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Seznam pouzitych zkratek:

e stupné€, minuty, vtetiny

39 L. samec, samice
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1. Uvod

Ryby a ryboviti obratlovci jsou nejrozmanitéj$i skupinou recentnich obratlovci.
V roce 1976 jich bylo zndmo 18 818 druhii (Nelson 1976). Roku 1994 to bylo vice nez 24 600
druhti (Nelson 1994). V roce 2001 jiz uvadi Kottelat (istni sdéleni) vice nez 26 880 druhd.
V soucasnosti bude toto ¢islo jisté o poznani vyssi.

Kaproviti (Cyprinidae) patii k druhové nejpocetnéjsim celedim ryb (i obratlovcil
vibec) na svété. Jejich plivodni aredl zahrnuje vSechny kontinenty vyjma Jizni Ameriky a
Australie (Nelson 1994). Jsou primarn¢ sladkovodni a nemohou prekonavat moie. Diky tomu
jejich rozsiteni reflektuje geologicky vyvoj pevniny (Durand et al. 2002). Parmy jsou fazeny
do podceledi Cyprininae v niz tvoii vlastni skupinu (tzv. ,,Barbin lineage™) (Howes 1991).
Rod Barbus ustavili Cuvier a Cloquet roku 1816 pro druh Cyprinus barbus popsany Linnéem.
Rod Barbus sensu lato je Casto zminovan jako ,,monstrozni agregace” (Myers 1960), a
nepfili§ dobtfe prozkouman (Berrebi 1995; Berrebi et al. 1996). Se svymi vice nez 800 druhy
(Howes 1987), zijicimi po celé Evrope, Africe 1 Asii, tvofi dominantni slozku kaprovitych ryb
star¢ho svéta (Tsigenopoulos et Berrebi 2000) a po nomeklatorické strance se jednad pouze o

,,sbérny* taxon bez systematické hodnoty.

Vysledky fylogenetickych studii indikuji rozstépeni vyse zminého taxonu Barbus do
péti hlavnich linii: 1) rod Barbus sensu stricto (evolucné tetraploidni, dale ¢lenén na podrody
Barbus a Luciobarbus; Doadrio 1990), II) hexaploidni druhy, III) Etiopské tetraploidni druhy,
IV) Africké diploidni druhy a V) Asijské diploidni druhy. Pfifazeni ,.cizich® rodd jako
sesterskych skupin k né€kterym z téchto monofyletickych soustav (napi. rod Aulopyge k
Barbus s. str., €1 Varicorhinus k hexaploidnim parmam) ukazuje na polyfyleticky ptivod celé
takto pojimané taxonomické konstrukce, tj. Barbus sensu lato (Machordom et Doadrio 2001a)
(Ptiloha 1.). Do podrodu Luciobarbus je zcela recentné fazen i rod Capoeta (Durand et al.

2002; Berrebi et Tsigenopoulos 2003).

Vétsina zastupct rodu Barbus s. str. se nachdzi v mediteranni oblasti, kde obyva

znacn¢ omezené arealy (Kotlik et Berrebi 2001) .

Je ztejmé, ze v evoluci parem hrala vyznamnou roli polyploidizace. Pfibuznost mezi
jednotlivymi liniemi poukazuje na homoplazicky charakter genomovych duplikaci, k nimz
muselo dojit alesponi ve tfech oddélenych periodach, ¢i ve tfech oddélenych arealech
(Machordom et Doadrio 2001a). K polyploidizaci nejspi§ dochdzelo procesem alopoly-
ploidizace, kdy dochdzi ke splynuti dvou bunék za zvySeni stupné ploidie (diky hybridizaci

dvou, ¢i vice druhlt), narozdil od autopolyploidizace, kdy dochazi ke zvySeni stupné ploidie



v disledku mitozy, jiz nendsleduje bunééné déleni (Dowling et Secor 1997). Oellermann et
Skelton (1990) se domnivaji, Ze moznost pocatku hexaploidni linie alopolyploidizaci je
pravdépodobnéjsi. Alopolyploidizace nejspi§ stdla rovnéz na pocatku evropské tetraploidni
linie (Chenuil et al. 1999).

Polyploidizace napomahé hybridizacni speciaci. Jestlize se mezi sebou zkiizi napt. dva
tetraploidni organismy, obsahuji jejich gamety jiz dvojice homolognich chromozomi, takze se
pfi mitéze miiZze vytvofit zcela pravidelné délici vieténko a chromosomy mohou byt rozdéleny
do dcefinnych bunék naprosto rovnomérng. Piedpoklada se, ze polyploidi jsou tolerantnéjsi
vuci ekologickym vykyvim, protoze duplikace geni ptfindsi metabolickou flexibilitu (Uyeno

et Smith 1972; Otto et Whitton 2000) a tim vyznamnéjsi evoluéni plasticitu.

1.1. Hybridizace, introgrese a jejich role v evoluci obratlovcii

Hybridizace je definovana jako kiizeni jedinci dvou populaci nebo skupin populaci,
které jsou odliSitelné¢ dle jednoho, ¢i vice dédicnych znakd (Harrison 1990). Detekce a
klasifikace hybridii pomoci tradi¢né vyuzivanych morfologickych znakt jsou ¢asto nepiesné a
mohou vézt k chybnym zavérim. Prudky rozvoj modernich biochemickych a molekularng-
genetickych metod umoznil rutinni vyuZiti genetickych dat pfi studiu hybridizace. Casto
citovanymi pfednostmi vyuziti molekularnich markerii jsou: 1. velky pocet analyzovatelnych
nezavislych znakt, 2. pfima geneticka kontrola, 3. nizka hladina nedédi¢né variability, 4.
predpokladand selektivni neutralita, 5. schopnost odli$it matetského rodi¢e od otcovského
(Rieseberg et Randall Linder 1999).

