodicovskymi druhy ve stojatych sladkych vodach napti¢ celou Evropou.
Z trvalych vajicek s hybridnim genotypem se za vhodnych podminek lihnou samicky, které se
rozmnozuji partenogeneticky. N&kolik malo hybridnich samicek tak mutze zalozit celé
populace a stat se ekologicky vyznamnou slozkou zooplanktonnich spolecenstev. Neékteti
hybridi jsou vzacné schopni zpétného kiizeni a mohou tedy ovlivnit i genofond rodi¢ovskych
druht. Studium hybridizace rodu Daphnia tedy piispiva nejen k pochopeni ekologickych
narokt a dynamiky populaci, ale také k pochopeni fylogenetickych vztahii a taxonomie tohoto
rodu. Tradi¢ni metody determinace hybridi na zédkladé morfologickych znakl nejsou pfili§
spolehlivé, protoze fenotypova plasticita rodu Daphnia je velkd a do zna¢né miry ovlivnéna
faktory vnéjSiho prostiedi. Soucasné studie proto zpravidla kombinuji morfologické urceni
hybrida spolu s molekularnimi metodami. Kombinace nékolika metod navic minimalizuje
riziko nespravného urceni druhu a nabizi mnohem komplexné&j$i pohled na strukturu populaci

nez metoda jedina.
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UvVoD

Perloocky rodu Daphnia jsou drobni planktonni korysi, kteifi obyvaji stojaté
sladkovodni ekosystémy na vsSech svétadilech. Jako filtratofi tvofi podstatnou slozku
potravnich fetézcl a hraji klicovou roli v dynamice potravnich siti ve sladkovodnim prostiedi.
Uz na ptfelomu devatenactého a dvacatého stoleti jim byla vénovéna pozornost v mnoha
laboratornich 1 terénnich studiich (klicové prace byly napiiklad: Weismann 1877; Forbes
1893; Banta 1913) a postupné se staly vyznamnym modelovym organismem v ekologii,
ekotoxikologii a populacni genetice (Lynch 1983; Dodson 1989; Mort 1991) podobné jako
Drosophila v genetice nebo Caenorhabditis elegans ve vyvojové biologii. Jejich vyuziti
pro vyzkumné ucely také podpofilo to, ze je Ize bez potizi chovat v laboratornich
podminkach, snadno se mnozi, maji kratkou genera¢ni dobu (Mort 1991) a lze je mnozit
klonalng.

Ptestoze je rod Daphnia nejlépe prostudovanou skupinou planktonnich koryst,
fylogenetické vztahy a taxonomie tohoto rodu ziistavaji do znacné miry nevyteSené (Hrbacek
1987; Schwenk et al. 2000; Benzie 2005). Situace je komplikovana nejen vysokou
morfologickou variabilitou jednotlivych druht, ale v n¢kterych skupinach také ptitomnosti
mezidruhovych kiiZencii, zpétnych kiizencii a rekombinantii dalSich generaci. Hybridi se
po cely zivot nebo po jeho velkou ¢ast rozmnozuji nepohlavné (partenogeneticky).
Za vhodnych podminek tak mohou dosdhnout vysokych populacnich hustot a stat se
ekologicky vyznamnou slozkou planktonnich spolec¢enstev. Tento fakt je zdsadnim zptisobem
odliSuje od hybridii obligatn¢ sexualnich organismt a ¢ini z nich unikatni objekt pro studium
selek¢nich faktort a dynamiky hybridnich zon. Nekteti hybridi jsou navic schopni pohlavniho
rozmnozovani. Tim je oteviena cesta k zdsahiim do genofondu rodicovskych druhti a vyznam
hybridli tak ptesahuje z ekologické do evolucni problematiky. Hybridi rodu Daphnia jsou
tedy dualezitou skupinou z hlediska taxonomického, ekologického i1 evolu¢niho a méla by jim

proto byt vénovana maximalni pozornost.

Ve své bakalaiské praci jsem se pokusila shrnout dosavadni poznatky o hybridizaci
rodu Daphnia a diskutovat je z nékolika riznych aspekti. Uvodni kapitoly jsou zaméfeny na
samotny akt hybridizace, na procesy, které ho ptedchazeji, a na morfologické a fyziologické
vlastnosti hybridi. Stézejni Cast prace je veénovana ekologickym vztahlim, zejména
koexistenci hybridl a jejich rodi¢ovskych druhil a selekénim faktorim utvarejicim strukturu

dil¢ich populaci; a déale také evolucnim disledkiim hybridizace, pfedev§im polyploidizaci



obligatn¢ partenogenetickych linii a introgresi. Samostatna kapitola je vénovana také
metodam detekce hybridu.

Po konzultaci se svym Skolitelem jsem se rozhodla do textu bakalafské prace
nezafazovat vlastni vysledky, nebot’ téma hybridizace rodu Daphnia je samo o sob¢ dosti
rozsahlé. K préaci ale piikladam rukopis ,,Intragenomic sequence variation necessitates
anew genetic method to distinguish species and hybrids in the Daphnia longispina
complex”, jehoz jsem spoluautorem a ve které jsou zahrnuty nékteré vysledky mé prace

behem bakalafského studia.



1. HYBRIDIZACE V PRIROZENEM PROSTREDI
1.1. Definice

Termin hybridizace byvéa stejné¢ jako napiiklad druh ve védecké literatute
interpretovan nékolika zptisoby. Jednotlivé definice hybridizace se neshoduji zejména
v urovni genetické divergence jedincl, mezi kterymi dochdzi k hybridizaci. Setkame se 1
s extrémnimi definicemi, které na jedné stran¢ definuji hybridizaci jako kiiZzeni mezi
geneticky rozdilnymi jedinci nebo na druhé strané jako kiiZeni jedinci rtznych druht
(Harrison 1993, podle Arnold 1997). Ve své praci chapu termin hybridizace jako vSechna
uspésna kiizeni mezi jedinci dvou populaci nebo skupin populaci rozliSitelnych na zakladé
alesponl jednoho dédicného znaku. Analogicky je hybrid jedinec vznikly kiizenim jedinct ze
dvou populaci nebo skupin populaci rozlisitelnych na zaklad¢é alespon jednoho dédi¢ného
znaku (Harrison 1990). Za hybridy povazuji 1 jedince vykazujici urcity stupen fertility,
protoze pravé fertilita hybridii miize mit nedozirné diisledky na genetickou stavbu i evolucni

vyvoj populaci.

1.2. Historicky prehled

Zajem védci o hybridizaci je stejné stary jako nejstarsi koncepty druhti. Uz v poloviné
osmnactého stoleti zalozil Carl Linné sviij druhovy koncept na reprodukéni izolaci druht.
Nicméné brzy experimentalné zjistil, Ze mezi definovanymi druhy dochazi ke kiizeni, a tak
o n¢kolik let pozdéji navrhl model speciace cestou hybridizace (Linné 1774, podle Arnold
1997). V devatenactém stoleti sice byla hybridizace v pfirozeném prostfedi povazovéana
za bézny jev (Lyell 1832, podle Taylor et al. 2005), ale hybridim byly pfisuzovany nectnosti
jako naprosta neplodnost a snizena zivotaschopnost:

., Pure species have of course their organs of reproduction in a perfect condition, yet
when intercrossed they produce either few or no offspring. Hybrids, on the other hand, have
their reproductive organs functionally impotent. “ (Darwin 1859, podle Arnold 1997)

Prelomovymi se staly prace Lotsyho (1916; 1931, podle Arnold). Lotsy si vSiml,
ze hybridizace mtize byt jednim z primarnich mechanismt evolu¢nich zmén a ze kiizenim
jedinct z riznych syngameont (,,an habitually interbreeding comunity*) dochéazi ke speciaci.
Lotsyho prace ve tiicatych letech dvacatého stoleti nastartovala vinu intenzivniho vyzkumu
hybridizace, ktera vyustila formulovanim celé fady druhovych konceptd, modeld hybridnich
z6n a teorii popisujicich ptivod a evolu¢né biologické disledky hybridizace. UZ na pocatku se
védeckd komunita rozd¢lila do dvou proudi. Prvni skupina, tvofend hlavné botaniky, chapala

hybridizaci jako dtlezity evolu¢ni proces. Podafilo se jim prokdzat, ze hybridizace je velmi
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rozSifena v rostlinné tisi a ze diky ni miize dochézet ke vzniku novych adaptivnich vlastnosti.
Hybridni jedinci tak mohou obsazovat nova stanovisté a byt zakladateli novych druht. Druha
skupina, tvofend hlavné evolu¢nimi biology studujicimi zivocisné druhy, naopak vidéla
v hybridizaci nastroj slouzici k pochopeni procesu speciace. Zdarazinovali, ze hybridizace je
maladaptivni proces, protoze hybridi jsou sterilni nebo méné plodni nez rodicovsti jedinci.
Tento pfedpoklad vedl k vytvofeni modelu, ve kterém hybridizace slouzi jako proces vedouci
ke konecnému vybudovéni reprodukénich bariér (Dobzhansky 1937, podle Arnold 1997).
Prace ze tficatych a Ctyficatych let pozd¢ji poslouzily jako podklad a jako inspirace
vyzkumim z druhé poloviny dvacatého stoleti 1 ze soucasnosti.

S rozvojem a dostupnosti molekularné biologickych metod v soucasnosti vzrista pocet
znamych piipadi hybridizace v rostlinné i zivocisné tisi. Uvadi se, ze 50 az 70 % kvetoucich
rostlin vzniklo procesem hybridizace mezi druhy stejnych nebo jinych rodt (Stace 1987).
Oproti tradicnim pfedpokladiim se podatilo prokazat, ze hybridizace je poméerné Casta 1 mezi
zivoCichy (napft. Carson et al. 1975; Barton 1980; Campton a Utter 1985). U ptakii a hmyzu
dokonce hybridizuje az deset procent druhii (Grant a Grant 1992, Bullini 1994). Soucasné
studie hybridizace se zaméiuji na nékolik zvlastnich tématickych okruhi. Jsou jimi: (1) ptivod
hybridizujicich linii (sympatricky nebo alopatricky), (2) dynamika hybridnich zon (stabilizace
hybridnich linii, udrzovani hybridnich zén), (3) genetické a evolu¢ni dusledky hybridizace
(introgrese, alopolyploidie), (4) speciace a reprodukéni izolace (druhové koncepty,
reprodukéni bariéry, bezvybérové pareni) a (5) sledovani fitness (vlivy prosttedi, ekologicka

izolace). Jinou moznosti je vénovat se vSem témto okruhlim v ramci jedné skupiny organismi.

2. HYBRIDIZACE RODU DAPHNIA
2.1. Pivodni prace o hybridech rodu Daphnia

Ptestoze uz v devatendctém stoleti byly znalosti o rodu Daphnia pomérné rozsahlé,
prvni ucelené védecké prace o hybridizaci mezi druhy tohoto rodu jsou pomérmné pozdniho
data. Cely rod je ztaxonomického hlediska velice komplikovany, protoze morfologicka
variabilita v rdmci jednoho druhu muze byt velka (Flossner 2000, Benzie 2005) a zaroven
existuje i fada morfologicky v podstaté neodliSitelnych kryptickych druhii (napf. Taylor a
Hebert 1992; Taylor et al. 1998). Bez znalosti fixnich morfologickych znakii a bez znalosti
korelace morfologické variability a genetické piibuznosti je problémem i rozliSovani
geneticky dobfe definovanych druhli, natoz jejich hybridd. Kromé toho dochazi
pii hybridizaci a zpétném kiizeni ke vzniku mnoha rozliénych piechodnych fenotypovych

forem. Obecné¢ se da fict, ze pted zavedenim molekuldrnich metod do ekologie bylo obtizné,



ne-li nemozné, identifikovat hybridy rodu Daphnia a co vic, potvrdit domnénku, ze se
o hybridy skutecné jedna.

Obrazovou dokumentaci a popisy hybridi z komplexu D. longispina mizeme nalézt
uz v nékterych pracich z konce devatenacté¢ho stoleti (Hellich 1877, Burckhardt 1899,
Lilljeborg 1901, vSe podle Flossner 1993), ale ve vSech téchto studiich jsou hybridi popsani
jako samostatny druh nebo forma, nikoli jako mezidruhovy kiizenec. VétSina praci z této
doby obsahuje o hybridech jen kusé a neptesné informace a nékteré studie jsou z dnesSniho
pohledu dokonce zcela scestné. Slepou ulickou byly pokusy o mezidruhové kiizeni perloocek,
které provadél W. E. Agar (1920). Nejprve kiizil rody Daphnia a Simocephalus, ale nedoséahl
sebemensiho uspéchu. Proto se rozhodl pro kiizeni ptibuznéjSich jedinci a pro svij
experiment zvolil udajné druhy Daphnia , pulex” a D. , obtusa‘. Nejenze se mu podatilo
ziskat ,hybridy*, ale ,hybridni“ samice byly navic nesmirné¢ plodné — tuspésnost jejich
pohlavniho rozmnoZovani pii zpétném kiizeni byla stejna jako uspéSnost pohlavniho
rozmnozovani jedincl stejného druhu. O mezidruhové hybridy v pravém slova smyslu tedy
neslo. Dnes uz se tézko dozvime, co Agar ve dvacatych letech pafil, ale pravdépodobné se
jednalo o morfotypy jednoho druhu. Hybridi druhi oznaCovanych v souc¢asné dobé v USA
jako D. ,,pulex‘“ a D. ,,obtusa“ nejsou znami.

Jednou z prvnich kvalitnich praci o hybridizaci rodu Daphnia je studie Ulricha
Einsleho zaméfend na druhovy komplex D. longispina v Bodamském jezete (Bodensee)
(Einsle 1966). Vsiml si, ze kromé¢ malych forem s pfilbovitym protazenim hlavy
(D. cucullata) a klabonosych forem bez pftilbovit¢tho protazeni hlavy (D. longispina
f- hyalina) jsou bézné jesté prechodné formy, které zaradil do druhu D. galeata. Vzhledem
k tomu, Ze se zde vyskytly rizné morfologické piechody, formuloval hypotézu, Ze D. galeata
je mezidruhovym kiizencem dvou vySe zminénych druha (Obrazek 1). Jak se vSak ukazalo,
situace je jest¢ komplikovanéjsi, nebot’ v té dob¢ jiz v Bodamském jezefe koexistovaly a
hybridizovaly vSechny zminéné druhy (Straile a Geller 1998; Jankowski 2002). Nemalou
mérou piispél ke studiu hybridizace rodu Daphnia také Ulrich Lieder, ktery jako prvni popsal
introgresivni hybridizaci tohoto rodu (Lieder 1956).

Az do devadesatych let dvacatého stoleti byla pfitomnost hybridnich linii u rodu
Daphnia povazovana spiSe za vyjimecnou odchylku. Hybridiim by pravdépodobné ani nebyla
vénovana pozornost, kdyby neptsobili problémy pii morfologické klasifikaci druhti. Frey
v roce 1982 napsal: ,,...how to define species among the Cladocera is up for grabs“, and
...a continuing frustration* a Lieder (1983) o rok pozdéji ptitakal: ,,Allgemein gelten diese

Genera [Daphnia a Bosmina] als eines der dunkelsten Gebiete der Evolutionsgenetik und ein
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enfant terrible der zoologischen Taxonomie*. Povést taxonomicky problematickych jedinct
tak hybridim opravnéné zlstala od doby objeveni jesté dalsi desetileti. Z tohoto obdobi tak
v podstat¢ nemame Zzadné studie, které by srovnavaly morfologii, popula¢ni genetiku a
ekologii hybridl a jejich rodiCovskych druhti. Zlom nastal az na pocatku devadesatych let
s materidlni a finan¢ni dostupnosti molekularné-biologickych metod v ekologii a s pfichodem
genetickych markerti, které vyjasnily mnohé fylogenetické vztahy a umoznily detekci

hybridi.

1mm

Agrit Juni Joil Oktater

Abb. 9: A. Daphnia Jongispina hyalina; B. Daphnia galeata; C. Daphnia cucullata
Mindelsee 1965

Obrazek 1. Zastupci druhového komplexu Daphnia longispina z Bodensee (Einsle 1966)
Vsichni jedinci oznaceni jako D. galeata a jedinec viadé C zcela vlevo jsou pravdépodobné
mezidruhovi kiizenci druhu D. cucullata s D. longispina nebo D. galeata.