Bariéry zabranujici pfirozené hybridizaci 1ze rozdélit do dvou hlavnich kategorii:
prezygotické a postzygotické (pre- a postkopulacni; Mayr 1963). Prezygotické zahrnuji rizné
typy chovani v dobé rozmnozovani, které piisobi pfedevSim na vybér partnera, naCasovani a
lokaci. Dulezitou roli hraje i vzdjemné rozpoznani gamet (Howard et al. 1998). Postzygotické
zabrany jsou zpUsobeny vnitinimi genomovymi inkompatibilitami (endogenni selekce) a/nebo
okolnimi interakcemi mezi fenotypem a prostfedim (exogenni selekce) (Arnold 1997).
Porozuméni relativnim rolim pre- a postzygotickych procesti v evoluci reprodukéni izolace je

podstatnou soucasti vyzkumu speciace (Howard et al. 1998).



Hybridizace je bézna a Casto vede k introgresi (Turner 1999). Introgrese je trvalou
inkorporaci geni zjedné skupiny diferencovanych populaci do jiné, neboli zaclenéni
cizorodych variant genii do nového, reprodukéné izolovaného populacniho systému
(Rieseberg et Wendel 1993). Ackoliv mlize k inkorporaci cizorodych genti dochdzet riznymi
zpusoby (napiiklad nasledkem wvnitrobunééné parazitace), budu se v nasledujicim textu
zabyvat vyhradné introgresi v dsledku ptirozené hybridizace.

Introgrese rozlicnych genetickych znakti obvykle byva interpretovana jako neutralni
difize. Mnozstvi piikladii z populacné genetickych analyz piirodnich vzorkid i experimen-
talnich studii vSak naznacuje efekt pozitivni ptirodni selekce na introgresivni hybridizaci. Na
introgresivni hybridizaci a pozitivni selekci je rovnéz nahlizeno jako na ptipadné
zprostifedkovatele invaze do nového biotopu a prostorové expanze (Arnold 1997).

Jako hybridni taxon je mozno oznalit nezavisle se vyvijejici, historicky stabilni
populaci, nebo skupinu populaci, obsahujici unikatni kombinaci dédicnych vlastnosti,
vytvotenou kiiZzenim reprezentantli dvou, ¢i vice diskrétnich taxonl (napt. ras, poddruhd,
druht atd.). Historicka stabilita vede nutné k zavéru, Ze mozaika vlastnosti zdédénych po
nezévislych liniich je zachovana v populaci, pfenaSena z rodi¢ii na potomstvo (Dowling et
Secor 1997).

I v soucasnosti role prirodni hybridizace v evoluci zistava predmétem sport (Plénet et
al. 2000; Seehausen 2004). Jiz Anderson a Stebbins (1954) shrnuli divody pro dilezitost
hybridizace v evoluci rostlin. Domnivali se, ze introgrese a hybridizace mohou pienaset bloky
genl mezi stabilizovanymi, adaptovanymi skupinami, umoznit rychlé pfeskupovani riznych
adaptaci a komplexni modifikace systémil. Timto zpisobem mulze byt velmi zvySen pocet
variant a selekce by mohla plsobit pii segregaci blokii genetického materialu, odvozenych
z odliSnych adaptivnich systéma obsahujicich jednu, ¢i dvé nové alely generované mutaci.
Tato souhra okolnosti miize byt ¢astecné prosp€snd, pokud jsou zménou prostiedi vytvareny
nove niky. Nésledné evoluce mize probéhnout maximalni mérou.

JelikoZ je podil uspésnych potomkll u ZivociSnych hybridd mnohem niz8i (jednotlivé
stupné vyvoje jsou kontrolovany komplikovan€j$imi a integrovanéjSimi komplexy geni, nez
je tomu u rostlin), zoologové evolu¢ni vyznam hybridizace dlouho podcenovali. Dle
Templetona (1981) nasleduje po hybridizaci inbreeding a zhrouceni hybridi, pteziji-li vSak
zivotaschopni a plodni rekombinanti, mohou se reprodukéné izolovat od obou rodi¢ovskych
forem a stat se odliSnymi entitami. Jiz Stebbins (1966) konstatoval, ze vzacné genové
kombinace se mohou upevnit velmi rychle, tudiz hybridizace miiZze hrat vétsi roli v evoluci

zivocicht, nez se obvykle predpoklada.



Hybridni zény jsou vétSinou omezené oblasti, kde se geneticky odlisné populace, nebo
druhy setkavaji, pafi a produkuji hybridy (Barton et Hewitt 1985). Harrison (1990) je
nadnesené oznacuje jako ,,okna do evolu¢nich procesii, Barton et Hewitt (1985) zase jako
,prirodni laboratote®.

Existuji dvé stanoviska, dle nichZ lze posuzovat vliv pfirozené hybridizace z hlediska
konzervacni biologie.

Prvni povazuje ptirozenou hybridizaci za zhoubnou pro biodiverzitu. Parentalni druhy,
které se samostatn¢ vyvijely po miliony let a vytvofily si své odlisné lokalni adaptace, je
mohou diky hybridizaci ztratit (Allendorf et al. 2001). Dale hybridizace mlZe vést k tzv.
outbreedni depresi, snizeni plodnosti (fertility) a zivotaschopnosti (viability), mozna kvuli
chromozémovym odliSnostem nebo zruSeni koadaptovanych genovych komplext (Templeton
et al. 1986), Ci genetické asimilaci, kdy pocetné&jsi taxon jednoduse vstteba ten vzacnéjsi.

Podle druhého naopak hybridizace mezi vzacnym a pocetnéjSim taxonem muze vyustit
v genetické obohaceni ohrozené formy. Vzicna forma je rovnéZz podporovana zvySenim
fitness diky nardstu genetické variability. To podporuje prostorovou expanzi a hybridni
populace funguje jako geneticky rezervoar pro rekonstrukci rodi¢ovskych genotypil/fenotypt
(Arnold 1997). Hybridizace a introgrese zvySuji genetickou diverzitu produkci novych
rekombinantnich genotypt pravdépodobné mnohem rychleji, nez mohou mutace (Dowling et
Secor 1997).