2.2. Hybridizace u perloocek

I piesto Ze je hybridizace velmi rozsifend u rodu Daphnia a dostava se ji tudiz velké
pozornosti, mezi ostatnimi perloockami je pomérn¢ vzacna. VéEtSinu rodi v ramcei skupiny
tvoti pomérné dobte reprodukéné izolované druhy. Z piirozeného prostiedi jsou mezidruhovi
kfizenci zndmi pouze u rodid Daphnia, Simocephalus a moznd také u rodu Bosmina.
Experimentaln¢ v laboratornich podminkach hybridizuje také rod Pleuroxus (Shan a Frey
1968, 1983) a nékolik dalSich zéastupcti celedi Chydoridaea. Absence hybridizace u celedi
Chydoridae a dalSich litoralnich perloocek v ptfirozeném prostiedi je nékdy vysvétlovana jako
disledek vysoké proménlivosti podminek prostiedi, ve kterém ziji (Schwenk 1997). Jestlize
jsou hybridi schopni pouze partenogenetického rozmnozovani, tzn. neprodukuji trvala vajicka
potfebna pro preckani neptiznivych podminek, jejich Sance na preziti v podminkach se
zvySenou disturbanci v dlouhodobé&j$im méfitku je minimalni. Dal§im faktorem miize byt také

stafi druht a s tim spojené vytvoieni reprodukénich bariér.



Introgresivni hybridizaci byla tradi¢né vysvétlovana morfologicka rozmanitost rodu
Bosmina. Paleolimnologické a morfologické studie tohoto rodu naznacovaly, ze v minulosti
opakovan¢ doslo k hybridizaci sympatrickych populaci B. longispina longispina a B. coregoni
coregoni. Kompetitivni vylouceni obou rodi¢ovskych linii mohlo stabilizovat populaci
hybrida, ktera by se tak mohla stat zdkladem nekterych dneSnich populaci (Hofmann 1991).
Hypotézu také podpofila analyza soucasné morfologické variability, ze které vyplyvalo,
ze ob¢ tyto formy pomérné Casto hybridizuji i v soucasnosti (Lieder 1996). Studie z posledni
doby analyzujici variabilitu jaderné a mitochodrialni DNA ale ukazuji, Ze vySe zminéné
rodicovské linie jsou ve skutecnosti zfejmé jeden druh (Taylor et al. 2002; Haney a Taylor
2003). O tom, zda v rdmci rodu Bosmina skute¢né¢ dochdzi k mezidruhové hybridizaci, tedy
zatim muzeme jen spekulovat. Rod Simocephalus (Hann 1987) a rod Daphnia tak zlstavaji
jedinymi rody perloocek, u kterych byla hybridazace v pfirozeném prostiedi s jistotou

prokdzéna.

2.2.1. Druhovy komplex D. pulex

Na americkém kontinentu hybridizuji druhy D. ,, pulex*' a D. pulicaria (Hebert et al.
1989; Hebert et al. 1993). Oba druhy nejsou geneticky pftili§ vzdalené a hybridizace mezi nimi
je pomérné Casta. Oblast Mexika a centralni ¢ast Severni Ameriky obyvaji diploidni hybridni
linie. Populace hybridl se zdaji byt na vétSin€ stanovistich tvofeny jedinym klonem, ktery se
mnozi obligatni partenogenezi’. Usuzuje se, e k hybridizaéni udélosti doslo v jiné oblasti,
protoze klonalni diverzita diploidnich severoamerickych hybrida je velmi nizka a jen malo
lokalit obyvaji hybridi spolu s obéma rodicovskymi druhy. Také vzacny vyskyt D. ,, pulex*
v této oblasti ukazuje na to, Ze se tam hybridi dostali teprve disperzi (Hebert a Finston 1996).
Zajimavé jsou populace hybridd D. , pulex” a D. pulicaria z arktickych oblasti Severni
Ameriky (Kapitola 4.2.3.). Krom¢ toho, Ze jsou mnohem heterogennéjSi 1 v rdmci jedné
lokality, jejich genom je tvofen Ctyfmi chromosomovymi sadkami. Jsou tedy tetraploidni
(Dufresne a Hebert 1994). Polyploidni hybridi z druhového komplexu D. ,, pulex"/pulicaria
jsou znami i z vysokych nadmotskych vysek tropického pasu (Mergeay et al., in MS) a
z jizniho cipu Jizni Ameriky (Adamowicz et al. 2002). Zatim nevime, hybridizaci kterych

druhti vznikaji, protoze systematika jihoamerickych zastupci rodu Daphnia je znacné

! Druhové jméno D. ,, pulex “ je uvedeno v uvozovkach, protoZe se nejedna o shodnou linii s evropskou D .pulex
v pravém slova smyslu. Podobnad situace je i u dalSich druhovych jmen uvadénych v uvozovkach nize v textu.

2 PH obligatni partenogenezi dochdzi u perloocek k produkei klasickych partenogenetickych vajicek i vajicek
trvalych nepohlavni cestou. Jedinci, ktefi se lihnou z trvalych vajicek, jsou tudiz geneticky identicti se svou
matkou.
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komplikovana a nékteré noveé objevené druhy nejsou ani formalné popsany (Adamowicz et al.
2004). Hypotéza, ze argentinské polyploidni populace jsou disledkem ndhodného vysadku
hybridi D. ,, pulex x D. pulicaria ze Severni Ameriky (Adamowicz et al 2002), je nicméné
znacn¢é nepravdépodobna (Mergeay et al., in MS).

Ke vzéacné hybridizaci dochazi i mezi nékterymi dal§imi americkymi druhy komplexu
D. ,,pulex “/pulicaria. D. ,,obtusa‘ a D. pileata jsou vétSinou striktné ekologicky izolované
druhy obyvajici typoveé odlisna stanovisté. V nekolika periodickych tinich v Texasu byly ale
nalezeny sympatrické populace obou druhti i s mezidruhovymi hybridy (Hebert a Finston
1996). Hybridi vSak nejsou schopni produkovat trvala vajicka. Tim je snizena stabilita
populaci i pravdépodobnost disperze a vétSina populaci hybridi tak v kratkém cCasovém
méfitku vymird. Podobny stupen sterility vykazuji 1 hybridi druhit D. cheraphila a D. prolata
znami z n¢kolika lokalit v Mexiku (Hebert a Finston 1996). Dosahuji sice vysSich
populacnich hustot a vétsi stability, ale to je pravdépodobné dano stalosti stanovist, ktera

umoziuje dlouhodobéjsi piezivani partenogenetickych linii.

2.2.2. Australie

Ptestoze vyzkum rodu Daphnia je centralizovany v Evropé a v Severni Americe,
hybridni linie je popsana i z australského kontinentu. Hybrid druhti D. carinata a D. cephalata
obyva spolu se svymi rodicovskymi druhy jezera ve vychodni Australii. Tradi¢né byl fazen do
samostatného druhu D. wankeltae, ale pozdéji byl prokazan jeho hybridni ptivod a fakt, Ze
k hybridizaci mezi rodiCovskymi druhy dochazi opakované (Hebert 1985). Piestoze
v laboratornich podminkéach probéhlo uspéSné sexudlni rozmnozovani téchto hybridd,
v pfirod¢ nebyli nalezeni zadni F, hybridi, zpétni kiiZzenci ani znamky introgrese.
V ptirozeném prostiedi tak pravdépodobné maji dal§i generace hybridi a zpétni kiizenci

selekéni nevyhodu oproti F; hybridiim a obéma rodi¢ovskym druhiim.

2.2.3. Druhovy komplex D. longispina

Druhovy komplex D. longispina tvoii jednu z dominantnich slozek zooplanktonu
trvalych stojatych vod v holarktické oblasti. I pfesto ze jsou jednotlivé druhy geneticky
pomérné divergentni (geneticka divergence cca 5-16 % nazdkladé¢ sekvenci malé
mitochondrialni ribozomalni podjednotky, Schwenk et al. 2000; Petrusek et al., in prep.), je to
nejagresivné]i hybridizujici skupina rodu Daphnia. Absence funkcnich reprodukcnich bariér
mezi neékterymi druhy byva doprovazena témét kompletnim piekryvem arealti rozsifeni.

Situace, kdy jednu lokalitu obyva dvojice a vétsi mnozstvi riznych druhti tohoto komplexu
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neni nijak vzadcna a zna¢nou meérou usnadiuje samotny akt hybridizace. Mnoho studii
zalozenych na morfologii (GieBler 2001), alozymové analyze (Taylor a Hebert 1992; Spaak
1996), AFLP (amplified fragment length polymorphism) (Gili et al. 2004), mikrosatelitech
(Ender et al. 1996), sekvencich mtDNA (Schwenk 1993) a RFLP (restriction fragment length
polymorphism) (Hobaek et al. 2004; Taylor et al. 2005) prokazalo, Zze hybridi komplexu
D. longispina jsou v piirozeném prostiedi bézni, n€kdy dokonce pocetnéjsi nez jejich
rodicovské druhy, a ze k hybridizaci dochazi snadno a opakované.

V Palearktické oblasti hybridizuji druhy D. galeata, D. longispina’ a D. cucullata, a to
kazdy s kazdym. F; hybridi tvofi sympatrické populace se svymi rodiCovskymi druhy a
v z&vislosti na podminkach vngjs$iho prostfedi jim vice ¢i méné konkuruji (Kapitola 3.).
Kromé téchto ti linii hybridd byli na vychodé Norska objeveni jest¢ mezidruhovi kiiZenci
D. lacustris a D. galeata (Hobzk et al. 2004). Toto zjisténi bylo velmi prekvapivé, nebot
sekvence mitochondridlni DNA D. lacustris a D. galeata se 1i8i o vice nez 15 % (Schwenk et
al. 2001; Hobzk et al. 2004). Hybridizace mezi takto geneticky divergentnimi druhy je
v pfirozeném prostiedi ojedinéld. Rekombinantni genotypy, jako jsou F, hybridi a zpétni
kfizenci, jsou vramci druhového komplexu D. longispina také znamy (Spaak 1996,
Jankowski a Straile 2004), ale jsou mnohem vzacngj§i. Caste¢na schopnost pohlavniho
rozmnozovani hybridd vSech ¢tyt druhti navic vede k horizontalnimu toku genii mezi
jednotlivymi druhy a ma vyznamny vliv na genofond soucasnych i budoucich populaci
(Kapitola 4.2.1.).

Na uzemi nearktické biogeografické oblasti dochazi k hybridizaci mezi D. galeata
mendotae a D. dentifera’ (Taylor a Hebert 1992, 1993a, b; Duffy et al. 2004). DilleZitym
reprodukéné — izolaénim mechanismem téchto druhli jsou rizné ekologické preference.
D. galeata mendotae preferuje velka jezera, zatimco D. dentifera spiSe malé nadrze bez ryb.
Hybridi obyvaji jezera sttedni velikosti spolu s jednim z rodi¢ovskych druht nebo samostatné.
Druhy rodiCovsky druh byva v minoritnim zastoupeni nebo je zcela eliminovan.
V podminkach jezer stfedni velikosti jsou asi hybridi selekéné zvyhodnéni, protoze jejich
populacni hustota byva vysokd a jednotlivé klondlni linie na stanovistich stabilné setrvavaji i
n¢kolik let. Hybridi jsou navic schopni zpétného kiizeni, v dusledku cehoz dochézi
k horizontalnimu pienosu genti (Taylor a Hebert 1993b). Hybridizace D. galeata mendotae a

D. dentifera je tedy introgresivni.

3 Pelagické forma druhu D. longispina je v mnoha studiich ozna¢ovana jako D. hyalina, nicmén¢ se nejednd o
samostatny druh.
* Ve starsich pracich ze severoamerického kontinentu byva tento druh oznacovan jako D. rosea.
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Zajimavym piipadem je hybridizace mezi nearktickou D. galeata mendotae a
palearktickou D. galeata (Taylor a Hebert 1993c). Tyto dvé linie byly po dlouhou dobu
oddéleny geografickou bariérou oceanu. Na konci sedmdesatych let nebo na pocatku
osmdesatych let dvacatého stoleti invadovala evropskd D. galeata do oblasti Velkych jezer na
severovychodé USA. Do Ameriky se pravdépodobné dostala spolu s balastni vodou velkych
zaoceanskych lodi podobn¢ jako fada dalSich invaznich druhil. Invaze sice uspésna nebyla,
protoze nika uz byla obsazena morfologicky i ekologicky podobnym druhem D. galeata
mendotae, ale doSlo k hybridizaci téchto dvou druhti (Kapitola 4.2.2.). Piestoze jedinci
s genotypem evropské D. galeata jsou v oblasti Velkych jezer vzéacni, F; hybridy a zpétné
kiizence je mozné detekovat pomérné casto. Pfipad hybridizace mezi druhy D. galeata
mendotae a D. galeata svéd¢i o tom, jak snadné je ptehlédnuti ekologickych a evolucnich
procest rodu Daphnia, jestlize nemame k dispozici moderni molekularni nastroje, a jak

kiehké mohou hranice mezi nékterymi druhy byt.

D. lacustris

D. dentifera D. galeata D. galeata

mendotae
D. cucullata

Obrazek 2. Hybridizujici druhy druhového komplexu D. longispina (schémata jednotlivych druhu Taylor
et al. 2005).

Sipky znézoriiuji, které druhy mezi sebou hybridizuji. Druhy D. dentifera a D. galeata mendotae jsou
nearktické, ostatni druhy jsou palearktické.

2.3. Pro¢ dochazi k hybridizaci

Z hlediska speciace byva pritomnost hybridizace vysvétlovana dvéma zpusoby.
Druhové komplexy jsou bud’ chdpany jako evolu¢ni krok k rozstépeni druhu do dvou rtiznych
linii, kde je mezidruhova hybridizace priivodnim jevem procesu speciace (sympatricka
speciace); nebo k hybridizaci dochazi pii druhotném kontaktu druhti, které od sebe byly delsi

dobu izolovany vné&jSimi izolacnimi mechanismy (alopatrickd nebo parapatricka speciace)
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(Harrison 1990). Jak ukazuji nékteré genetické a biogeografické studie, sympatricka speciace
je vzacna a vétsina druhi, stejné jako druhy rodu Daphnia, speciuje alopatricky. Uvazime-li
evoluéni vék hybridizujicich druhli rodu Daphnia, ktery je v fadu miliont let (geneticka
divergence cca 5-16 % na zéklad€ sekvenci malé mitochondrialni ribozomalni podjednotky;
Petrusek et al., in prep.), je myslitelné, ze stiidani obdobi zalednéni a obdobi osidlovéani
novych habitatli v dobach meziledovych mohlo v minulosti vést k druhotnému kontaktu diive
izolovanych linii a nésledné také k hybridizaci (Schwenk et al. 2000). Alopatricka
diferenciace patrn¢ hraje pfii speciaci rodu Daphnia velmi dilezitou roli. VéEtSina druht je
endemicka pro jednotlivé kontinenty, protoze piekonani geografické bariéry ocednu je pro
perloocky obtizné. V ramci jednoho kontinentu miZze k alopatrii dochazet v dasledku
preference rtiznych na zemépisné Siice zavislych faktorti, jako je primérna ro¢ni teplota
(napt. D. galeata a D. lacustris (Hobzxk et al. 2004)), coz je spiSe vyjimecné. VétSina
hybridizujicich druhti je sympatricka a aredly jejich rozsSifeni se témét piekryvaji. Nékteré
druhy i pfesto, Ze obyvaji stejnou oblast, preferuji ekologicky rizna stanovisté a k hybridizaci
dochazi pouze na lokalitach, které maji pfechodné vlastnosti mezi obéma typy stanovist
preferovanymi rodi¢ovskymi druhy (D. dentifera a D. galeata mendotae (Taylor a Hebert
1992, 1993a, b)). Hybridizace téchto zastupct rodu Daphnia je spojena s fuzi ekologickych
nik (Lieder 1983) — tzv. hybridizaci habitatu (Anderson 1948). Pokud tedy k izolaci populaci
dochazi, nejedna se pouze o disledek rozdilné schopnosti disperse jednotlivych linii, ale mira
izolace je ovlivnéna také polohou kontinentti, distribuci ekologicky podobnych stanovist' a
toleranci jednotlivych linii k podminkam vnéjsiho prostiedi (Schwenk et al. 2000).