U ryb je ve srovnani s ostatnimi obratlovei (Winfield et Nelson 1991) piirozena
hybridizace relativné béznym jevem (Hubbs 1955; Schwartz 1981). Zplsobuje to
pravdépodobné souhra riznych faktort, které zahrnuji vnéjsi oplozeni, ¢asto nerovhomérnou
abundanci rodi¢ovskych druhi a kompetici o prostorové omezend trdlisté. Mezidruhovi
hybridi ryb byvaji mén¢ Casto postizeni genomovymi inkompatibilitami, nez je tomu u jinych
obratlovct. Lidé indukuji introgresivni hybridizaci predevs§im introdukcemi exotickych druhti
ryb, nebo modifikacemi habitatti (Scribner et al. 2001).

V Celedi kaprovitych ryb vcéetné rodu Barbus je mezidruhova hybridizace Casta a
hybridi jsou casto fertilni, 1 kdyz jejich plodnost, ovlivnénd mnoha faktory, mize byt snizena

(Pethon 1978; Chevassus 1983; Wood et Jordan 1987; Berrebi et al. 1993; Stancl 1996).



1.2. Jednotlivé pripady hybridizace zapadopalearktickych parem podrodu Barbus

Podrod Barbus tvoti monofyletickd skupina parem, ktera se od podrodu Luciobarbus
Heckel, 1843, fylogeneticky oddélila pravdépodobné pted vice nez osmi miliony let (tzv.
Rhodska tektogenni etapa, kterd reaktivovala latitudialni slozku Alpinského orogenniho pasu)
(Machordom et Doadrio 2001b). Podrod Barbus se mimo jiné vyznacuje piitomnosti
vyhloubenych 1Zicovitych [dentes exclavati cochleariformes, dle Heckela (1843)] trojfadych
pozerdkovych zubl (dentes pharyngei: 2.3.5.-5.3.2.) na pozerdkové kosti patého zaberniho
oblouku. Centrum roz$ifeni podrodu se nachazi v severnim mediteranu. Nékteti autofi ¢leni
druhy podrodu Barbus na velké fluvio-lacustrinni jez se jevi jako skupina monofyletickd, a
malé rheofilni, jejichz pivod se vSak zda byt polyfyleticky (Tsigenopoulos et Berrebi 2000)
(Ptiloha 2.). Drobné rheofilni druhy lze dale rozd¢lit do dvou skupin, na druhy spadajici do
okruhu B. petenyi a do okruhu B. cyclolepis (Berrebi et Tsigenopoulos 2003).

Mezidruhova hybridizace téchto parem je zajimavy jev. Jednotlivé druhy jsou si
znaén€ podobné. Klasickd taxonomie zaloZend na morfologii nedokdZe mnohdy s urcitosti
vytesit fylogenetické vztahy mezi jednotlivymi formami. RozliSeni, pfedev$im naslednych
generaci, hybriddi pouze na zakladé¢ morfologie je rovnéz dosti slozité a nepftili§ spolehlivé
(Valenta et al. 1979), coz se netykd pouze rodu Barbus, nybrz i jinych skupin ryb s vysokym
obsahem DNA (Wolf et al. 1969). Biochemické a molekularné genetické metody jsou v tomto
pfipadé nezbytnym ndstrojem pro zjisténi hybridniho statutu jedinci a smérti introgrese

v ptirodé (Kocher et Stephien 1997).

1.2.1. Barbus caninus Bonaparte, 1839 x Barbus plebejus Bonaparte, 1839

Barbus caninus je malym rheofilnim druhem, ktery dle Bianca (1995) ptivodné obyval
Péadsko - Benatskou ichtyogeografickou oblast severni Italie. Introdukovan byl do n¢€kolika fek
stiedni Itdlie. Béhem 20. stoleti byl rliznymi autory, jako napiiklad Karamanem (1971),
povazovan za poddruh B. meridionalis (detaily in Bianco 2003). Statut druhu mu navratil
Bianco (1995) na zaklad¢ morfologie.

Barbus plebejus je velkym fluvio-lacustrinnim druhem. Bianco (1995) uvadi, ze
ptivodné rovnéz obyval Padsko-Benatskou oblast. Introdukovan byl do Toskansko—Latinské
ichtyogeografické oblasti, kterou jiz obyval B. tyberinus. Nékolika autory byl v minulosti
povazovan za poddruh B. barbus, nikoli v§ak Karamanem (1971) (detaily in Bianco 2003).



Betti (1995) popsal pomoci morfologickych znakt B. plebejus x B. caninus hybridni
zonu v fece Adige. Tsigenopoulos et al. (2002) analyzou mitochondridlni DNA (mtDNA) a
alozymil zjistili introgresi gent B. plebejus do genomu B. caninus.

Dle téchto autort je forma nazyvand B. tyberinus geneticky velmi blizka B. plebejus,
protoze nevykazuje zadné jasné rozdily ani v alozymovych, ani v mtDNA markerech. Bianco
(2003) vsak tyto zavéry odmita.

Dle Tsigenopoulose et al. (2002) dva jedinci B. caninus z teky Pellice (povodi Padu,
sever Italie) ve svych genotypech nesli 6 alozymovych alel, charakteristickych pro populace
B. plebejus | B. tyberinus. P&t z nich se nachdzelo v heterozygotnim stavu s alelou specifickou
pro B. caninus. V tece Pellice ziji B. caninus spole¢né s B. plebejus a tyto alely zde mohou byt
vysledkem introgrese. To je podpofeno i mtDNA daty. Tito dva jedinci obsahovali
charakteristicky haplotyp B. plebejus. Tento druh se nejspis rozsitil do povodi fek, predtim
obyvanych pouze B. caninus (Tsigenopoulos et al. 2002).