Nékteré¢ z dneSnich hybridizujicich druhti rodu Daphnia se dostaly do druhotného
kontaktu vinou ¢lovéka. Clovék mize slouzit jako vektor pii rozsifovani trvalych vaji¢ek
(napf. vlastnim télem, lodni dopravou) a néktera vajicka tak mohou byt pfepravovana i na, pro
perloocky neobvykle, velké vzdalenosti (Taylor a Hebert 1993c). Tim ze ¢lovék meéni
ptirozenou skladbu krajiny, velkou mérou pfispiva i ke zméndm ve spolecenstvech vodnich
ekosystému. Napiiklad stavba nadrzi se stojatou sladkou vodou, jakymi jsou rybniky a
piehradni nadrze, rozsifuje nabidku potencidlnich stanovist pro vodni organismy. Tim je
usnadnéna také kolonizace lokalit, které¢ byly difive vzdalené. Existuji také dikazy o tom,
ze eutrofizace vod v nckolika poslednich desetiletich podporuje kolonizaci ptavodné
oligotrofnich lokalit novymi druhy, protoze mizi problém limitace potravou a oteviraji se
nové niky (Straile a Geller 1998). Cinnost ¢lovéka tedy miZze byt piinejmensim stejnd
vyznamnym Cinitelem zprostiedkovavajicim sekundarni kontakt izolovanych linii jako

faktory vnéjSiho prostedi nebo schopnost disperse.
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2.4. Kdy dochazi k hybridizaci

Druhotny kontakt izolovanych linii je pouze jednim z ptedpoklada pro to, aby doslo
k aspésné hybridizacni udalosti. U dobfe reprodukéné izolovanych druhtt k hybridizaci
nedochdzi ani v ptipad¢€, kdy se vyskytuji ve stejném Casoprostoru. Stejn¢ tak nemiize dojit
k uspésné hybridizaci, jestlize neni zivotni cyklus a rozmnozovaci cyklus obou
hybridizujicich druht sladén. Uspéch mezidruhového kiizeni sympatrickych populaci tak
zéavisi na celé Skale faktorti, jakymi jsou prostorova a Casova synchronizace, pohlavni vybér
nebo hustota populace. Velka genetickd divergence hybridizujicich druhii rodu Daphnia
svéd¢i o tom, Ze se reprodukéni bariéry mezi jednotlivymi druhy vyvijeji velmi pomalu
(Schwenk et al. 2000, Hobak et al. 2004, Petrusek et al. in prep.). VétSina prezygotickych
reprodukéné-izolacnich mechanismi, jako je selektivita pfi vybéru sexudlniho partnera,
pravdépodobné neni vyvinuta (Petrusek, osobni sdéleni) a dokonceni vyvoje reprodukéni
izolace druhli je tak zcela zé&vislé na vzniku postzygotickych reprodukéné—izolacnich
mechanismd.

Zastupci rodu Daphnia, stejné jako vétSina ostatnich perloocek, se po vétSinu sezony
rozmnozuji nepohlavné (partenogeneticky) a samci a sexudlni samice vznikaji pouze
v kratkém obdobi, obvykle jen nékolik tydni dlouhém. Tento fenomén je znamy jako
cyklickd partenogeneze (Obrazek 3). K hybridizaci dochazi v obdobi sexudlni faze zivotniho
cyklu za predpokladu, Ze se na jedné lokalit¢ a ve stejném Case vyskytuji samci a pohlavni
samice dvou riznych druhi. Jestlize reprodukéné—izolaéni mechanismy nejsou zcela funkéni
a sexudlni samice je UspeSné oplodnéna samcem jiného druhu, vznikaji trvald vajicka
s rekombinantnim genotypem. Velkd ¢ast hybridnich zarodk je pravdépodobné
nezivotaschopna, ale z nékterych vajicek se za vhodnych podminek lihne hybridni
partenogenetickd samice Fj-generace, kterd se po dospéni mnozi nepohlavné
(partenogeneticky).

Faktorti, které vedou kindukci sexudlni faze u perloocek je cela skéla,
ale mechanismy jejich pisobeni a podstatu jejich interakci zatim nezname. VétSinou jde
o faktory stresové, jako je zkraceni fotoperiody, limitace potravou, zvySeni hustoty populace
nebo nizké teploty. Lihnuti samcl je indukovéno pon€kud jinymi faktory nez vznik
sexualnich samic. Zatimco prechod samicek do sexudlni faze zivotniho cyklu je podminén
pievazné kombinaci faktora vnéjSitho prostiedi, lihnuti samci je ve velké mife
zprostiedkovano 1 chemickymi podnéty, které jsou uvoliiovany pii zvyseni populacni hustoty

perloocek (Hobak a Larson 1990). Zajimavé je, Ze tyto chemické signaly nejsou druhové
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specifické a vyvolavaji lihnuti samci 1 mezi vzdalené piibuznymi druhy (Hobak a Larson
1990). Jestlize tedy samicky dvou druhti vstupuji do sexualni faze zivotniho cyklu v riznych
castech roku, samci jsou vzdy v kontaktu pouze se sexudlni samickou jednoho druhu a
piipadna hybridizace je tak siln¢ asymetrickd (Jankowski a Straile 2004). K asymetrii
v mezidruhovém pareni také dochdzi, jestlize je jeden z rodiCovskych druhti vzacny (Dowling
et al. 1989; Taylor a Hebert 1993). Cisté statisticky, pro jedince vzacngjsiho druhu je
pravdépodobnost nalezeni sexudlni partnera mezi jedinci hojnéjSiho druhu vétsi nez
pravdépodobnost nalezeni sexudlniho partnera v ramci druhu vlastniho. Podle tohoto scénare
by tedy m¢l byt mateiskym druhem vétSinou druh hojné;si, ale nékteré studie ukazuji, ze tomu
tak vzdy neni. Schwenk et al. (in MS) se domnivaji, ze asymetrii pii hybridizaci rodu
Daphnia muze zplsobit rizna zivotaschopnost riznych hybridnich potomka. Tuto teorii
doklada laboratorni pokus, ve kterém byly kiizeny rizné klony dvou rtznych druhii rodu
Daphnia (Schwenk et al. 2001). Usp&$nost jednotlivych pafeni se lisila poétem
produkovanych trvalych vajicek, poctem vylihnutych hybridnich potomki i poctem potomkt
dozivsich se dospélosti. Podobné mechanismy mohou zptsobit asymetrii i pti zpétném kiizeni
(Schwenk et al. in prep.; Taylor a Hebert 1993b), coz v krajnim ptipad¢ vede k jednosmérné

introgresi.

Obrazek 3. Zivotni cyklus perlootek rodu Daphnia (autofi schématu: K. De Meester, K. De Gelas a
A. Petrusek; popis dle Mort 1991 a Spaak 2000).

Zivotni cyklus cyklicky partenogenetickych perlooéek ma dvé faze — fazi partenogenetickou a fazi
sexualni. Po vétSinu sezony jsou na lokalité pouze asexudlni samice, které produkuji partenogeneticka vajicka.
Pocet vajec ve snusce se muze liSit a zavisi predevS§im na velikosti a kondici samic. Z partenogenetickych
vaji¢ek se opét lihnou asexualni samice, které jsou geneticky identické se svou matkou. Pii vstupu do sexualni
faze zivotniho cyklu se z nékterych partenogenetickych vajicek lihnou samci, ktefi jsou diploidni a geneticky
identicti se svou matkou. Samice se pfipravuji na pohlavni rozmnozovani tak, ze vytvoii efipium. Sexudlni faze
obvykle trva pouze n€kolik tydnli a dochazi vni k pohlavnimu rozmnozovani mezi samci a pohlavnimi
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samicemi. Oplodnéna samice zpravidla nese dvé¢ trvald vajicka, kterd jsou pfi svlékani uvolnéna v efipiu do
volného prostoru. Vajicka jsou v takto konzervovaném stavu schopna pieckat i dlouhd obdobi nepiizné a slouzi
zaroven jako odolnd i jako dispersni staddia. Za vhodnych podminek se z trvalého vajicka lihne partenogeneticka
samice, kterd je rekombinantem obou rodi¢ovskych genotypi.

2.5. Morfologické vlastnosti hybrida rodu Daphnia

Morfologické variabilita zastupct rodu Daphnia je velkd a do zna¢né miry ovlivnéna
faktory vné&jSiho prostfedi (napf. predacni tlak, turbidita, dostupnost potravy) (Benzie 1986).
Pfesto Ize u nekterych druhii nalézt morfologické znaky, které kromé toho, ze jsou druhové
specifické, umoznuji také identifikaci mezidruhovych kiizenci. Hybridi maji pfechodny
fenotyp v porovnani s obéma rodi¢ovskymi druhy (napt. Brooks 1957; Lieder 1983; Wolf a
Mort 1986; Jankowski a Straile 2004) a kombinuji tedy morfologické vlastnosti obou
rodic¢ovskych druhii. Morfologicka variabilita hybrida je nicméné piinejmensim stejné velka,
jako variabilita rodi¢ovskych druhii (Schwenk et al. in MS). V disledku toho jsou nékteti
hybridi jasné odlisSitelni od obou rodicovskych druhil a jini se naopak podobaji jednomu
rodi¢ovskému druhu natolik, Ze je na zakladé morfologie téméf nelze odlisit. Hybridi F;-
generace se od rodiCovskych druht zpravidla 1is§i celkovym tvarem téla 1 dil¢imi
morfologickymi znaky. Pro odliSeni F; hybridi druhového komplexu D. longispina se
napfiklad tradi¢n€ vyuzivaji znaky, které se nachéazeji v oblasti hlavy (viz Obrazek 4) (Wolf a
Mort 1986, GieBler et al. 1999). Zpétni kiizenci se morfologicky vice podobaji jednomu
rodiovskému druhu (Jankowski a Straile 2004) a jejich odliSeni od jednoho z rodict je na
zéklad¢ morfologickych znaki téméf nemozné. Podobné je tomu také s hybridy F,-generace a

dalS§imi rekombinanty.

e nal

D. cucullata D. galeata mezidruhovy hybrid D. galeata x cucullata

Obrazek 4. Srovnani morfologickych znaki D. cucullata, D. galeata a jejich F; hybrida (foto: S. Ruthovs)

Oba rodicovské druhy i F; hybrid se od sebe na prvni pohled morfologicky 1isi, ale pfesné definovani rozdilti mezi
jednotlivymi liniemi mize byt znaéné komplikované. K odliseni hybridl od rodicovskych druhti zpravidla slouzi fixni
morfologické znaky, jako je velikost a poloha oka, sklon frontalni ¢asti hlavy, pfitomnost naupliového oka a vzdalenost mista
inzerce antenul od vrcholu rostra (oznaceno Sipkami). Mezidruhovy hybrid mé pfechodny tvar hlavy mezi obéma
rodi¢ovskymi druhy. Od obou druht se 1isi polohou antenul (oproti druhu D. galeata doslo k posunu mista inzerce antenul
blize k vrcholu rostra), od druhu D. galeata velikosti a polohou oka i tvarem hlavy a na rozdil od druhu D. cucullata ma tento
hybrid vyvinuté naupliové oko.
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3. EKOLOGICKE VZTAHY
3.1. Fitness hybridi rodu Daphnia

Fitness hybridd rodu Daphnia mlze byt studovdna ze dvou riznych aspekti.
Ekologické studie zpravidla sleduji  fitness hybridi  z kratkodobého  hlediska
v partenogenetické ¢asti Zivotniho cyklu a nezabyvaji se uspesSnosti hybrida ve fazi sexualni
(napft. Spaak a Hoekstra 1997). Evolu¢né biologické studie, které studuji dlouhodoby evoluéni
vyznam hybridnich linii, naopak sleduji i reprodukéni uspéch hybridi v sexudlni fazi
zivotniho cyklu a jejich geneticky pfispévek do dalSich generaci (naptf. Schwenk a Spaak
1995). Hybridni linie, které jsme schopni detekovat, se po cely Zivot nebo po jeho velkou ¢ast
s uspéchem rozmnozuji nepohlavné. Klicovym faktorem ovliviiujicim jejich relativni fitness
jsou proto predevsim selek¢ni faktory vnéjsiho prostfedi (Kapitola 3.2.). Mnohé empirické
studie dokazuji, Ze hybridi rodu Daphnia mohou byt lokaln¢ velmi GspésSnou skupinou, ktera
diky vyhodné kombinaci vlastnosti obou rodiCovskych druhii spojenou se schopnosti
nepohlavniho rozmnozovani obsazuje nové niky nebo s Uspéchem koexistuje s obéma
rodicovskymi druhy na jedné lokalité¢ (Spaak a Hoekstra 1995; 1997; Declerck a De Meester
2003) (Kapitola 3.3.1.). Ztohoto pohledu se fitness hybridd rodu Daphnia zasadnim
zpusobem lisi od tradi¢nich predstav, ve kterych jsou hybridi vSeobecné povazovani za méné
zdatnou linii (Barton a Hewitt 1985). Na druhé stran¢, jestlize se hybridi rozmnozuji pouze
partenogeneticky, mira jejich adaptace k podminkam wvnéjSiho prostfedi zavisi pouze na
mutacnich zménéch. V dusledku toho mohou byt sice lokdlné uspéSnou skupinou, nicméné
jejich evoluéni vyznam a tedy 1 dlouhodoba relativni zdatnost jsou zanedbatelné.

Hybridi druhového komplexu D. longispina jsou jedinou znamou skupinou hybrida
rodu Daphnia, kterd je schopna pohlavniho rozmnozovani. Pomoci molekularnich néstroja se
v n¢kolika poslednich letech podatilo detekovat F, hybridy i zpétné kiizence tohoto komplexu
na riznych lokalitach v Evropé€ i v Severni Americe (napt. Schwenk a Spaak 1995; Taylor a
Hebert 1993a; Spaak et al. 2004). K jejich ndlezim dochazi ve srovnani s poctem hybrida F;-
generace pomérné vzacné, coz sveéd¢i o snizené plodnosti F; hybridi. Pfesny rozsah limitace
schopnosti pohlavniho rozmnozovani u hybrida zptisobeny poskozenim v pribéhu meidzy
(sterilita hybrid) (Schwenk 1997) nicméné zatim neni znam. Pravdépodobnost dokonceni
embryondlniho vyvoje F; hybrida je ovlivnéna smérem mezidruhového kiizeni a vlastnostmi
rodicovskych jedinct (Schwenk et al. 2001). Pfi kiiZeni stejnych druhii mize byt podil
uspésné vylihnutych hybridnich vajicek pomérné vysoky i roven nule. Podobné vztahy
funguji 1 pfi zp€tném kiiZzeni (Schwenk et al. in MS), ale u zpétnych kiizenc a jejich

potomktl by se mohla fertilita opét zvySovat.
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Pti studiu piirozenych populaci nasi pozornosti zcela unikaji hybridi, ktefi bud’ nejsou
schopni partenogenetického rozmnozovani nebo se nevylihnou =z trvalych vajicek.
V ojedin€lém laboratornim pokusu, kde byla experimentdln¢ kiiZzena D. galeata a
D. cucullata (Schwenk et al. 2001) se z vyprodukovanych trvalych vajicek dozilo dospélosti
pouze 2,8 % hybridii. Ve vétsin€ praci sledujicich historii druhového sloZeni perloocek ve
sladkovodnich ekosystémech jsou analyzovani pouze vylihli jedinci (Faustova et al. 2004;
Spaak a Keller 2004) a o tom, jaky je skutecny podil hybridnich vaji¢ek v pfirozeném
prostiedi tak zatim mame jen kusé informace. Vysledky ekologicky i evolu¢né zamétenych
hybridnich linii. Domnivam se, ze prave tento Gspéch z nich ¢inni idedlni modely pro studium

ekologickych i evolu¢nich procest.

3.2. Modely hybridnich zén

Snahou populacnich ekologli druhé poloviny devatenactého stoleti se stalo vytvoreni
souhrnného modelu popisujiciho vznik, stabilizaci a chovani hybridnich zon. Brzy se ukazalo,
ze navrhnout univerzalni model tak, aby vyhovoval pozadavkiim vSech hybridizujicich druhd,
je velice slozité, ne-li nemozné. Zatimco hybridizaci ne¢kterych druhii vznikaji jedinci zcela
neplodni se zanedbatelnou fitness oproti rodi€ovskym druhim, hybridizaci jinych druht
vznikaji jedinci ¢astecné plodni, kteti navic mohou kombinovat vlastnosti obou rodi¢ovskych
druht tak, aby byli zvyhodnéni v lokalnich podminkach (Arnold 1997). Krom¢ toho se také
1181 charaktery hybridnich zon. U druhti se spojitym aredlem hybridni zona vznika na prekryvu
arealu obou populaci. Naopak u druhti s ostrivkovitym roz$ifenim, kterymi jsou také
organismy obyvajici stojaté vody, hybridni zoéna v pravém slova smyslu neexistuje nebo mé
charakter slepence jednotlivych populaci (,,patchwork of populations® (Harrison a Rand
1989)). Ve snaze vyhovét témto piedpokladiim byly navrzeny jednak modely ekologické
(napt. mosaic models (Howard 1986; Harrison 1986), bounded hybrid superiority model
(Moore 1977)), ve kterych je selekce ovlivnéna faktory vnéjsiho prostiedi, tak i modely, které
predpokladaji nezavislost selekénich procesii na faktorech vnéj$iho prostfedi (tension zone
models (Barton 1979; Barton a Hewitt 1985)). Nezavislosti na faktorech vnéj$iho prostiedi se
mysli, ze snizend zivotaschopnost nebo snizena plodnost hybridi je zpiisobena vyhradné

endogennimi faktory, jako je ¢aste€na genetickd inkompabilita rodi¢ovskych genomt.