Bianco (1995) mimo hybridi B. caninus x B. plebejus v Padsko-Benatské oblasti
upozornuje na existenci hybridnich jedinct B. caninus x B. tyberinus v centralni Italii, kam
byl B. caninus introdukovan. Zadna podrobngjsi prace se vsak timto piipadem dosud
nezabyvala. V Italii velmi Casto dochéazelo k rozsahlym introdukcim ryb, aniz byl pfedem
znam taxonomicky statut forem jak nativnich, tak introdukovanych (Bianco et Ketmaier
2001). Napiiklad v fece Omrone Zziji spolu s pivodnim druhem B. fyberinus, ktery je zde

ohroZen vyhynutim, dalsi tfi pro toto povodi exotické druhy parem (Bianco 1995).

1.2.2. Barbus haasi Mertens, 1924 x Barbus meridionalis Risso, 1826

Jde o dva blizce piibuzné rheofilni druhy s parapatrickymi aredly rozSifeni, o
taxonomickém statutu B. haasi vSak ptetrvavaji pochybnosti. Nejprve byl popsan jako druh
(B. haasi Mertens, 1924), poté ptitazen jako poddruh B. barbus (B. b. bocagei Almaca, 1971),
B capito (B. capito haasi, Karaman 1971) a B. plebejus (B. plebejus haasi Almacga, 1982)
(Machordom et al. 1990). Na zaklad¢ studia externi morfologie a osteologie Spanclskych
parem rodu Barbus Doadrio (1984) navratil B. haasi status druhu, jelikoz se v mnoha znacich
1181 od B. barbus, B. plebejus i B. capito. Naopak zjistil, Ze jej pouze minimum znakt odliSuje
od B. meridionalis, coz plati 1 u dat, ziskanych analyzou mtDNA (viz. Ptiloha 2.). Callejas et
Ochando (2002) rovnéz uvadéji, ze B. meridionalis a B. haasi vykazuji dle RAPD (Randomly

Amplified Polymorphic DNA) divergenci, kterd byva vétSinou piisuzovana poddruhiim.



Machordom et al. (1990) pomoci enzymové elektroforézy analyzovali pét populaci
parem z fek Matarrafia, Ripoll, Tordera, Arbucias a Dourbie, aby ovéfili hybridizaci téchto
dvou druhti ve Spanélsku. Populace z feky Ripoll, ktera se nachazi na hranici areald mezi
obéma druhy, je nejspiS hybridniho ptivodu, nebot’ obsahuje znaky charakteristické pro oba
druhy. Nebyli zde chyceni jedinci ani jedné Cisté linie, ani F1 generace. Vysledny genotyp této
populace je patrné nésledkem hybridizace v minulosti a v souc¢asné dobé jiz zde ke kontaktu

s rodicovskymi druhy nedochazi.

1.2.3. Barbus meridionalis Risso,1826 x Barbus barbus (Linnacus, 1758)

Barbus barbus 1ze zatadit do skupiny velkych fluvio-lacustrinnich parem. Jde o Siroce
rozsifeny druh, jehoz areal se rozklada od jihovychodni Anglie po ¢ernomoiské timoii. Chybi
ve veétSing jizni Evropy (Kotlik et Berrebi 2001).

Barbus meridionalis je rheofilni. V minulosti byla rliznymi autory timto nazvem
oznacovana velka ¢ast parem, obyvajicich evropskou c¢ast sttedozemniho a ¢ernomotského
umofi. V soucasnosti jsou tak nazyvany pouze parmy obyvajici feky jihovychodni Francie a
severovychodniho Spanélska (Doadrio et Perdices 2003).

Hybridizace B. meridionalis a B. barbus byla pozorovana v fece Lergue spadajici do
povodi feky Hérault a zkouména na zakladé genetickych i morfologickych znakt. Zadny
z padesati ulovenych hybridi se neukazal byt F1, objevili se zpétni kiizenci 1 potomstvo
kfizenci. Plodni byli hybridni jedinci obojiho pohlavi. Studovand hybridni populace
obsahovala vE&t$i mnozstvi alel B. barbus, nez B. meridionalis. Morfologické znaky koreluji
s genetickou introgresi (Berrebi et al. 1993; Daryus et Berrebi 1993; Chenuil et al. 2000).

Philippart et Berrebi (1990) experimentalné zjistili, Ze hybridni samci prvni filidlni
generace (F1) vznikli kiiZenim jikernacky B. barbus a mli¢adka B. meridionalis jsou sterilni.
Hybridni jedinci sami¢iho pohlavi naopak jiz ve dvou letech véku pohlavné dospivaji a jsou
schopni vytéru. Do dvou let véku rlstova rychlost i délkovy pohlavni dimorfismus F1 hybridt
odpovidd B. barbus, chovanych za stejnych podminek. Berrebi et al. (1992) uvadéji az
trojnasobné vyssi spottebu kysliku u nékterych hybrida.

Béhem experimentalnich simulaci pfirozeného vytéru v akvariich, neobjevili Poncin et
al. (1994) zadné kompletni behavioralni bariéry, které by spole¢ny vytér téchto dvou druht
blokovaly.
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1.2.4. Barbus peloponnesius Valenciennes, 1842 x Barbus albanicus Steindacher, 1870

Barbus albanicus, endemit severozapadniho Recka, z fylogenetického hlediska patii
mezi stiedné vychodni druhy podrodu Luciobarbus (Berrebi et Tsigenopoulos 2003) a proto
se jim nebudu podrobnéji zabyvat.

Barbus peloponnesius je drobny rheofilni druh, ktery obyva sympatricky s druhem
piedchozim zapad Recka, na rozdil od n&j se vSak vyskytuje i na jihu Peloponéského
poloostrova (Zardoya et Doadrio 1999). Karaman (1971) pod timto nazvem vytvofil
polytypicky druh, do n¢jz sloucil nékolik raznych forem, naptiklad B. petenyi a B. rebeli, coz
ma za nasledek rtizné nesrovnalosti az dodnes. Tohoto schématu se ptidrzuje, ackoli
pochybuje, 1 Kottelat (1997). Economidis et al. (2003) vySe zminéné druhy vytrvale povazuji
za pouhé poddruhy.