19



3.3. Temporal hybrid superiority hypothesis

Vsechny vySe uvedené a Siroce uzivané modely hybridnich zén byli ptivodné navrzeny
pro suchozemské a obligatné sexualni organismy. Pro modelovani populac¢nich zmén rodu
Daphnia tedy nejsou ptiliS vhodné. Zastupci rodu Daphnia maji nespojité arealy ostrovniho
charakteru, kde je migrace mezi jednotlivymi subpopulacemi uskutecnovana déalkovym
transportem. Zivotni prostiedi jednotlivych stanoviit' je navic velice homogenni v porovnani
se suchozemskym prostiedim. Neni tedy nijak neobvyklé, Ze se arealy supbpopulaci vice
druhtt nebo rodi¢ovskych druhli a jejich hybridi zcela ptekryvaji a dochéazi k sympatrii
(Taylor a Hebert 1992,1993b). Hybridni zona sensu stricto tak v podstaté neexistuje
(Schwenk a Spaak 1995). Vyjimku by mohly tvofit dlouhé prato¢né korytovité nadrze, kde se
na vertikdlnim i horizontalnim profilu tvoii gradienty abiotickych i biotickych faktort (napf.
ziviny, rybi predace) (Sed’a a Devetter 2000). Nabidka rtiznych stanovist v ramci jedné
lokality se tak rozsifi. Modely popisujici dynamiku hybridnich zén obligatné sexudlnich
organismil navic predpokladaji, Ze je hybridni zéna udrzovana opakovanymi hybridiza¢nimi
udalostmi. U partenogeneticky se rozmnozujicich zastupcti rodu Daphnia toto neni nezbytné,
protoze ke vzniku populace hybridl teoreticky staci jedna hybridiza¢ni udélost. Z ptirody
skutecné zname nekolik lokalit, kde je cela populace tvofena pouze jednim hybridnim klonem
(Hebert et al. 1989). Usnadnéna je také néslednd stabilizace klonalni linie, protoze
partenogeneze umoziiuje obchdzet problémy spojené s pohlavnim rozmnoZovanim (tzv.
hybrid breakdown).

Jako model vysvétlujici koexistenci hybridi a rodicovskych druhit a lokalni
reprodukéni Uspéch hybridi rodu Daphnia byla navrzena hypotéza ,,temporal hybrid
superiority” (Spaak a Hoekstra 1997). Ta konstatuje, Ze na ¢asov¢ proménlivych lokalitach,
jako jsou jezera mirného pasu, mohou hybridi koexistovat se svymi rodicovskymi druhy,
protoze v nékterych castech roku a za vhodnych podminek vnéj$iho prostiedi maji veEtsi
fitness. To je v zdsadnim rozporu s Siroce rozsitenym modelem tenznich zon (Barton a Hewit
1985), ktery predpoklada, ze hybridi maji nizsi fitness nez rodi¢ovské druhy a Ze je tento
handicap kompenzovan opakovanou produkci hybridd. Studie zabyvajici se populacni
dynamikou hybrida rodu Daphnia ukazaly, ze hybridi sice maji pfechodny fenotyp mezi
obéma rodi¢ovskymi druhy, ale jejich reproduk¢ni strategie se vice podobd reprodukcni
strategii jednoho rodi¢ovského druhu (Weider 1993; Spaak 1995; Spaak a Hoekstra 1995). Ve
fazi partenogenetického mnozeni tak mohou kombinovat mensi velikost, kterd je selekéné
vyhodné za specifickych podminek vnéjSiho prosttedi (napt. zvySeny predacni tlak, limitace

potravou - Kapitola 3.3.1 a 3.3.2.) s pomérn¢ vysokou reprodukcni rychlosti.
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3.3.1. Predacni tlak

Klicovym faktorem vysvétlujicim koexistenci hybridl s rodiCovskymi druhy a
docasny velky populaéni rast hybridii v pfirozenych podminkach byvéa zvySeny predacni tlak
ryb. Selekéni tlak pozitivné koreluje s velikosti jedinct (O‘Brien et al. 1976; Zaret 1980 dle
Spaak a Hoekstra 1995) a sjejich viditelnosti. To znamend, ze drobné druhy a druhy
s nepigmentovanym karapaxem maji oproti vétSim nebo pigmentovanym druhiim selekéni
vyhodu. V populacich nékterych druhti rodu Daphnia (napt. D. galeata) a jejich hybridi je
bézné, ze pii zvySeném predacnim tlaku ryb (resp. v pfitomnosti rybich kairomonit), dochazi
ke zmenSovani priimérné velikosti téla jedinct (Boersma et al. 1998; Declerck a Weber 2003;
Spaak et al. 2000).

Spaak a Hoekstra (1995;1997) a Declerck a De Meester (2003) studovali vliv
predacniho tlaku ryb na sympatricky hybridni komplex D. galeata/D. cucullata. Zatimco bez
m¢éla nejvyssi vnitini rychlost ristu populace hybridi. Reprodukéni tispéch hybrida pii silném
predac¢nim tlaku ryb je dan tim, Ze hybridi slu¢uji pomérné malou télesnou velikost snizujici
ktera siln€ji podléha predacnimu tlaku, 1 nez mala D. cucullata, ktera nema tak vyhodnou
reprodukéni strategii. Situace se mize vyvijet 1 jinym zpisobem. Flik a Vijverberg (2003)
sledovali na jednom stanovisti populace velkého druhu D. pulicaria a menSich hybrida
D. galeata x D. longispina. Pii introdukci ryb na lokalitu zacali obé€ linie vertikalné migrovat,
ale pozdé&ji pii zvySeni predacniho tlaku se jejich strategie odliSily. D. pulicaria, kteréd je na
stanoviSti bez ryb kompeticné zdatnéj$i, byla nahle oproti malym hybridim selekéné
znevyhodnéna a uchylila se do vrstev hypolimnia. Tim sice ziskala refugium pted rybimi
predatory, ale vlivem nizkych teplot se jeji rtistova rychlost a tim 1 fitness snizila. Naopak
drobnéjsi hybridi vyuzivali pies den refugia v hypolimniu, ale v noci vyplouvali do teplé
metabolicky vyhodnéjsi povrchové vrstvy (Flik a Vijverberg 2003). Rychly populacni rist
hybridl byl tak podpofen nejen mensim predacnim tlakem, ale i diferenciaci nik.

Kombinaci morfologickych i1 behaviordlnich vlastnosti rodicovskych druht mohou
hybridi ziskat vyhodu i1 v pfitomnosti bezobratlych predatorti. Spaak (1995) pozoroval, ze
juvenilni stadia hybridd D. cucullata x D. galeata, ktera nejvice podléhaji predacnimu tlaku
bezobratlych predatori, maji télesny rist v podstat¢ shodny s D. galeata, ale jejich
cyklomorfoza je vice podobnad druhu D. cucullata. Prvni instar hybridd tedy kombinuje

relativni délku ptilbovitého protazeni hlavy a spiny D. cucullata a rychlejsi rast D. galeata.
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3.3.2. Dostupnost potravy

Predacni tlak nemusi byt klicovym faktorem utvatejicim populaéni strukturu za vSech
podminek. Na mnoha pfirozenych lokalitach viibec planktonozravé ryby nejsou, nebo maji
malé populacni hustoty. Nékteré studie také ukazuji, Ze vliv rybi predace se stava dilezitym
az v pozdnim obdobi vegetacni sezony, kdy je pfitomno dostatecné mnozstvi juvenilnich ryb
(Boersma et al. 1991). Jestlize je predacni tlak ryb nizky, dochazi ke vzriistu populac¢nich
hustot filtratort ve vodnim sloupci nadrze. Filtratofi odfiltrovavaji velké mnozstvi fas v nadrzi
a limitujicim faktorem se muze stat dostupnost potravy. Potravni dostupnost je pro rod
Daphnia klicovym faktorem také na oligotrofnich a ultraoligotrofnich stanovistich, kde je rtst
fas redukovan nizkou dostupnosti zakladnich Zivin.

Boersma a Vijverberg (1994a, b) provedli laboratorni pokus, ve kterém sledovali
popula¢ni dynamiku populaci D. galeata, D. cucullata a jejich mezidruhovych hybrida
v raznych koncentracich potravy. Zjistili, ze pii limitaci potravou jsou ve vyhod¢, ve shod¢ se
size-efficiency hypothesis (Brooks a Dodson 1965)°, vétsi jedinci (tzn. D. galeata a hybridi) a
ze dojde ke kompeti¢nimu vylouc¢eni nejmensiho druhu (D. cucullata). Zajimavy byl vysledek
pokusu s vysokou koncentraci potravy, kdy méli nejvyssi vnitini rychlost rtistu hybridi. Za
situace, kdy vime, jak moc se mohou vlastnosti kloni v ramci jednoho taxonu lisit, zlistava
otazkou, nakolik vysledek ojedin€lého laboratorniho pokusu odpovida situaci v pfirozeném
prostiedi. Krom¢ dostupnosti potravy ma na strukturu populaci vliv i kvalita potravy a
velikost ¢astic (Repka 1996). Uspéch nebo netspéch jednotlivych linii ve vyse
zminéném experimentu tak mize byt artefaktem, protoze kvalita potravy nebyla brana
v uvahu (pokusné klony byly krmeny pouze dvéma druhy fas). Soucasné vyzkumy
ptirozenych sympatrickych populaci rodu Daphnia vliv predace a vliv dostupnosti potravy
shrnuji v rdmci jedné studie, protoze striktni odd€leni obou faktorii v prostiedi vétSich nadrzi

a jezer je témeét nemozné.

3.3.3. Dalsi ekologicke faktory
Znalost klicového faktoru ovliviiujicitho uspesnost populaci jednotlivych druhti rodu
Daphnia a jejich hybridi do zna¢né miry zjednodusi interpretaci a nasledné modelovani

populacnich zmén. Pfi studiu vztahii mezi populacemi a zivotnim prostfedim vSak nesmime

> Size-efficiency hypothesis (Brooks a Dodson 1965) tika, ze:
1) planktonni herbivofi otevienych vod soutézi o potravni partikule vhodnych rozméra (1 az 15 pm)
2) vetsi jedinei maji filtraci G€innéjsi a mohou také poziit vétsi partikule
3) proto, kdyZ je intenzita predace nizka, budou mali planktonni herbivoii kompetitivn¢ vylouceni velkymi
formami
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zapominat na to, Zze vn&j§i prostiedi je tvofeno celym souborem ekologickych faktori.
Relativni vyznam abiotickych a biotickych faktorti je navic Casto obtizné definovatelny,
protoze mohou pusobit jak ve stejném, tak v opacném sméru. Vysledky laboratornich studii
zaméienych na jediny faktor se tak nemusi shodovat se skute¢nosti, protoze smér selekce pii
pusobeni jednoho faktoru a vysledny smér selekce pii plisobeni celé Skaly faktorti se mize
znaéné lisit. Populace rodu Daphnia maji navic pomérné dynamicky vyvoj a 1 mald zména
v nékterém z faktort vnéjsiho prostfedi mize zpisobit velké zmény ve struktufe a pocetnosti
populaci. Predacni tlak ani dostupnost potravnich zdroji by tak rozhodné nemély byt
povazovany za jediné faktory ovliviujici fitness hybridd, jejich distribuci v ramci stanovisté a
silu ,,mezidruhové* konkurence.

Kromé vlivu predace a dostupnosti potravy byla popsana cela fada faktort, kterymi je
mozno vysvétlit vztahy populaci hybridd a jejich rodicovskych druhti. Je to naptiklad
parazitce (Wolinska et al. 2004), morfometrické parametry jezera (Schwenk, nepublikovano
podle Schwenk 1997), fluktuace teplot béhem roku (Spaak a Hoekstra 1997), nebo dostupnost
zakladnich prvkl. Zastupci rodu Daphnia jsou Casto limitovani fosforem (Sterner a Essen
1994), nenasycenymi mastnymi kyselinami (Wacker a von Elert 2001), ale podobné i
kombinacemi chloridii a kiemicitanli (Schwenk 1997). Obecné se da fict, ze ptitomnost
hybridl na jednotlivych lokalitach a jejich koexistence s rodi¢ovskymi druhy je ovlivnéna jak
historicko-demografickymi faktory, tak soucasnymi environmentalnimi podminkami a jejich
zménami. Vzdy vSak musime striktné oddé€lovat faktory ovliviiujici lokalni a docasny
reprodukéni Uspéch hybridii od faktord, které maji vliv na samotny vznik hybridnich linii,
jejich reprodukéni uspéch cestou pohlavniho rozmnozovani a moznost jejich dlouhodobého

piezivani; ty jsou spiSe endogenniho charakteru.

Predacni tlak Vnitini rychlost rastu
Preda¢ni bezobratlych Mezidruhova Limitace za pramérnych
Taxon tlak ryb predatori kompetice  potravou Parazitace podminek
D.galeata vysoky nizky nizka nizka nizka vysoka
D. cucullata stiedni vysoky nizka vysoka nizka nizka
hybridi nizky stiedni vysoka stiedni vysoka vysoka

Tabulka 1. Ekologické charakteristiky D. galeata, D. cucullata a jejich mezidruhovych kfiZenci.

4. EVOLUCNI DUSLEDKY HYBRIDIZACE RODU DAPHNIA
V ptedchozi kapitole jsem se pokusila ukézat, jak kombinace morfologickych i

fyziologickych vlastnosti obou rodicovskych druhli spolu se schopnosti nepohlavniho
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rozmnozovani usnadiiuje hybridiim rodu Daphnia zaloZeni populace, ktera je nejen schopna
obstat v podminkach vnéjsiho prostiedi, ale za spravné konstelace také uspéSné konkurovat
obéma rodi¢ovskym druhtim. Nepohlavni rozmnozovani je vysadou skytajici ohromny
potencial — nejen Ze nemusi dochéazet k produkci samcii, ale zakladem celé populace se navic
muze stat jedind hybridni samice. Takova situace pochopitelné neni moznd u zadného
obligatn¢ sexudlniho organismu, kde je jedinou moznosti jak stabilizovat hybridni zony
opakovand hybridiza¢ni udéalost. Na druhé strané, pfi absenci pohlavniho rozmnozovani
zustavaji jedinym zdrojem variability ndhodné mutace a piizptsobivost asexudlnich linii na
nové vnéjsi podminky je proto minimélni. Otazka dlouhodobého ptezivani hybridnich linii a
evolu¢nich dusledkt ztoho plynoucich je tak ve srovnani sdocasnym ekologickym

vyznamem hybridd zna¢né komplikovana.

4.1. Stabilizace hybridnich linii

Délka setrvani hybridli na stanovisti je ovlivnéna dvéma faktory: 1) podminkami
vn¢jSiho prostiedi (chemické a fyzikédlni faktory, interakce sjinymi organismy) a 2)
schopnosti hybridli pfezivat neptfizniva obdobi (fyziologické vlastnosti). Jestlize jsou
podminky vnéjsiho prostfedni vhodné a dostate¢né stalé, mize jedna klondlni linie na lokalité
setrvavat i mnoho desitek let (Jankowski a Straile 2004). Naopak na lokalitach, které
podléhaji fluktuacim, je produkce trvalych vajicek pro udrzeni populace perloocek nezbytna.
Razni hybridi rodu Daphnia jsou riznou meérou uzplsobeni k udrzeni hybridnich linii
v obdobich, kdy je pro né spole¢né plisobeni biotickych a abiotickych faktorti neptiznivé.
Populace, které se mnozi partenogeneticky bez produkce trvalych vajicek, jsou nejméné
stabilni. Absence odolnych dispersnich stadii zvySuje citlivost populace na sezéonni vykyvy
podnebi, ¢imz je zvySena také pravdépodobnost extinkce. Piikladem jsou hybridi D. ,, obtusa “
a D. pileata obyvajici periodické tiin¢ v Severni Americe (Hebert a Finston 1996). Ttin¢
pravidelné vysychaji, coz vede k zaniku mistnich populaci perlooc¢ek. Zatimco populace obou
rodicovskych druht se po opétovném zavodnéni obnovuji z banky trvalych vajicek, hybridni
linie mze vzniknout pouze opakovanou hybridizaci, protoze F1 hybridi jsou zifejmé sterilni.

Moznosti jak zvysit stabilitu klonalnich linii je obligatni partenogeneze, ktera je bézna
napfiklad u arktickych tinovych populaci rodu Daphnia (Hebert et al. 1989; Hebert et al.
1993), ale také ve vysokohorskych podminkach (Mergeay et al, in MS) Obligatné
partenogenetické samice jsou schopny vytvaret vedle klasickych partenogenetickych vajicek
také vajicka trvala, ¢imz je vyfeSen problém sezonnich vykyvi ve faktorech vnéjSiho

prostfedi. Trvala vajicka jsou generovana nepohlavni cestou a posléze se z nich lihnou jedinci

24



geneticky identicti se svou matkou. Variabilita v rdmci zijici populace i v ramci disperznich
stadii je proto v disledku absence pohlavniho rozmnozovdni minimalni. Dlouhodoba
perspektiva obligatné partenogenetickych linii je tedy v podstaté stejna jako perspektiva linii
neprodukujicich odolnd dispersni stadia. Piestoze obligatné partenogenetické linie snadno
pieckavaji sezonni vykyvy ekologickych faktord, délka jejich persistence na stanovisti je
zcela zavisla na dlouhodobé stabilité¢ vnéjsiho prostiedi. Hrozba vymieni lokalnich populaci
hybridli tedy neni zazehndna, pouze oddéalena na dobu, kdy dojde k natolik z4sadni zméné
ekologickych podminek, Ze se ji uniformni populace hybridii nebudou schopny ptizpiisobit.

Nekteti obligatné partenogeneticti hybridi se dokonce Casto uvadéji jako samostatné
druhy (napt. severoamerické arktické populace oznacované jako D.,, middendorffiana*“
(Dufresne a Hebert 1994)). Populace obligatné partenogenetickych hybrida se skutecné jevi
jako dobte morfologicky 1 ekologicky definované druhy, dokud neni provedena geneticka
analyza. Vzhledem k opakovanému vzniku hybridnich liniim vSak o speciaci v pravém slova
smyslu nejde.

Hybridi z druhového komplexu D. longispina jsou ptikladem tieti mozné zivotni
strategie: neztraceji zcela schopnost pohlavniho rozmnozovani a jsou tudiz stejné jako
rodicovské druhy schopni rozmnozovat se cyklickou partenogenezi. Prestoze
v partenogenetické Casti zivotniho cyklu byvaji hybridi tohoto druhového komplexu velmi
uspésni, jejich pohlavni rozmnozovani je komplikovanéj$i. O snizené plodnosti F; hybrida
sved¢i pomérné vzacné piipady detekce F, hybrida a zpétnych kiizenct (Wolf 1987, Spaak
1996) (Kapitola 3.1.). Piestoze se pohlavni rozmnozovani F; hybridi zda byt v porovnéni
s frekvenci Uspé$Sného pohlavniho rozmnozovani rodicovskych druhti relativné vzacnou
udalosti, mize mit vyznamné dusledky. Zpétné kiizeni otevira cestu k zasahtim do genofondu
obou rodicovskych druhti a teoreticky muze dojit 1 k evoluci a ptipadné dlouhodobéjsi
stabilizaci hybridni linie geograficky oddélené od jednoho ¢i obou rodi¢ovskych druht

(Kapitola 4.2.2.).

Citlivost na kratkodobé Citlivost na dlouhodobé
Zivotni cyklus (sezonni) fluktuace fluktuace
Partenogeneze bez disperzniho stadia Vysoka Vysoka
Obligatni partenogeneze Nizka Vysoka
Cyklicka partenogeneze Nizka Nizka

Tabulka 2. Mira citlivosti taxonii s riiznymi Zivotnimi strategiemi k rizné dlouhym fluktuacim
ekologickych faktori.
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4.2. Dusledky hybridizace v piirozeném prostiedi

Jedinec, ktery vznikd procesem hybridizace, mé zcela novy genotyp, ktery se
zésadnim zpusobem li§i od genofondu obou rodicovskych druhl. Hybridizace je tedy
v pfirozeném prosttedi piedev§im zdrojem variability. V porovnani srychlosti zmén
v genofondu, které vznikaji jako dusledek mutaci a rekombinace, se hybridizace jevi jako
dramaticky proces, kdy k vyznamnym evoluénim zménam muze dochazet jiz béhem jedné
generace. Pravé diky rychlosti, se kterou hybridizace tvoii nové kombinace geni a se kterou
hybridni jedince vystavuje ptusobeni selekce, je hybridizace idedlnim modelem pro studium
evoluce.

Dusledkt, kterymi v pfirozeném prostiedi usti hybridiza¢ni udalosti, je celd fada a
riznou mérou ovliviyji jak samotné hybridy, tak i oba rodicovské druhy. Interakce hybridl a
rodicovskych druhii v hybridnich zoénach jsou casto chdpany jako balancovani mezi
splyvanim mezidruhovych hranic (fusion) a posilovanim reprodukcénich bariér mezi
rodicovskymi druhy (reinforcement) (Harrison 1990). Vysledek =zavisi ptredev§im na
dlouhodobé¢ fitness hybridii a na stupni prezygotické reprodukéni izolace hybridizujicich
druhti, zejména na selektivité¢ pii vybeéru partnera (Wilson 1965, podle Harrison 1990).
Jestlize je relativni fitness hybridl nizka, dochéazi k posileni prezygotickych reprodukénich
bariér rodicovskych druht. V disledku toho se snizi i frekvence hybridiza¢nich udélosti a
zformuji se dobfe reprodukéné izolované druhy (reinforcement). Naopak vysoka relativni
fitness hybridi podpofi horizontalni tok genti a oba rodiCovské druhy i se svymi hybridy
postupné splynou v homogenni (pravdépodobné polymorfni) populaci (fusion) (Harrison
1990). V nékterych piipadech byva hybridizace nasledovéna izolaci hybridi od obou
rodicovskych druhil, ¢imz mlze byt nastartovan proces speciace. Mechanismem speciace u
populaci hybridii vzniklych pohlavnim rozmnozovanim rodicovskych druht mtze byt (Grant
1981, podle Harrison 1990):

1) oddéleni hybridi vnéjSimi izolacnimi mechanismy, kter¢é mohou byt
ekologické (naptiklad konkuren¢ni vylouceni rodicovskych druhi, osidleni typoveé
nového stanoviste), asové nebo behavioralni (Kapitola 4.2.2.);

2) rekombina&ni speciace®, kdy se rekombinanti pochazejici z kiiZeni
hybrida F;-generace pohlavné rozmnozuji mezi sebou, ale nekiizi se s rodiCovskymi

druhy nebo s jinymi rekombinantnimi genotypy (Flégr 2005);

% Rekombinadni speciace je v pfirozeném prostiedi vzacna a dochazi k ni ptedevsim u rostlin. Zadny znamy druh
rodu Daphnia timto zptisobem pravdépodobné nespecioval.
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3) nebo proces alopolyploidizace, kdy u hybridii dochéazi k ndsobeni poctu

chromosomil (viz. Kapitola 4.2.3.).

Jak uz jsem ukazala vySe, rizni hybridi rodu Daphnia se zadsadnim zpisobem lisi
historii svého vzniku, svou relativni fitness i svou Zivotni strategii. Evolu¢nich dusledka
z toho plynoucich je proto cela Skala, 1isi se hybrid od hybrida a nabizi pole neorané mnohym
evoluénim biologlim. Narozdil od ekologie hybridii rodu Daphnia, ktera velkou mérou
neodpovidd univerzalnim modelim hybridnich zén, jsou evolu¢ni dusledky hybridizace
tohoto rodu v souladu se soucasnymi predstavami o dynamice a evoluci populaci hybridi a
jejich rodicovskych druht. Evoluénim disledkem hybridizace rodu Daphnia je pak predevsim

introgrese, speciace a polyploidizace hybridnich linii.

4.2.1. Introgrese

NejzasadnéjSim, ale zarovenl pomérné ¢astym evolu¢nim procesem, ktery hybridizaci
rodu Daphnia provazi, je horizontalni tok genli (introgrese). Tento proces muzeme definovat
jako vymeénu genti mezi druhy, poddruhy, rasami nebo jinymi soustavami populaci (Rieseberg
a Wendel 1993, podle Schwenk 1997), ale stejny termin byl pouzit i pro pojmenovani
n¢kolika dalSich fenoména (Harrison 1990). Proces introgrese zahrnuje cytoplazmatickou
introgresi (pfenos mitochondridlnich nebo chloroplastovych genomi) i introgresi jaderné
DNA, pticemz k obéma typtim toku genli nemusi dochazet soucasn¢ nebo jejich sila nemusi
byt stejnd. Z ptirozené¢ho prostiedi zndme mnoho ptipadi, kdy je cytoplazmaticky tok genta
siln¢j$i nez jaderny nebo naopak. Piesné mechanismy téchto nesouladli nejsou znamy, ale
vychylky mohou byt zptsobeny napiiklad selekei vii€i cizorodym genim (Rieseberg et al.
1991) nebo asymetrickou reproduktivni izolaci (Aubert a Solignac 1990). Intenzivni studie
introgrese u rostlin (napt. Ellstrand et al. 1999, Hardig et al. 2000, Rieseberg 1998) a
u zivocichii (napt. Aubert et al. 1997, Dowling a Hoeh 1991, Epifanio a Philipp 2000)
v nékolika poslednich letech ukazaly, Ze introgrese je mocnym nastrojem evoluce a Ze jeji
vliv na variabilitu a genetickou diverzitu ptirozenych populaci mize byt vyznamny; a to at’
v pozitivnim (Stebbins a Daly 1961) nebo negativnim (Rhymer a Simberloff 1996) slova
smyslu.

V réamci rodu Daphnia dochéazi k horizontdlnimu pfenosu gend procesem tzv.
,»introgresivni hybridizace®. Tento termin poprvé uzili Anderson a Hubricht (1938) k popisu
dasledkt opakovaného zpétného kiizeni hybridi a rodicovskych druhti. K pfenosu gent

dochazi tehdy, jestlize se hybridi F;-generace kiizi zpétné s jednim nebo druhym rodicovskym
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druhem (recipro¢ni kiizeni). Polovina genomu, kterou do rozmnozovani vklada hybrid
obsahuje geny obou rodicovskych druhil, protoze pii meidéze dochazi k separaci chromozomil
nahodné. Zpétny kiizenec tak teoreticky ma tfi ¢tvrtiny geonomu od jednoho druhu a jednu
¢tvrtinu od druhého.

Podminkou introgresivni hybridizace je alespon caste¢na fertilita hybridi a zpétnych
kiizencii. Tento pozadavek spliuji v ramci rodu Daphnia ptedev§im hybridi druhového
komplexu D. longispina (Kapitola 2.2.). Introgrese byla u této skupiny také nckolikrat
nezavisle pozorovana (naptiklad GieBler 1997; Spaak 1996), ale ve vSech ptipadech Slo
o introgresi jaderné DNA. Horizontalni ptenos mitochondridlni DNA nebyl u rodu Daphnia
nikdy pozorovan (Schwenk 1993, Taylor a Hebert 1993b), coz je pomérné piekvapivé,
protoze mitochondridlni DNA je obvykle k introgresi mnohem vice nachylna nez jaderna
DNA (Harrison 1990). Absence cytoplazmatické introgrese muze byt vysvétlena nizkou
fertilitou hybridnich samic, které casto produkuji prazdnéd nebo jinak poskozena efipia
(Carvalho a Wolf 1989). N¢kdy je také pocet sexudlnich samic hybridli v porovnani s poctem
samcu nizky (Taylor nepublikovano, podle Taylor a Hebert 1993b) a prispévek sexualnich
samic hybrida pti zpétném kiizeni je tak nepozorovatelny.

Jestlize je populacni hustota jednoho rodi¢ovského druhu v porovnéani s populacni
hustotou druhého rodiCovského druhu nizkd, hybridi se s vét§i pravdépodobnosti pari
s hojnéjsim druhem. V disledku nerovnomérného zpétného kiizeni pak introgrese u rodu
Daphnia probiha asymetricky a nékdy je dokonce jednosmérna (Taylor a Hebert 1993b).

Rozsah pienosu genit mezi populacemi je zavisly pfedev§im na schopnosti dispersniho
Sifeni jedinct a na pravdépodobnosti jejich tspéSného pareni s domacimi populacemi na noveé
osidlené lokalité. Zastupci rodu Daphnia maji nespojity areal ostrovniho charakteru a
k introgresi tak dochazi ptfedev§im mezi populacemi rtiznych druhii v rdmci jedné lokality
nebo lokalit blizkych. Vystavba rezervoart se stojatou vodou, jakymi jsou naptiklad ptehradni
nadrze a rybniky, a eutrofizace vod vyznamnym zplisobem rozsifuje nabidku potencidlnich
stanovist. Usnadnéna je také migrace, protoze vzdalenosti mezi jednotlivymi lokalitami se
zkracuji. V disledku vyse uvedenych jevii se do pfimého kontaktu dostavaji i druhy, které se
diive setkavaly jen vyjimecné (Petrusek, osobni sdé€leni). Jestlize jsou hybridi schopni
pohlavniho rozmnozovani, jak je tomu u hybridi druhového komplexu D. longispina, funguji
jako spojka mezi obéma rodicovskymi druhy, pfes kterou dochdzi k prelévani geni.
V dasledku toho mé evoluce obou rodicovskych druhti sitovity charakter (,,reticulate

evolution ), s ¢imzZ je spojen také nesoulad druhové specifickych markertt (Schwenk et al.

28



1995). Studium introgrese je pomérné komplikované a vyzaduje sofistikované metody
molekularni detekce introgresantti.

O presnych diisledcich ptenosu genti rodu Daphnia toho tedy zatim neni piiliS zndmo
a vysledky jednotlivych studii vétSinou nelze zobecnit pro vSechny populace daného druhu.
Domnivam se, ze u ekologicky dobie odd€lenych taxonl (napt. D. galeata mendotae a
D. dentifera) je introgrese predevSim napomocnym faktorem pii procesu osidlovani novych
stanovist, ale jeji vliv na genofond rodi¢ovskych druhi je relativné maly. Dusledky introgrese
u druhti, které obyvaji podobnd stanovist¢ a aredly jejich rozSifeni se téméi prekryvaji
(D. galeata a D. cucullata), je slozit€j$i odhadnout. Nelze vyloudit, Ze masivni introgrese
povede postupné k unifikaci rodicovskych genotypi a ke splyvani populaci hybridd a

rodicovskych druhti na lokalitidch, kde se oba rodic¢ovské druhy vyskytuji soucasné.

4.2.2. Speciace cestou hybridizace

Slozitost fylogenetickych vztaht rodu Daphnia zaskocila nejednoho badatele, ktery se
jim snazil pfijit na kloub (Kapitola 2.1.). Dnes uz vime, ze mnohé komplikace ptisobi Casta
hybridizace a introgrese, v dasledku kterych se cesty fylogenetického vyvoje nékterych druhii
opakované spojuji, rozdéluji a kiizi (reticulate evolution). O to vic je prekvapujici, ze
nasledkem hybridizace v ramci tohoto rodu mize byt i speciace — tedy odStépeni zcela nové
nezavislé linie.

Nearktickd D. galeata mendotae je jiz par desitek let povazovana za samostatny druh
(Brooks 1957) a opravnénost tohoto statutu byla potvrzena nékolika nezavislymi studiemi
(Taylor a Hebert 1993c; Hebert a Colbourne 1996). Taylor et al. (2005) publikovali
komplexni fylogenetickou studii, ve které porovnavali sekvence mitochondridlniho genu pro
malou ribosomalni podjednotku (12S rDNA), sekvence ITS’ a restrikéni mista na ITS tohoto
druhu s nékterymi dalSimi severoamerickymi a evropskymi zastupci druhového komplexu
D. longispina. Mitochondrialni sekvence D. galaeta mendotae byly podle ocekavani velice
podobné sekvencim evropského druhu D. galeata a oba druhy spolu na zakladé analyzy
mtDNA® tvofily monofylum. Fylogram zaloZeny na srovnavaci analyze sekvenci ITS
z jaderné DNA se ale zasadnim zptisobem liSil. Druh D. galeata mendotae se prolinal hned
dvéma vétvemi. VétSina jedincl tvofila tésné seskupeni s druhem D. dentifera a nékolik

zbylych individui bylo tradi¢né pfifazeno k druhu D. galeata. Tedy zatimco mtDNA

" Internal trascribed spacer (Kapitola 5.2.2.)
¥ Mitochondrialni DNA.
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D. galeata mendotae je blizce ptibuzna mtDNA D. galeata, jeji jaderné sekvence ITS
obsahuji ¢etné znamky introgrese z D. dentifera.

Tento zdanlivy rozpor vytesili autofi studie elegantnim zplisobem. Domnivaji se, ze
druh D. galeata mendotae vznikl procesem izolace rekombinanti vnéj$Simi ekologickymi
faktory. Pfesnéji, ze hybridizaci druhti D. galeata a D. dentifera nasledovalo n€kolik zpétnych
ktizeni hybridl F;-generace s druhem D. galeata, pticemz rekombinanti byli posléze odd€leni
od obou rodi¢ovskych druhti vnéjsimi izolaénimi mechanismy (rozdilna preference stanovist’
(Duffy et al. 2004), geografickd bariéra pii zalednéni). Tim je vysvétlena jak vysoka
podobnost mitochondrialnich sekvenci D. galeata mendotae a D. galeata, tak introgrese
z D. dentifera. Hybridni ptivod tohoto druhu doklada také restrikéni vzor ITS, kde D. galeata
mendotae sdili vétSinu restrikénich mist s obéma rodi¢ovskymi druhy. D. galeata mendotae je
tak pravdépodobné zcela unikatnim piipadem speciace cestou hybridizace v rdmci celého

rodu Daphnia.