Economidis et Herzig-Straschil (2003) uvadéji, ze se tyto dvé formy kiizi v fece
Achelous, odkud byl v roce 1939 Stephanidisem popsan a zakreslen jeden jedinec. Ackoliv je
tento pfipad zajimavy, nebot’ zucastnéné druhy spadaji do raznych podrodd, nikdo jej zatim

hloubéji nezkoumal.

1.2.5. Barbus tauricus Kessler, 1877 x Barbus petenyi Heckel, 1852

Systematické postaveni velké fluvio-lacustrinni formy z vychodu Bulharska, kterou
v tomto piipad¢ nazyvam B. tauricus, je zatim stale nejasné. Bogutskaya et al. (2003) uvadi
pro tuto oblast endemicky poddruh B. tauricus bergi pivodné popsany jako B. barbus bergi
Chichkoff, 1935. Kotlik et Berrebi (2001) na zaklad¢ porovnani mtDNA ukézali, ze bulharské
parmy byly geneticky nediferencované od B. escherichii Steindachner, 1897, z cernomoiskych
ptitokii v severni Anatolii a soucasné evolu¢né blizké B. barbus ze stfedni Evropy, a
doporucili je proto povazovat za poddruh B. barbus escherichi. Nasledna podrobné&jsi studie
Kotlika et al. (2004) ukazala, ze B. tauricus z Krymského polostrova byli geneticky velmi
blizci populacim ze severni Anatolie a zvychodniho Bulharska, a provizorn€¢ proto
Bulharskou formu oznacili jako B. tauricus escherichii. Tito autofi upozornili na nutnost
taxonomické revize druhového komplexu B. barbus a B. tauricus z celého povodi Cerného

mote (Kotlik et al. 2004).
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Barbus petenyi je malym rheofilnim druhem. Ackoli byla tato parma ptivodné popsana
jako druh (Heckel 1852), vétSina nasledujicich autort ji pfifazovala jako poddruh k B.
meridionalis Risso, 1826 (Steindachner 1882; Berg 1949), nebo B. peloponnesius
Valenciennes, 1842 (Karaman 1971). Samotny B. peloponnesius vSak napi. Almaga (1984)
ptitadil jako poddruh k B. meridionalis. Ptesto napiiklad Starmach et Rosot (1961), ¢i
Rembiszewski et Rolik (1975) povazovali druhovy status B. pefenyi za opravnény.
Taxonomie drobnych rheofilnich parem v prubéhu 20. stoleti lakala mnozstvi autort, Casto
doznévala radikalnich zmén a mezi riznymi védci panuji neshody i nadéale. V soucasnosti se
fada autorti na zaklad¢ molekularnich dat pfiklani k nadzoru, Ze B. petenyi je nutno povazovat
za samostatny druh (Karakousis et al. 1995; Tsigenopoulos et al. 1999; Tsigenopoulos et
Berrebi 2000; Machordom et Doadrio 2001b; Kotlik et Berrebi 2002; Kotlik et al. 2002).
Kotlik et Berrebi (2002) fylogenetickou analyzou mtDNA a porovnanim dostupnych
alozymovych dat (Tsigenopoulos et al. 2002) identifikovali v rdmci B. petenyi tii divergentni
evoluéni linie odpovidajici druhtim.

Kotlik et al. (2002) uvadéji, Ze tento druh obyva horské a podhorské potoky a ficky
povodi stfedni Tiszy a dolniho Dunaje ve Vychodnich a Jiznich Karpatech Rumunska.
Nejseverngjsi zndma populace se nachazi v fece Mures v Transylvanii. Dale se vyskytuje
v povodi dolniho Dunaje v pohoii Stara Planina Bulharska. Mimo povodi Dunaje je jesté
znam z bulharské feky Kamtchya na vychodé pohoti Stara Planina, ktera samostatné usti do
Cerného mote a patrné tvoii jihovychodni hranici jeho rozifen.

Dobrovolov (1993; 1996) popsal ptirozenou hybridizaci B. tauricus a B. petenyi
pomoci izoelektrické fokusace (IEF) i Skrobové horizontélni elektroforézy sedmi proteinovych
systémi. V fece Eleshnitsa (povodi Kamtchyi) zjistil vyskyt F1 generace a zpétnych kiizenct
k B. petenyi. Tentyz autor se ve svych pracech rovnéz okrajové zminuje o hybridizaci B.
petenyi a B. barbus v povodi Dunaje. Banarescu et al. (2003) uvadéji historickou masovou
hybridizaci téchto dvou druhid viece Bistriva Moldoveneacsa, indukovanou vystavbou
vodnich dél. Tonescu (1968) pfitfadil hybridni jedince k B. plebejus. O né€kolik let pozdéji

parmy z tohoto povodi vymizely (Banarescu et al. 2003).
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1.2.6. Barbus barbus (Linnaeus, 1758) x Barbus carpathicus Kotlik, Tsigenopoulos, Rab et
Berrebi, 2002

Obrazek 1. Aredl pivodniho rozsiteni Barbus barbus a B. carpathicus.

' Barbus barbus
Wl B. carpathicus

Aredly rozsiteni obou druhti se prekryvaji (jsou sympatrické). V mistech spolecného
vyskytu vSak B. carpathicus v jednotlivych tocich zaujima vzdy vyse polozené useky (jejich
distribuce v prostoru je parapatrickd). Existuji ale pomérné Siroké zony, kde se oba dva druhy
vyskytuji soucasné (syntopicky). Geograficky aredl jejich rozsifeni ukazuje mapka. (Obrazek
1.)
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1.2.6.1. Barbus carpathicus

Obrazek 3. Barbus carpathicus 3 z teky Udava; ilustrativni foto (4.8.2004)
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Na zéklad¢ fylogeografické studie B. petenyi, pomoci sekvenci mitochondrialniho
(mtDNA) genu pro cytochrom b (cyt b) a analyzy alozymi, dospéli Kotlik et Berrebi (2002)
k zavéru, ze se jedna o polyfyleticky taxon, vyzadujici revizi. Kotlik et al. (2002) jej rozdélili
v tf1 linie, odpovidajici druhtim, které 1ze sice jen tézko rozliSit pomoci morfologie, ale maji
odlisnou evolu¢ni historii (tzv. cryptic, neboli sibling, species): B. carpathicus, B. balcanicus
a B. petenyi. Ptedci nejen B. carpathicus a B. balcanicus, ale i napiiklad B. caninus a B.
meridionalis se od linie vedouci k B. petenyi (obsahujici v té dobé¢ jesté predky naptiklad B.
prespensis a B. rebeli) oddélili pravdépodobné jiz pted 5,6 - 6 miliony let, koncem miocénu.
V priubehu pliocénu, pred asi 4 miliony let, se od sebe odsStépily linie vedouci k B. carpathicus
a B. balcanicus.