4.2.3. Polyploidni linie

Zajimavym disledkem hybridizace je vznik a stabilizace polyploidnich populaci.
Tento fenomén, kdy dochazi k hybridizaci nésledované reprodukéni izolaci hybrida
v disledku jednoho nebo vice zdvojeni nebo zndsobeni chromosomové sadky, je pomérné
Casty u rostlin, ale zname ho i z zivoc¢isné fiSe (Soltis a Soltis 1993). Populace polyploidnich
hybrida rodu Daphnia sice jsou reprodukcné izolovany od rodicovskych linii, ale rozmnozuji
se pouze obligatni partenogenezi (Hebert et al. 1989). O speciaci cestou alopolyploidizace,
u které je podminkou schopnost pohlavniho rozmnozovéani mezidruhovych kiizenct, se tedy
nejedna.

U rodu Daphnia jsou znamy populace polyploidnich hybrida 1 populace polyploidi
vzniklych pouze znasobenim poc¢tu chromosomu jednoho druhu. Polyploidie je pomérné Casta
v arktickych oblastech Severni Ameriky a Evropy (Weider et al. 1987), zatimco smérem na
jih polyploidnich linii postupné ubyva. Na jizni polokouli jsou polyploidni populace znamy
Bolivijskych And (Mergeay et al., in MS). Tento ¢isty vztah mezi zemépisnou Sitkou,
nadmoiskou vyskou a stupném ploidie je v souladu s tvrzenim, Ze polyploidie je selektovana
v extrémnich Zivotnich podminkach. Studie zaloZzené na alozymovych analyzach ukézaly, Ze

klonalni diverzita arktickych polyploidnich hybridd je velmi vysoka, ale populace na
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jednotlivych stanoviitich jsou obvykle tvofeny méné nez tfemi klony’ (Hebert a Crease 1983;
Wilson a Hebert 1992). Z toho je zfejmé, Ze k hybridizacnim udélostem a nasledné
polyploidizaci dochéazi opakované.

Vsechny znamé polyploidni linie nalezi do skupiny D. pulex. V arktickych oblastech
7iji populace polyploidnich jedinct druhu D. , middendorffiana“’’ a D. , tenebrosa“ a
polyploidni mezidruhovi kiizenci druhit D. pulicaria a D. ,,pulex* (Weider a Hebert 1987).
Taxon  D., middendorffiana®“ je tvofen apomiktickymi polyploidnimi jedinci
s pigmentovanou kutikulou. VétSina jedinct je tetraploidni, ale malé procento nékterych
populaci je pravdépodobné tvofeno 1 pentaploidy (Beaton a Hebert 1988). Druh
D. , tenebrosa‘ se vyskytuje jako diploidni i jako polyploidni forma a mlze byt, ale nemusi
byt pigmentovany. Zadna souvislost mezi stupném ploidie a pigmentaci ale nebyla prokazana
(Dufresne a Hebert 1995). Nékteré polyploidni klony z Jizni Ameriky mohou byt také
hybridniho ptvodu (Adamowicz 2002), ale nelze to tvrdit s jistotou, protoze systematika
jihoamerickych perloocek je zatim neuplna.

Jedinci taxonu D. ,,middendorffiana“ jsou geneticky velmi heterogenni (Weider a
Hebert 1987) a jejich mitochondridlni DNA byva velmi podobna mtDNA D. pulicaria nebo
mtDNA D. melanica (Dufresne a Hebert 1994). Dufresne a Hebert (1994) se proto domnivaji,
ze v minulosti doslo k mezidruhovému kiizeni samct D. ,,pulex“ a samic D. pulicaria nebo
D. melanica a naslednému zdvojeni chromosomové sadky diploidniho hybrida do dne$ni
tetraploidni podoby. Tuto teorii podporuje také to, Ze vSechny arktické polyploidni linie
hybrida D. ,,pulex x D. pulicaria maji mitochondridlni DNA po D. pulicaria, zatimco
diploidni F; hybridi tychZ druhti z oblasti mirného pasu maji mtDNA typickou pro D. ,, pulex
(Crease et al. 1989). Zda se tedy, ze pfitomnost polyploidie by mohla byt kontrolovana
smérem mezidruhového kiizeni. Diploidni hybridi vzniknou, jestlize je matefskym druhem
D. ,,pulex”, polyploidi, jestlize je matefskym druhem D. pulicaria nebo D. melanica
(Dufresne a Hebert 1994).

Polyploidni D. , tenebrosa‘ je morfologicky i na zéklad¢ alozymovych dat velmi
podobna diploidni formé. Polyploidni jedinci tedy byvaji charakterizovani jako
autopolyploidi. Nicméné mitochondridlni divergence mezi jednotlivymi klony je velmi

vysokd a neni vylouCeno, ze dochazi k hybridizaci i mezi jednotlivymi liniemi

? Jedinci byli oznageni jako klony, protoZe se shodovali ve viech analyzovanych lokusech. Nicméng nelze
vyloucit, ze pti vyuziti vétsiho mnozstvi genetickych markerti by klonalnich linii bylo rozpoznéano vice.

19 Nekteré druhy rodu Daphnia z amerického kontinentu uvadim v uvozovkéch, protoZe systematika a
nazvoslovi perloocek z této oblasti jsou Casto zaloZzené pouze na morfologické podobnosti s nékterymi
euroasijskymi druhy a jejich nomenklatura je nespravna.

31



D. , tenebrosa“ (Dufresne a Hebert 1995). Polyploidi D. , tenebrosa‘ tak mohou mit i
alopolyploidni ptvod.

Kromé vyse zminénych polyploidi pisi Dufresne a Hebert (1994) jest¢ o dalSim,
pomérn¢ unikatnim tetraploidnim nemelanizovaném klonu z jezera Churchill v Kanadé. Tento
klon mél jadernou DNA typickou pro druh D. , pulex” a byl homozygotni ve vétSing
zkoumanych lokusi. Jeho mitochondridlni haplotyp byl ale velmi podobny
mitochondridlnimu haplotypu D. ,,tenebrosa“. Autofi studie tento fakt vysvétluji tim, Ze
v minulosti doslo k hybridizaci samic D. ,, tenebrosa“ a samcu D. ,,pulex . Hybridizaci pak
mohlo nésledovat umlceni (silencing) matetského jaderného genomu a replikace jaderného
genomu D. ,pulex” do tetraploidni podoby. Tim by byla vysvétlena také chybé&jici
heterozygotnost téchto klond. Pokud jsou vSechny teorie o vzniku polyploidnich linii
spravné, heterozygotnost polyploidl je dana genetickou divergenci obou rodicovskych druht.
Hybridizace blizce ptibuznych druht, jako je D. , pulex” a D. pulicaria, nasledovana
zdvojenim chromosomové sadky diploidniho hybrida povede ke vzniku vysoce
heterozygotnich populaci. Naopak hybridizace geneticky vzdaleng&j$ich druhii, jako je
D. , tenebrosa‘“ a D. ,,pulex“, nasledovana uml¢enim matefského genomu by vedla ke vzniku

homozygotl (Dufresne a Hebert 1994).

5. METODY DETEKCE HYBRIDU RODU DAPHNIA

V n¢kolika poslednich desetiletich byla pouzita takika desitka metod umoziujicich
determinaci druhti rodu Daphnia. Vétsinu z nich Ize zaroven vyuzit k detekci mezidruhovych
ktizenct. Jednotlivé metody se 1i$i svou piesnosti, Casovou naro¢nosti a cenovou dostupnosti.
Pro ziskéani zékladniho ptehledu, odhadu frekvence vyskytu hybridi a ptipadné pro ovéteni
dilcich vysledkti obvykle stac¢i urceni hybridi na zakladé morfologickych znaka. VétSina
modernich metod detekce je vSak zalozena na molekularnich znacich a vyuzivany jsou jak
metody znakové, tak distancni. Soucasné studie se zpravidla nespoléhaji na vysledky ziskané
jedinou metodou, ale kombinuji vice zplisobt detekce hybridi a dalSich rekombinantd.
Z vlastni zkuSenosti vim, Ze vysledky ziskané jedinou metodou nebo ziskané na zakladé
jednoho molekularniho znaku nemusi byt spolehlivé i ptesto, Ze byly odzkouSeny na stovkach

individui.

5.1. Detekce na zakladé morfologickych znaki
Detekce hybridi na zdkladé morfologickych znakli vyzaduje bud jistou davku

zkusenosti nebo sofistikovany pocitacovy program. K detekci se obvykle vyuzivaji dospélé
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samice, u kterych predpokladame, Ze uz nebude dochazet v posunu sledovanych
morfologickych znakl. Samci prakticky vyuzivani nejsou, protoze jsou mnohem vzacné&jsi
nez samice a jejich morfologie neni tak dobfe popsdna. Hybridy F,-generace lze Casto
rozeznat podle celkového vzezieni, protoze jejich fenotyp byva v porovnani s obéma
rodicovskymi druhy piechodny (Wolf a Mort 1986; GieBler 1997), tj. dochédzi k posunu
morfologickych znakii (naptiklad velikost téla, vzdalenost mista inzerce antenul od vrcholu
rostra nebo sklon frontalni ¢asti hlavy) do stfednich hodnot mezi obéma rodic¢ovskymi druhy
(Obrazek 4). Takova metoda vSak stézi odhali zpétné kiizence, ktefi jsou morfologicky
podobni jednomu rodi¢ovskému druhu, a dal§i generace hybridli. V pfirozeném prostiedi
navic dochdzi posunu morfologickych znakii pod tlakem wvnégjSich selekénich faktorti a
plasticita fenotypu hybridi a obou rodicovskych druhi je velka (Brooks 1957; Benzie 1986).
Rozsah znaku jednotlivych taxont se proto mize prekryvat.

V morfologickych studiich rodu Daphnia jsou €asto vyuzivany metody morfometrie.
Pti tradiénim postupu (GieBler et al. 1999, GieBler 2001) je proméfovana celd sada
kvantitativnich (napt. délka téla, Sitka téla, vzdalenost oka od vrcholu rostra) i kvalitativnich
(napt. poloha antenul, sklon frontalni ¢ésti hlavy, velikost a poloha oka) morfologickych
znakd a morfologickd divergence jedincii je vyhodnocovéna nékterou mnohorozmérnou
statistickou metodou (napf. analyza hlavnich komponent PCA, mnohorozmérna klasifikace
objekti MDS, analyza diskrimina¢nich funkci DFA, shlukova analyza). Vysledkem je graf,
kde jedinci s podobnou morfologii tvoii samostatné skupiny. Jednotlivé skupinky vsSak
vétSinou nejsou dobie oddélené a metoda se proto nepouziva piimo pro determinaci druhd, ale
zpravidla se kombinuje s néjakou dal§i molekularné-biologickou metodou. Dalsi moZznosti je
vyuziti geometrické morfometrie. Pro rod Daphnia byla zatim odzkouSena elipticka
Fourierova analyza obrysu (Schwenk et al. in MS), kdy je tvar sledovaného objektu nejprve
vyjadien vétsim poctem bodl podél jeho obrysu a zkoumany obrys je nasledné popsan sérii
nékolika harmonickych funkci. Vysledky vSech analyz jsou vyhodnocovany pocitacovymi
programy. Pro vyhodnoceni vysledki tradi¢nich morfometrickych metod obvykle staci
komeréné dostupné programové baliky (SPSS, Statistica, SPLUS, NCSS), pro ucely
geometrické morfometrie vétSinou slouzi programy specializované (tpsDig, EFA) (Zima a

Macholan 2004).

5.2. Molekularné-biologické metody detekce
Velkd morfologickd variabilita a absence stabilnich morfologickych znakli byla po

dlouhou dobu pficinou velkého zmatku v systematice rodu Daphnia (Flossner 2000; Benzie
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2005). Situace se usnadnila az se zpfistupnénim molekularné—biologickych nastroji, které
umoznily na zéklad¢ druhové specifickych molekularnich znakli pomérné ptesnou
determinaci druht i mezidruhovych kiizencii. Pro uréovani hybridi i rodicovskych druhii
tohoto rodu byla po dlouhou dobu jedinou dostate¢n¢ spolehlivou a cenové dostupnou
metodou elektroforéza proteinti (alozymova elektroforéza) (Wolf a Mort 1986; Hebert a
Beaton 1989; Giessler 1997). V soucasnosti mame k dispozici i metody, které jsou zalozené
na amplifikaci DNA metodou PCR, jako je sekvenace jaderné a mitochodridlni DNA (Taylor
et al. 2005), RFLP (Billiones et al. 2004), RAPD (Ender a Schierwater 1993; Schwenk et al.
1995) nebo AFLP (Gili et al. 2004).

5.2.1. Alozymova elektroforéza

Podstatou alozymové elektroforézy je odd€leni alozymt, tedy rtznych alelickych
forem téhoz enzymu, v elektrickém poli podle elektromobility. Elektromobilita enzyma je
urena jejich nabojem, velikosti a tvarem. Zména v mobilité¢ proteini je pak podminéna
zménami v sekvencich DNA, které dany protein koduji. Zakladnimi predpoklady pro pouziti
alozymovych dat je dédi¢nost vizualizovanych znakli, kodominantni charakter exprese
proteinil a selek¢ni neutralita alternativnich alel na daném lokusu (Macholan 2004).

Pro ucely alozymové elektroforézy se pouzivaji Cerstvé nebo v tekutém dusiku
zmrazené vzorky (Macholdan 2004). Po homogenizaci jsou jednotlivé vzorky naneseny gel a
cely gel je vlozen do komory, kde probihd samotna elektroforéza. Vysledky jsou nakonec
vizualizovany barvenim. Pro analyzu alozymi zastupcl rodu Daphnia je v souCasné dobé
vyuzivan témét vyhradné celuldzo—acetatovy gel (Hebert a Beaton 1993) a enzymy jsou
barveny specificky — pfeménou specifického substratu. Pro determinaci jednotlivych druhti i
mezidruhovych kiiZzenct rodu Daphnia jsou vyuzivany enzymy, jejichz jednotlivé alelické
formy jsou druhové¢ specifické. Elektromobilita alozymt se tedy 1i$i mezi jednotlivymi druhy.
Rodicovské druhy jsou v téchto znacich homozygotni, zatimco mezidruhovi kiizenci jsou
heterozygotni a vykazuji oba typy rodi¢ovskych alel. Vhodnym druhové specifickym lokusem
je zejména aspartat aminotransferaza (SAAT) (Wolf a Mort 1986), déale se vyuziva i aldehyd
oxiddza (AO) (Giessler 1997). ZkuSenosti sjeho vyuzitim u ceskych populacich rodu
Daphnia jsou vsak problematické (Petrusek, osobni sdéleni). V populacnich studiich jsou
vyuzivany i lokusy druhové nespecifické, jako je fosfoglukomutiaza (PGM) nebo fosfoglukdza
izomeraza (PGI) (Wolf a Mort 1986; Keler a Spaak 2004; Spaak et al. 2004).

Alozymova elektroforéza je pro ucel urovani druhit a mezidruhovych kiiZzenci rodu

Daphnia velmi dobie odzkousenou a spolehlivou metodou. Kromé toho je to metoda pomérné
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levna a rychla a hodi se pro zpracovani velkého mnozstvi vzorkl (v fadu tisicii). Na druhé
stran¢, vSechny vzorky musi byt Cerstvé nebo zmrazené v tekutém dusiku, coz je pro odbéry
ve volné ptirod¢ nepraktické. Nekdy jsou také Spatné odecitatelné vysledky z gelt, napiiklad
jestlize maji jednotlivé alely podobnou elektromobilitu. Vzhledem k relativné nizké variabilité
alozymt (ve srovnani s metodami zaloZenymi na analyze DNA) mtize dojit také k piehlédnuti
atypickych genotypii (vcetné pfipadnych odliSnych taxonti), které se na sledovanych

markerech neli$i od bézné€ nalézanych druht.