Holotyp B. carpathicus, NMW-94604 (ptvodné PK521, terénni Cislo 7273), 110,0
mm, ulovili V. Slechta a P. Kotlik 9. fijna 1998. Typovou lokalitou (Terra typica) je teka
Ublianka v Uble, ktera je ptitokem Uhu v povodi Dunaje (48° 53° N, 22° 23’ E).

Morfologicky se B. carpathicus od B. balcanicus a B. petenyi li§i mirn¢ delSim
rypcem, ktery je zaSpicatély a pon€kud i zbarvenim. Zakladni zbarveni horni poloviny téla je
tmavohnédé, spodni ¢ast téla a bricho jsou bilé se zZlutavym nadechem. Hibet, boky a v mensi
mife 1 hlavu mé pokryty drobnymi tmavé hnédymi skvrnami. NaZloutlé a jemné& skvrnité jsou 1
neparové ploutve, narozdil od parovych ploutvi, které jsou beze skvrn (Kotlik et al. 2002). Dle
Peniaze (1995) jsou zejména na ocasni a hibetni (dorzalni) ploutvi patrné naznaky paskovité
pigmentace. Dorzalni ploutev je vyztuzena 2(3) nebo 3(4) nevétvenymi (posledni mékky,
posteriorné neozubeny) a 7(8) nebo 8(9) vétvenymi paprsky (lepidotrichia), z nichZ posledni
je v bazi roz§té€pen. Jeji vnéjsi okraj je rovny, nebo slabé konkavni. (BfiSni ploutve [pinnae
ventrales] tvofi 2 nevétvena a 9 vétvenych; prsni ploutve [pinnae pectorales] 1 nevétvené a
13-17 vétvenych lepidotrichii.) Ritni (anélni) ploutev obsahuje 1(2) nebo 2(3) nevétvena a 4
(5) nebo 5 vétvenych lepidotrichii, posledni je rovnéz bazaln¢ rozStépeno. Pii sklopeni
dosahuje analni ploutev mezi stied ocasniho nasadce a stied ocasniho ploutevniho laloku.
Pocet perforovanych Supin (squamae) v postranni ¢ate (linea lateralis) dosahuje 51(52)-64
(57). Pocet fad nad postranni Carou cini 8(10)-12(12), pod postranni Carou 8(6)-9(9).
PobftiSnice (peritoneum) je erné pigmentovana melanofory (Kotlik et al. 2002). U st jsou 2
pary dosti dlouhych vouskil, ptedni par dosahuje po zadni nozdry, zadni par do poloviny oka,
nebo az k jeho zadnimu okraji. Hodnoty v zavorkach uvadi Pendz (1995).

Pohlavni dimorfismus neni pfili§ vyrazny. Dle Penidze (1995) se vétSina autort shoduje
v rozdilné relativni délce fitni ploutve, ktera by méla byt delsi u samic. K odliSeni lze pouZit

rovnéz charakteristické ,,stavéni® ploutvi samcti pii stisknuti, podobné jako u vétSiny
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kaprovitych ryb. Movchan et Smirnov (1981) uvadi, ze se samci dozivaji maximaln¢ 4 let
véku (DT = 129 mm) a samice az 8 (DT = 205 mm). Pekérik (2004) béhem triletého vyzkumu
nezjistil v fece Udavé zaddného jedince starsiho 5 let (DT = 170mm). Samci v fece Udava jsou
schopni vytéru jiz ve stafi 1+, kdy méfi kolem 70 mm (vlastni pozorovani).

Vytér je porcovy (davkovy) a probihd na mél¢inach od ¢ervna do srpna s odstupem 15-
30 dni. Tyto litofilni ryby vytvareji skupinky o maximalné 10 jedincich a tfou se do hnizd o
priméru asi 50 cm, kterd je mozno pozorovat, diky oranzovym jikram, jimiz je Stérkovité dno
pokryto. Primérna absolutni plodnost se pohybuje okolo 4000 jiker na jikernacku (Movchan
et Smirnov 1981).

Barbus carpathicus obyva bystfe tekouci a nepfiliS hluboké useky horskych a
podhorskych toki Zapadnich a Vychodnich Karpat (Kotlik et al. 2002). Pravdépodobné zde
v ichtyobiologické klasifikaci rybich pasem tato parma nahrazuje lipana podhorniho
[Thymallus thymallus (Linnaeus, 1758)], jelikoz v mistech jejiho masového vyskytu chybi
(Kux et Weisz 1964). Vétsina aredlu spadd do povodi horni Tisy a zahrnuje Slovensko,
Polsko, Rumunsko, Ukrajinu a Mad’arsko. Mimo povodi Dunaje jsou znamy populace

zpovodi horni Visly Polska a Slovenska i horniho Dnéstru. Zapadni hranici souvislého

hodnotil jeji vyskyt jako masovy, v soucasné dob¢ je mistni populace na pokraji zaniku v
dasledku opakovanych otrav, necitlivych zasahti do fi¢niho koryta, trvale vysokému znecisténi
a jisté 1 diky intenzivnimu zarybiiovani jinymi druhy ryb (astni sdéleni piedsedy MsO SRZ
Levice a vlastni pozorovani). Historické udaje o jejim vyskytu v zapadnéji poloZenych fekach
(Véah, Nitra) povazuje Kux (1964) za mylné. Zauner (1998) informuje o opakovanych
nalezech izolovanych jedinct rheofilni parmy v povodi horniho Dunaje v Rakousku. Kotlik et
al. (2002) pokladaji za velmi pravdépodobné, Ze se jedna o rovnéz o B. carpathicus. O jejich
ojedinélém vyskytu v hlavnim toku Dunaje na Slovensku informuje 1 Peiidaz (1995). Heckel et
Kner (1858) pisi, ze nejvétsi exemplare B. petenyi, které méli k dispozici, pochazeji z Olse
(povodi Odry) u Tésina. Zde se vSak nepodafilo vyskyt rheofilnich parem potvrdit ani pfi
specidlné¢ zamétenych prizkumech (Balon 1963). Dle mého nazoru se mohlo jednat o B.
carpathicus, kterd se vyskytuje v nedaleké Visle. Heckel et Kner (1858) neuvadéji, jak ke
zminénym exemplaiim pfisli, je tedy moZné o jejich skutecném plivodu pochybovat. JiZzni

hranici rozsiteni tvoii povodi feky Somes odvodiiované jizni horni Tisou (Kotlik et al. 2002).
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Druhy obyvajici horni useky toki maji schopnost pfekonat rozvodi diky takzvanému
ficnimu piratstvi (river capture). To je proces, kdy v dusledku eroze, ¢i zablokovani
puvodniho koryta, feka nebo jeji ¢ast zméni smér svého toku tak, Ze nasledné tece do jiného
povodi. VSechny organismy obyvajici tuto ¢ast feky zméni svou pfisluSnost k novému povodi
spoleén¢ sni. K tomuto geologickému jevu zcela jist¢ dochdzelo ve zvySené mite
v postglacialnich obdobich, kdy masy vody z tajicich horskych ledovci  zplsobovaly
zvySenou erozi, vytvareni ptiledovcovych jezer, docasnych tokli a novych fi¢nich spojeni, a
tak umoznily migraci chladnomilné sladkovodni fauny do novych oblasti a geneticky tok mezi
docCasn¢ izolovanymi populacemi (Arkhipov et al. 1995). Pravé tomuto jevu vdeci B.
carpathicus za své soucasné rozsifeni z tokl jiznich svahl severniho Karpatského oblouku
odvodnovanych horni Tisou, které patrn€ vytvotily refugium této formy b&hem posledniho

glacidlniho maxima pied 18 000 lety (Kotlik et Berrebi 2002). Pro rheofilni parmy naopak

tvoii nepiekonatelnou bariéru dolni toky fek.

1.2.6.2. Barbus barbus

Obrazek 4. Barbus barbus z feky Udava; ilustrativni foto (4.8.2004)

Linné zalozil sviij popis na Atrediho a Gronoviové a jako typovou lokalitu uvadi

~Europe australis*. Kottelat (1997) stanovil lektotyp (Gronoviuv exemplai: BMNH 1853, 11,
12: 144) a tim 1 typovou lokalitu feku Ijssel u Deventeru v Nizozemi, odkud tento jedinec

s nejvetsi pravdépodobnosti pochazi.
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Barbus barbus se od sympatrickych drobnych rheofilnich parem 1isi predevS§im
pritomnosti siln€ osifikovaného ozubeného trnu v dorzalni ploutvi a vzristem az 85 cm, od
fylogeneticky ptibuznéjSich parem fluviolakustrinniho typu pak hlavné uspotaddanim spodniho
rtu, ktery ma dva laloky a uprostied je ztlustly.

Zbarveni je zna¢né variabilni. Penidz (1995) povazuje za typicky olivové zeleny hibet,
nazelenalé, nebo nazlatlé boky a bélozluté biicho. Mladé tohoro¢ni ryby byvaji mramorované
skvrnité, vyjimeéné tmaveé hnédé pigmentové skvrny pretrvavaji do ranné dospélosti. Parové
ploutve jsou nacervenalé, neparové byvaji na okrajich tmavé.

Barbus barbus je velmi plasticky druh a jednotlivé subpopulace vykazuji znacné
rozdily ve velkém poctu meristickych i plastickych morfometrickych znaki.

Vysokd pinna dorsalis je vyztuzena 3(3) az 5(4) nevétvenymi (posledni silné
osifikované, jeho cely zadni okraj lemovan dvéma fadami zoubkd, jejichz pocet se zvySuje s
délkou ryby) a 6(8) az 9 vétvenymi lepidotrichii. Jeji vnéjsi okraj je silné¢ konkavni. Kazda
pinna ventralis je tvofena 2 nevétvenymi a 7(8)-9 vétvenymi; pinna pectoralis 1 nevétvenym
a 13(16)-18(18) vétvenymi lepidotrichii. Pinna analis obsahuje 1(2) az 4(3) nevétvena a 4(5)
az 6 vétvenych lepidotrichii. Pii sklopeni nedosahuje analni ploutev k zékladné ploutve
ocasni. Linea lateralis obsahuje 62(54)-66(66) perforovanych Supin. Pocet fad nad postranni
¢arou ¢ini 11(12)-16(14), pod postranni ¢arou 7(7)-12(9). Peritoneum je svétlé. Homocerkni
hluboce vykrojend ocasni ploutev (pinna caudalis) se obvykle vyznacuje ponc¢kud delSim
dolnim lalokem (Banarescu et al. 2003). Hodnoty v zdvorkach uvadi Peniaz (1995). U ust jsou
2 pary vouskl, pfedni (rostralni) par je kratsi, nez zadni (maxilarni) a nedosahuje k nozdram.
Zadni par vouskil dosahuje k pfednimu okraji oka (Pendz 1995). Starsi jedinci mohou mit
vousky relativné delsi (Banarescu et al. 2003).