5.2.2. ITS-RFLP

Metoda ITS-RFLP byla na rozdil od alozymové elektroforézy pro druhovy komplex
D. longispina rovnou navrzena tak, aby umoznila determinaci jednotlivych druhid a
mezidruhovych kiizencli tohoto komplexu (Billiones et al. 2004). ITS-RFLP je restrik¢ni
analyza (RFLP = restriction fragment length polymorphism) (Dowling et al. 1996) casti
jaderného geonomu kddujiciho ribosomalni RNA, kterd obsahuje nekodujici prepisovanou
oblast (internal transcribed spacer = ITS) a gen pro 5.8S rRNA. Oblast ITS je velmi
proménliva a vyborn¢ se hodi pro studium blizce ptibuznych druhli pfedevSim tam, kde
jednotlivé druhy nebo mezidruhové kiizence nelze odlisit podle morfologickych znakii, jak je
tomu i u druhového komplexu D. longispina (Taylor et al. 2005). Velkou vyhodou této
metody je, ze lze analyzovat jak Cerstvé (popt. zmrazené), tak i lihové vzorky. Metoda je ve
rychla a jednoduchd, ale zaroven i stejné ucinna. Vyborné se hodi k detekci kryptickych
druhti, invazivnich druhii a mezidruhovych hybridd (Billiones et al. 2004). Na rozdil od
alozymové elektroforézy lze timto zplsobem zpracovavat i nevylihld efipidlni vajicka a
metoda ITS-RFLP se proto stdva vynikajicim pomocnikem pti analyze banky trvalych vaji¢ek
ze sedimentu ve studiich rekonstruujicich ekologické a evolucni procesy ve sladkovodnich
nadrzich (Billiones et al. 2004; Vanickové, nepublikovano). Naopak nevyhodou metody je, ze
stéi odhaluje hybridy F,-generace, zp&tné kiizence a dalii rekombinanty. Usek ITS se navic
v genomu vyskytuje v mnoha kopiich a teoreticky tak mize dochazet ke vzniku nesmysinych
restrikénich vzort v dasledku procest, jakymi jsou konverze genti nebo synchronizovana
evoluce (concerted evolution) (Dover et al. 1993).

Pti restrikéni analyze se postupuje tak, ze pozadovana oblast je u kazdého jedince
nejprve amplifikovdana metodou PCR. Amplifikaty jsou posléze rozStépeny na kratsi
fragmenty pomoci restrikénich enzymt. Rozstépené vzorky jsou naneseny na agarézovy gel a

jednotlivé fragmenty jsou podle délky rozdé€leny na elektroforéze. Vysledek je vizualizovan
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pod UV lampou pomoci ethidiumbromidu, ktery po navazani na DNA intenzivné fluoreskuje.
Kazda restrikéni endonukleaza rozpoznava specifickou palindromatickou sekvenci a v jeji
blizkosti nebo pifimo vni DNA S§tépi. Pro ucel determinace jednotlivych druht a
mezidruhovych hybrida druhového komplexu D. longispina byly na zékladé znamych
sekvenci vybrany restrikéni enzymy tak, aby vysledné restrikéni vzory byly druhové
specifické a hybridi F;-generace méli restrikéni vzor kombinujici vzory obou rodicovskych
druht (Obrazek 5). V ptivodni varianté ITS-RFLP byly pro restrikce navrzeny endonukledzy
Mwo I a Sau96 I (Billiones et al. 2004). Nicméné po aplikaci této varianty na nékteré
populace ze stiedni a severni Evropy se ukazalo, ze metoda Casto vede ke Spatnému urceni
druhti. Piesnéji, ze druh D. galeata vykazuje kromé typického restrikéni vzoru jesté dalsi dva
vzory zaménitelné se vzory jinych druha (Skage et al., in MS). Nasledna sekvenace tseku ITS
prokdzala vnitrodruhovou 1 vnitropopula¢ni variabilitu v rozpoznavacich sekvencich
restrikéniho enzymu Mwo I druhu D. galeata, coz nastartovalo vyvoj nové varianty ITS-
RFLP pro druhovy komplex D. longispina, na kterém se podilela také nasSe laboratof (Skage
et al., in MS) (viz. Pfiloha). Novy protokol vyvinuty na zéklad¢ velkého mnozstvi sekvenci
ITS rtznych druhii vyuziva soubézné restrikce dvéma jinymi endonukleazy a zatim se zda, ze

neni postiZzen variabilitou ovliviiujici cilova restrikéni mista.
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Obrazek 5. Restrikéni vzor D. galeata, D. cucullata a jejich mezidruhového hybrida vznikly rozStépenim
useki ITS restrikéni endonukleazou Mwol a naslednym rozdélenim fragmentii na elektroforéze.

Na obrazku vlevo je schematicky zndzornén restrikéni vzor a) D. galeata, b) D. cucullata a c)
mezidruhového kiizence. Na obrazku vpravo je oznaceno totéz na fotografii skute¢ného gelu.
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ZAVER

Zajimavé ekologické vztahy mezi hybridy rodu Daphnia a jejich rodicovskymi druhy
a evolucni procesy spojené s hybridizaci tohoto rodu pfitahuji od pocatku devadesatych let
zajem fady svétovych laboratofi. Intenzivni vyzkum hybridizace rodu Daphnia napomohl
v n¢kolika poslednich letech k vyfeSeni Cetnych taxonomickych problémt. Hybridizaci se
také podafilo osvétlit rozSifeni a genetické vlastnosti nékterych druhti a linii, které byly
puvodné za samostatné druhy povazovany. Piestoze uz dnes mame k dispozici dostatek
molekularné-biologickych nastrojii, které nam umoziuji sledovat distribuci hybrida
v pfirozeném prostiedi, velka ¢ast ekologickych studii stale pracuje s laboratorné chovanymi
klony. Skute¢né ekologické naroky a preference jednotlivych linii v pfirozeném prostiedi tedy

bude jesté potieba studovat.

Moje bakalatska prace je stru¢nym shrnutim dosavadnich poznatkli o hybridizaci rodu
Daphnia a méla by slouzit jako podkladovy material pro moji budouci magisterskou
diplomovou préci. Ta je soucasti projektu sledujiciho distribuci jednotlivych druhii druhového
komplexu D. longispina a jejich mezidruhovych kiizenct v korytovitych ptehradnich
nadrzich v Ceské republice (GA CR 206/04/0190). Mym tikolem bude v prvé fadé srovnani
piesnosti a spolehlivosti alozymové elektroforézy a ITS-RFLP pii detekci hybridi a dale
charakterizace atypickych genotypt vyskytujicich se v n€kterych ¢eskych nadrzich.
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Abstract

A collaborative research effort among different laboratories in Europe was initiated to
investigate the robustness of a newly developed genetic tool for species identification of
members in the morphologically variable Daphnia longispina species complex. The genetic
method, based on restriction fragment length polymorphism (RFLP) of the internal
transcribed spacer region (ITS) of nuclear ribosomal DNA (rDNA) with restriction enzymes
Mwo I and Sau96 I (Billiones et al., 2004), was applied to a large number of different
populations (>220) throughout Europe. Individuals of most taxa were identified
unambiguously, but atypical ITS-RFLP patterns were found in some species, particularly in
D. galeata. Among the 43 investigated D. galeata populations (>700 specimen analysed by
ITS-RFLP) nearly half of the populations (n=21) displayed atypical ITS-RFLP profiles for D.
galeata, whereas the profiles from the remaining populations were in good agreement with
morphology, allozymes (>4000 specimens), mitochondrial DNA (mtDNA) and cloned rDNA-
ITS sequences. The atypical profiles could be attributed to a single loss of one restriction site
in the ITS2 region of D. galeata. This loss made the distinction of D. galeata from other
species unreliable, and hybrids could not be detected unambiguously. These shortcomings
constitute a serious disadvantage to the established genetic key (Mwo I/Sau96 I), and we
advise users to take care when using it. As a solution to this problem we present a new and
improved genetic identification tool based on a simple double digestion of the rDNA-ITS
region with the restriction enzymes BsrB I and Eag 1. Sequence analyses of rDNA-ITS clones
and preliminary testing show that the new protocol is not affected by the intragenomic rDNA
variation which plagued the Mwo I/Sau96 I protocol.

Introduction

The absence of stable morphological identification traits has long been a cause of
confusion in the Daphnia longispina complex (Flossner, 2000; Benzie, 2005). As a
consequence of this cryptic morphology, genetic techniques are often necessary to avoid
dubious species designations. One such technique is allozyme electrophoresis, which for some
time have been the safest tool in identification of Daphnia species and their hybrids (Wolf &
Mort, 1986; Hebert & Beaton, 1989; Giler, 1997). Allozymes are considered to be the
method of choice by many researchers, particularly in population studies involving thousands
of individuals. A disadvantage of allozyme electrophoresis, however, is its requirement for
fresh or frozen material and the quite considerable amount of material needed. On the other
hand, alternative methods based on DNA and the polymerase chain reaction (PCR) can be
cost-prohibitive (Spaak et al. 2004). The main advantage of DNA-based methods is the
applicability of ethanol-preserved material. Further, the small amount of DNA required
enables analysis of diapausing eggs directly, and thus facilitates the reconstruction of
ecological and evolutionary processes through time (Cousyn et al., 2001).

Restriction fragment length polymorphism analysis of amplified DNA (PCR-RFLP) is
among the simplest PCR-based methods available to screen for known genetic differences.
For the selection of appropriate restriction endonucleases (restriction enzymes), some primary
knowledge about the amplified sequence is helpful. The main advantage of this method is the
relatively low cost and the simple procedures involved. In addition, it is generally fast,
equipment- and labour friendly compared to other and sometimes more sophisticated
techniques (e.g. sequencing, microsatellites, or amplified fragment length polymorphism
(AFLP)). ITS-RFLP, which is RFLP of the nuclear ribosomal DNA (rDNA) spanning the
internal transcribed spacers (ITS) and the 5.8S region, has been used in a number of studies as
a rapid method to distinguish between various species (e.g. Anderson et al., 2001; Fernandez
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et al.,, 2001; Palapala et al., 2002; Burgermeister et al., 2005). Since the level of sequence
variation can be quite high in the ITS region, ITS-RFLP is especially helpful for
discrimination among closely related species where morphological characters are ambiguous
or lacking altogether (e.g. Aranishi 2005; Taylor et al., 2005). Recently, Billiones et al. (2004)
developed an ITS-RFLP protocol to discriminate among European species within the
traditional Daphnia longispina species complex (sensu Schwenk et al., 2000). This method
soon became widely used, not only as a tool for identifying species (Billiones et al., 2004;
Schwenk et al., 2004; Hobak & Skage submitted; Nilssen et al., submitted), but also as a
method for detecting hybridization events (Billiones et al., 2004; Hobak et al., 2004).
Nevertheless, as more and more data on Daphnia ITS-RFLP patterns have been generated
(this study), RFLP patterns were found that could be explained neither by hybrid additivity
nor by the uncertainty in scoring bands of seemingly similar size. Such ambiguous patterns
are probably best explained either by the presence of new species or the existence of so far
unknown rDNA variants. The latter explanations is more likely, since ITS length variants
within and between individuals of the same species (using mitochondrial 12S rDNA
sequences for species determination) were found in undigested ITS PCR-products and
sequences (Hobak et al., 2004, this study). Further, some of the Hinc II restriction patterns
shown by Billiones et al. (2004) also suggested a common co-occurrence of multiple ITS
variants within an individual, as the sum of fragment lengths exceeded the length of the
original PCR product.

The experienced ITS length variation and atypical RFLP patterns are probably best

explained by varying degrees of intragenomic sequence variation. This may seem somewhat
surprising, since tDNA as a multigene family of tandem repeats presumably evolves under the
process of concerted evolution (Arnheim, 1983; Dover, 1982; Dover et al., 1993), and thereby
should be invariant in all repeats. This is of course far too simplistic, since we also know a
number of cases where intra-individual heterogeneity of rDNA repeats were detected (Crease
& Lynch 1991; Taylor et al., 2005; Vollmer & Palumbi, 2005; Hobak & Skage submitted). In
North American lineages of D. galeata mendotae (or Neartic D. galeata) cloning and analyses
of IDNA-ITS sequences revealed within-individual sequence variation (Taylor et al., 2005). It
is likely that comparable variation occurs among European Daphnia, but to date little effort
has been devoted to this particular question.
To get insight into the origin and extent of atypical RFLP patterns in the D. longispina
complex (particular within D. galeata), we established a collaboration to investigate recently
collected ITS-RFLP data, in addition to cloned rDNA-ITS sequences and allozymes from
various European lakes. Given the new knowledge about intragenomic rDNA variation, we
also explored the possibility of finding other restriction enzymes to unambiguously identify
species and hybrids in the D. longispina species complex.

Materials and methods

A large number of lakes have been sampled and Daphnia specimens were
genotyped in previous and ongoing studies (Hobak et al., 2004; Keller & Spaak, 2004;
Hobzk & Skage, submitted; Nilssen et al., submitted). Individual specimens were identified
following the genetic key of Billiones et al. (2004), but information from mtDNA (Schwenk
et al., 2000), morphology (Flossner, 2000) and the diagnostic allozyme loci AAT (Wolf &
Mort, 1986) and AO (Giepler, 1997) was also included.

DNA extraction, polymerase chain reaction (PCR) and ITS-RFLP were performed according
to Schwenk et al. (2000), Billiones et al. (2004), Hobak et al. (2004). ITS primers were from
either Schwenk et al. (2000) or Billones et al. (2004). Individuals representing all species
were amplified for the ITS1 & 2 and then cloned into the pCR4- Topo cloning vector supplied

45



with the Topo TA cloning Kit for Sequencing (Invitrogen) following the manufacturer’s
recommendation. Colonies were picked and screened for inserts using PCR with the M13 (-
20) forward and M13 reverse primers. Positive transformants, as judged from the expected
size of the PCR products, were purified enzymatically with Exosap IT (USB) before
sequencing (Big Dye 3.1) with the M13 primers on an ABI3700 (Applied Biosystems).
Sequences were edited in BioEdit (Hall, 1999) and aligned using Clustal W (Thomson et al.,
1994) and further refined by eye. BLAST searches (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/)
confirmed the origin of our ITS sequences, showing close resemblance to recently published
Daphnia sequences by Taylor et al. (2005). The cloned rDNA-ITS sequences will be
submitted to GenBank in a subsequent study (Skage et al., unpublished). ITS sequences from
GenBank and cloned ITS sequences were then subjected to virtual RFLP using a combination
of WebCutter 2.0 (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/) and BioEdit, with the aim of finding
unique enzymes to identify species of the D. longispina species complex. Selected enzymes
(see below) were then compared with the established Mwo I cut pattern, based on identical
PCR-products.

Results

We investigated over 220 populations harbouring members of the D. longispina
complex. Based on ITS-RFLP, D. galeata and/or D. cucullata were present in 85 of the
localities. However, we had to limit our focus to 43 of these populations (Table 1) simply
because we wanted to compare the ITS-RFLP data (Mwo I) with information from other
molecular techniques (see methods). Note that in Table 1 we only included Swiss and Italian
lakes where presence of D. cucullata could not be detected by allozyme electrophoresis (i.e.
species-specific alleles at the allozyme loci AAT and AO were missing). More than 700
specimens of D. galeata and D. cucuallata were analysed for ITS-RFLP variation and several
thousand (>4000) for allozymes. Some populations containing interspecific hybrids were
analysed as well, as indicated (Table 1). We found atypical D. galeata ITS-RFLP patterns in
21 of the investigated populations. This atypical Mwo I pattern, having lost the two diagnostic
bands of approximately 320 and 350 base pairs (bp), resembles the RFLP profile of D.
longispina (D.rosea and D. hyalina in Billiones et al., 2004) and D. cucullata (Fig. 1a, lane 7-
8). Sequence analysis shows that the atypical pattern is caused by loss of one nucleotide in the
sequence between the two GC recognition sites of Mwo I within the ITS2 region (Table 2).
Another atypical pattern (‘false hybrid”) resembles a hybrid between D. galeata and D.
cucullata, which indicates that not all of the rDNA repeat variants within individuals have lost
the restriction site for Mwo I (Fig. 1a, lane 9-10, Table 2). A third RFLP pattern, previously
unknown, was detected in a few populations from Czech reservoirs (Table 1), but further
study is needed before the identity of these RFLP patterns are disclosed. Preliminary evidence
suggest, however, hybrids between D. galeata and a rare rDNA variant of D. lacustris.
Atypical ITS-RFLP patterns are rather rare in Norway (4 out of 20 populations), but in Czech
and Swiss populations they seem to be relatively common. Coexistence of atypical patterns
and false hybrids (see Fig. 1a, lane 7-10) in the same population was common, although one
population in Norway (Stortjenna), one in Poland (Morskie Oko) and three in Switzerland
(Agerisee, Lej da Champfer and Lej da Silvaplauna) contained only the atypical variant of D.
galeata (Table 1).

Interspecific hybridization is frequent in Czech reservoirs, and Swiss and Italian lakes,
and there are a number of localities where both D. galeata and D. cucullata co-occur (not
shown). There is also quite frequent hybridization between atypical D. galeata and D.
longispina in Swiss lakes (Table 1), but the hybrid pattern is easy to miss since D. longispina
ITS fragment sizes are very similar to D. cucullata and atypical D. galeata. This RFLP
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similarity is probably the reason why Mwo I was not used to separate D. cucullata and D.
longispina by Billiones et al. (2004), who instead relied on an additional cut by Sau96 I.

If we take a closer look at Lake Pfiffikersee, ITS-RFLP patterns indicated the presence of D.
cucullata in the lake. However, no D. cucullata AAT-allozyme alleles have been found in the
active pelagic lake population (>700 specimen analyzed), although it has been found in
ephippial hatchlings from the sediments. It is in such complex cases a new restriction enzyme
is needed to unambiguously separate D. cucullata, D. galeata and their hybrids, which is not
feasible with the established Mwo I protocol of Billiones et al. (2004).

Based on virtual cuts of cloned sequences, we selected another restriction enzyme BsrB I
(New England BioLabs) for testing on a number of populations previously screened with
Mwo L. BsrB I reliably distinguished between D. galeata and D. cucullata, and all D. galeata
with atypical Mwo I restriction patterns were unambiguously assigned to D. galeata with the
new enzyme (Fig. 1b). The new enzyme cuts off a 75 bp band in all species of the D.
longispina complex, but cuts one additional time in D. cucullata. These cuts produce two
bands of approximately 650 and 775 bp in D. cucullata, which are clearly distinguishable
from the single D. galeata band of approximately 1430 bp. Notice that the length of the bands
may vary according to length variation found in different rDNA repeats, which again is
primarily caused by indels and microsatellite regions in those repeats.

To allow unambiguous species discrimination, we selected one more enzyme that

separated D. longispina from both D cucullata and atypical as well as typical D. galeata. The
restriction enzyme Eag I (New England Biolabs) reliably cuts the ITS products of D.
longispina into two bands of approx. 900 and 540 bp in length, while both D. cucullata and
D. galeata 1TS products remain uncut.
Since one of the two new enzymes has less stringent reaction conditions than the other, a
simple double digestion can be performed at 37°C (see appendix for protocol), which not only
separates D. longispina, D. cucullata and D. galeata, but also separates the additional species
D. “umbra” (250, 540, and 730 bp bands) and D. lacustris (D. longispina sensu Schwenk et
al., 2000) into unique RFLP variants (Fig. 2b). D. lacustris is recognised by one band of 800-
805 bp, and most often by one or both bands of 920 bp and 1150 bp, depending on the length
of indels in the ITSI repeats (but see Nilssen et al., submitted). The Lake Berse (Norway)
RFLP variant shares the 800 bp band of D. lacustris, but has a smaller band of approx. 685 bp
as well. This 685 bp band has also been found in two D. lacustris populations close to the city
of Oslo, including the type locality of D. lacustris (see Nilssen at al submitted), but always
together with other typical D. lacustris bands in the same individual (e.g. 920, 1150 bp). The
size of the Lake Berse RFLP bands makes it hard to distinguish from D. cucullata, but this
can be overcome if the gel is run long enough to yield sufficient separation. Additionally, the
Lake Berse lineage is morphologically very distinct from D. cucullata (see Petrusek et al.,
2005). If material for morphological analysis is unavailable, the Mwo I cut can still be used to
confirm the identification of these two species (see Fig. 2a).

Complete protocols and virtual ITS-RFLP patterns are presented in the appendix.

Discussion

The Daphnia longispina complex contains eight well-known species. Three of them
are neartic or eastern paleartic (Daphnia dentifera, D. mendotae and D. thorata). The other 5
species D. longispina (= D. hyalina/rosea), D. “umbra”, D. galeata, D. cucullata and D.
lacustris (= D. longispina sensu Schwenk et al., 2000) are mainly paleartic, but D. galeata is
holoartic (Taylor et al., 2005). Interestingly, the holarctic species (D. galeata) seems to be
very promiscuous, forming hybrids with nearly every other species (see Taylor et al., 2005
and references therein). There exists a range of genetic methods able to separate these
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lineages, including allozymes (e.g. Wolf, 1987; Hobaek & Wolf, 1991; Spaak, 1996; Weider
et al., 1997; Keller & Spaak, 2004), RAPD (Schwenk et al., 1995), microsatelittes (Ender et
al., 1996; Reid et al., 2000; Brede et al., 2006), AFLP (Gili et al., 2004), mitochondrial DNA
sequences (Colbourne & Hebert, 1996; Schwenk et al., 2000) and nuclear DNA sequences
(Schwenk et al., 2000; Billiones et al., 2004; Taylor et al., 2005; Hobzek & Skage, submitted).
There are advantages and disadvantages to all of these techniques. However, RFLP of the
rDNA-ITS region presently offers a fairly simple and inexpensive method for rapid
identification of species and first generation hybrids within the D. longispina complex (see
Billiones et al., 2004, this study). The method of Billiones et al. (2004) have been
implemented in a digital genetic key for European Daphnia species (EDS; see
http://www.natur.cuni.cz/ekologie/EDS/) as explained by Petrusek et al. (2005). However,
when we screened a substantial number of European populations, several problems
concerning the Mwo I protocol were detected. Based on our present knowledge, four different
RFLP variants of D. galeata exist, and variable patterns also occur in D. lacustris (Nilssen et
al., submitted). Further, a new rDNA variant in a population with unique mitochondrial 12S
rRNA and cytochrome ¢ oxidase subunit I (COI) sequences has been detected, although so far
only in a single population in South Norway (Lake Berse). Finally, atypical D. longispina
RFLP variants from Spain have also been identified, and at present at least eight additional
ITS-RFLP patterns are known within this species complex. In this study, suspicion was
aroused by D. cucullata-like RFLP patterns (atypical D. galeata), while information from
allozymes, morphology and mtDNA contradicted the presence of this species. Having
identified the sequence variation that led to restriction site polymorphism in D. galeata IDNA
variants, the discrepancy of RFLP patterns and other markers could be explained. Inclusion of
this uncovered rDNA variation in the digital key is not straightforward as the original protocol
of Billiones et al. (2004) could not identify the atypical D. galeata patterns.

The intraspecific and intraindividual sequence variation made it difficult to correctly
separate D. galeata from D. cucullata and their first generation hybrids. Because of this,
species could have been misidentified and hybrids either falsely identified (individuals of D.
galeata having both restriction-site variants showing presumably hybrid pattern) or missed
altogether (atypical D. galeata x D. cucullata showing D. cucullata pattern). This had
implications for the correct identification of D. longispina (=D. hyalina/rosea) hybrids as
well, because the separation of D. cucullata x D. longispina from D. galeata x D. longispina
hybrids relied also on a primary Mwo I restriction (followed by Sau96 I). Now, given the
widespread and common occurrence of hybrids within this species complex (Schwenk &
Spaak 1995; Taylor et al., 2005), the ability to reliably detect these hybrids is considered very
important.

Recent studies support our view that heterogeneous ITS sequences are rather common
within the Daphnia longispina complex (Taylor et al., 2005; Hobak & Skage, submitted), and
it is clear that this type of rDNA variation may pose a serious challenge for the development
of any new RFLP-based species-specific ITS protocol. However, we believe that careful
inspection of ITS clones for restriction site variation, followed by testing of new enzymes in a
wide geographic area, is the best way of overcoming this problem. The drawback of this
approach is in the time-consuming and expensive cloning and screening steps. Nevertheless,
in this case the benefit of cloning is far greater than any of the drawbacks, and surely it has
proved its success in the development of new RFLP based protocols for genetic identification
of European and North-American members of the Daphnia longispina group (Taylor et al.,
2005; this study). The new double digest based on BsrB I and Eag I clearly separates all
members of the D. longispina species complex (Figs. 1 & 2, appendix). Similarly to the Mwo
I protocol, the new double digestion is additive for hybrid rDNA (Fig. 2), at least for the first
generation hybrids (Billiones at al., 2004; Hobak et al., 2004; Taylor et al., 2005). The main
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prerequisite for a new protocol is that it must resolve the uncertainty experienced with the
Mwo 1/Sau96 I protocol. We believe it does, as seen from the gel pictures of Figs 1 & 2.
However, it is also clear that in some species (e.g. D. lacustris) more than one rDNA variant
will be common, simply because of the unusual ITS length variation in this lineage.

In summary, we find the method of Billiones et al. (2004) to be inadequate due to
extensive restriction site variation, and we advise users to take care when using the Mwo
I/Sau96 I protocol. The problems encountered with the protocol were of course unknown at its
conception, and surfaced only when it was applied to more populations from additional
regions, and compared with data obtained independently by other methods. It is of course
impossible to predict the occurrence of hitherto undetected variation that could potentially
involve loss or gain of restriction sites. Moreover, the recent detection of a new and
undescribed species in Norway (Lake Berse) indicates that still more surprises may turn up.
The new protocol proposed here differs primarily in being based directly on a substantial
body of sequence information, as well as being tested (virtually and practically) on
populations from a wider region, including those known to create difficulties with the earlier
protocol. Hence, it should be a more robust approach, which we hope will serve its purpose
for several years to come.
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Table 1. Studied populations across Europe containing D. galeata, D. cucullata and
interspecific hybrids as determined from morphology, allozymes and PCR-RFLP of rDNA-
ITS with the enzyme Mwo 1. ® denotes positive identification of one of the categories listed,
n indicates the number of individuals analysed from each lake. Atypical D. galeata RFLP

variants were considered to be present in the population when all other evidence did not agree

with the identification based on Mwo I restriction analysis.

Country Sample site Taxa / RFLP patterns present
(type of locality) (name of lake and district) gal?ata galegta cucullata  galeata x  galeata x unclear
n (typical)  (atypical) cucullata otht;r RFLP
species pattern
Norway Gjellumvann, Akershus 7 °
(lakes) Akersvann, Vestfold 10 ° °
Ostensjovann, Oslo ? ° °
Stendavatnet, Hordaland 10 °
Haukelandsvann, Hordaland 48 ° °
Mpgkkelandsvatn, Troms ? °
Jernsteinsvann, Finnmark 13 °
Langavatn, Hordaland 31 ° °
Grunntjern, N-Trendelag 14 °
Torkelvann, N-Trendelag 5 °
Mjesa, Oppland 24 ° °
Grimevatn, Hordaland 27 ° ° °
Mildevatn, Hordaland 24 ° °
Movatn, N-Trendelag 5 °
Andsvatn, Troms 5 °
Storavatn, Hordaland 10 ° °
Grunnevatn, Troms 13 °
Kalandsvatn, Hordaland 20 °
Stortjenna, N-Trendelag 13 °
Trollvann, Oslo 6 ° °
Poland (lakes) Morskie Oko (PL) 7 °
Slovakia Strbské pleso (SK) 7 N
(lakes) Nizné Temnosmrecinské pleso (SK) °
Czech Republic Sec 13 ° °
(reservoirs) Sedlice 15 ° ° ° °
Svihov (Zelivka) 3 N N .
Zlutice 5 ° ° °
Rimov 9 ° ° °
Vir 28 ° ° . .
Kninicky (Brno) 16 ° ° °
Stanovice 12 ° ° °
Switzerland Greifensee 200 ° ° °
(lakes) Agerisee 10 . .
Lej da Champfer 10 °
Lej da Segl (Silzersee) 10 ° ° .
Lej da Silvaplauna 10 °
Pfaffikersee 10 o o o o
Thunersee 10 .
Vierwaldstddtersee 10 ° . .
Walensee 10 ° .
Italy Lago Comabbio 10 ° °
(lakes) Lago Como 10 ° ° °
Lago Lugano 10 ° °
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Table 2. Daphnia galeata DNA sequences with restriction sites of Mwo I inside the rDNA-
ITS2 region. The recognition site of Mwo I (GCnn_nnn'nnGC) is marked in bold. Open space
means missing nucleotide, i.e. loss of the restriction site. The labels in front of sequences
indicate locality (e.g. Stortjenna), individual (a) and clone (4), respectively. Notice that
individual Mjesa (c) had both normal (clone 5) and atypical (clone 8) ITS-RFLP variants, and
could be mistaken for a hybrid D. cucullata x D. galeata (referred to as a false hybrid in the
text).

Stortjenna (a-4) AGCGT TTTTGCGCGA atypical D. galeata
Mjesa (c-8) AGCGT TTTTGCGCGA atypical D. galeata
Mjesa (c-5) AGCGTTTTTTGCGCGA normal D. galeata
Kalandsvann (a-1) AGCGTATTTTGCGCGA normal D. galeata
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Figure captions:

Figure 1. Mwo I (Fig. 1A) and BsrB I/Eag I (Fig. 1B) restriction patterns of the rDNA-ITS
region from selected populations of D. cucullata (lane 1-2), D. cucullata x D. galeata (lane 3-
4), normal D. galeata (lane 5-6), atypical D. galeata similar to D. cucullata (lane 7-8) and
false hybrids (lane 9-10). Note that in Fig. 1B, no atypical and/or false hybrids are detected
with the new double digest. M denotes marker lanes (100 bp ladder or PhiX174 DNA/Hae
III).

Figure 2. Comparison of rDNA-ITS restriction digestions with Mwo I (Fig. 2A) and the
double digest with BsrB I and Eag I (Fig. 2B) for lineages within the D. longispina species
complex. D. cucullata (lane 1 & 4), D. cucullata x D. galeata (lane 2-3), D. “umbra” (lane 5-
6), Lake Berse (lane 7-8), D. lacustris (lane 9-10) D. galeata (lane 11-12; one atypical) and D.
longispina (lane 13-16; old name D. hyalina/rosea). A 100 bp marker (lane M) was used in
Fig. 2A and PhiX174 DNA/Hae III in Fig. 2B.

Figure 1.
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Appendix

A complete ITS-RFLP protocol for the Daphnia longispina species complex

PCR protocol: One typical PCR contained (in 25 pl reaction volume) 0.5 uM of both ITS
primers (5'-CAC ACC GCC CGT CGC TAC TAC CGA TTG-3' and 5-CGG TGG TCG
ACA CTT CGA CAC GC-3"; Schwenk et al., 2000), 1.5 mM MgCl,, 200 uM of each dNTPs,
0.6 U Taqg DNA Polymerase, 1x PCR reaction buffer (50 mM Tris-HCI, pH 8.5). Good results
have been obtained with a ready to use PCR Master-Mix (0.8-1X) from Promega (Cat.no.
M7502) but chemicals from other manufacturers (e.g. Fermentas) have been successfully used
as well.

Cycling conditions: 3 min at 95°C initial denaturation, followed by 35 cycles at 94°C for 1
min, annealing at 60-65°C for 1 min, extension at 72°C for 1 min; final extension step of 8
min at 72°C, before ending with a hold step at 4-10°C.

Restriction digestion: a double digest with the enzymes BsrB I (R0102) and Eag I (R0505)
from New England Biolabs. Digest 10 pl of the PCR product with 1 unit of both enzymes in
20ul of 1.5x NEB buffer 3 for at least 1 hour at 37 °C. Longer incubations (e.g. overnight),
and volume reduction (e.g. 10 pl of PCR product in 15 pl of total volume) are possible as
well. The reaction volume should be optimised according to the electrophoretic setup and gel
documentation system used. Digested products are separated on 1.5% agarose gels for 1-2
hours following standard procedures.

Alternatively, isoschizomers (i.e. restriction endonucleases that recognize the same sequence)
may be used. We have successfully tested the enzymes Mbi I (alternative to BsrB I) and
Eco52 I (alternative to Eag I) supplied by Fermentas in 15 pl reaction volume, containing 10
ul of PCR product, 1 unit of each enzyme, and 1x Eco52I buffer. In such a case, however, we
recommend a longer incubation time, as Mbi I has suboptimal performance in the buffer
system used. Note that if other primers than those given by Schwenk et al. (2000) are used,
the 75 bp band is not obtained. In general it is important to include positive controls, such as
D. cucullata or D. longispina, to confirm a complete digestion. This is especially important
when only D. galeata is analysed, since this digest produces only a 75 bp band and a 1430-50
bp band. As an alternative control, undigested D. galeata PCR products may be run on the gel
in parallel lanes to digested samples, which should give you two large bands of ca.1500 and
1430 bp (i.e. a visible 75 bp difference). Complete double digested ITS-RFLP patterns from
all analysed species are visualized in Fig. 3.
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Figure 3. Schematic ITS-RFLP pattern of members of the Daphnia longispina species
complex based on a double digestion of the rDNA-ITS region with restriction enzymes BsrB |
and Eag . Numbers inside bands (rectangles) indicate length of bands in base pairs. M
denotes a virtual size marker. Note that the 800-04 bp band is always present in D. lacustris,
while either one or both bands of 920-50 bp and 1150 bp (marked by dotted borders) can be
found. The 685 bp band typical for specimens from Lake Berse has also been found in D.
lacustris (see Nilssen et al., this issue, for further details).
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