Pohlavni dvojtvarnost je nevyrazna. Krupka (1983) zjistil u populace zfeky Vlary
nasledujici statisticky priikazné pohlavni rozdily v morfologickych znacich: samci se oproti
samicim vyznacuji niz§im poctem zabernich tyCinek, vétSim primérem oka, delSim, vys§im a
Sir§Sim kofenem ocasu, niz$i vyskou téla a fitni ploutve. Jini autofi uvadéji rozdily v jinych
znacich (viz. Banarescu et al. 2003; Penaz 1995). Krupka (1985) u téze populace zjistil, ze
v 5+ roce veku, ziji az 15 let a rostou jiz od prvniho roku rychleji, nez samci. Vyrazné;si
rozdil je v pfirtstcich hmotnosti, nez délky.

Vytér probihd v noci na kamenité dno, mirné az stfedné proudivych (0,2-0,5 m/s) a
mél¢ich tsekt tfek v hloubce 0,5-0,7 m nejcastéji od dubna do cervence, pii teploté¢ vody

kolem 16-17°C (minimalné vSak 13,5°C; Baras et Philippart 1999), nejcastéji v 2-3 davkach
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po 10-15 dnech. Tyto litofilni ryby vytvéieji tfeci hejna s pfevahou mli¢dktt az 20:1
(Banarescu et al. 2003), 4-6:1 (Krupka 1987) 15-130 (Baras 1994). ). Heckel et Kner (1858)
uvadéji, ze tieci hejno tvoii az 100 jedinci, ktefi jsou sefazeni v pas. V piedu jsou samice, za
nimi vétsi samcei a nakonec drobnéj$i. Baras (1994) referuje o velkém poctu ,,piizivnych*
sameckil (tzv. sneakers), ktefi se samickam sice nedvofi, ale ve vhodnou chvili oplodni jikry.
Ti se vyskytuji nejcastéji v poméru 5:2 dvoficim se samctim. Jikernacky po vytéru trdlisté
opousti a vraci se zpét az za jiz zminénych 10-15 dni.

Absolutni plodnost samic o celkové délce 30-40 cm a hmotnosti 0,35-0,90 kg se
pohybuje od 12 300 do 35 500 oocytl vSech (vétSinou 4) generaci (Krupka 1987; Poncin et al.
1996), pfiemz mnozstvi jiker v prvni ddvce miize tvofit 37,6-54,4 % (Hochman 1965). Zluté
jikry jsou mirné az stfedné lepkavé o pruméru 1,9 pfed a 2,9 mm po Uplném nabobtnani
(Petidaz 1995). Bandrescu et al. (2003) uvadi hustotu jiker na trdlisti na 300-800 ks/cm? dna,
30% je neoplozenych.

Chromozomové urceni pohlavi je tzv. ZW typu (tzn. samici heterogametické a samci
homogametické), jak zjistili metodou indukované gynogeneze Castelli et Philippart (1993).

Barbus barbus obyva proudivé a dobie prokysli¢ené useky podhorskych i nizinnych
fek s tvrdym dnem (tzv. parmové ichtyobiologické pasmo). Areal vyskytu se rozprostira od
Anglie po Dnépr, od jihu Baltu a Severniho mote po sever Pyrenej a Alp. Na vychod¢ Anglie
je pivodni v 7 povodich, ale postupné byla a stale je introdukovana do dalSich fek Anglie a
Walesu (Wheeler et Jordan 1990). Chybi v Dansku, Skandinavii, Litvé, Estonsku a Finsku
(Banarescu et al. 2003). Bianco (1995) uvadi tlovky introdukované B. barbus z fek Farma a
Merse (povodi Omrone, Toskansko) a z feky Brenta na severovychodé Italie. Zd4 se, Ze se zde
ktizi s jinymi druhy parem.

Banarescu et al. 2003 uvadi, ze B. barbus je rybou spiSe stanovistni. Pelz et Késtle
(1989) pomoci radiotelemetrie zjistili periodické 60-200 m piesuny béhem dne. Nejaktivné;jsi
jsou za ranného rozbiesku a za pozdniho soumraku. Béhem dne vyhledéavaji stinnd mista,
obvykle pod mosty. Lucas et Batley (1996) rovnéz pomoci radiotelemetrie sledovali sezonni
migrace parem. Potvrdili kratké jarni tahy na mél¢i trdlisté (2-20km) a podzimni na zimovisté.
Za zminku stoji idaje Steinmanna et al. (1937), kteti po 37 dnech v Dunaji ulovili znacené¢ho
jedince parmy obecné 303 km od mista vypusténi.

Uméla reprodukce a transfery parem mezi riznymi povodimi zatim nejsou ve vétSing
Evropy piili§ rozsifené (Bohlen et Nolte 1998; Slechtova et al. 1998). Lze proto o¢ekavat, Ze
soucasna genetickd strukturace ptirodnich populaci neni, v disledku rybarského hospodatenti,

vyznamn¢ ovlivnéna, ale ze odrazi ptirozené demografické a biogeografické zmeény, ke
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kterym dochdzelo naptiklad v souvislosti s ¢tvrtohornimi klimatickymi zménami (Hewitt
2004).

Kotlik et Berrebi (2001) zjistili nejvetsi diverzitu mtDNA haplotypt v povodi Dunaje,
coz podporuje predstavu Banaresca (1991), ze tento druh parmy kolonizoval Evropu z tohoto
glacidlniho refugia. Diky efektu ,river capture® se pravdépodobné¢ B. barbus S§ifil
periglacidlnimi fekami napfi¢ dneSnimi povodimi bchem oteplovani na konci posledniho
(Wiirmského) glacialu, pted ptiblizné 10 000 lety. Zajimavy je fakt, ze ve Francii takika chybi
nejbeznéjsi haplotyp Dunajského povodi. Tento nalez miize indikovat, Ze mistni populace,
které se sem z Dunaje rozsifily béhem pifedchoziho interglacialu (Riss/Wiirm) pfed 130-115
tisici lety, preckaly posledni glacial zde. Diky tzv. prichodu hrdlem lahve (bottleneck effect)
vymizel u téchto populaci obvykle detekovany polymorfismus. K sekundarnimu post-
pleistocénnimu kontaktu mezi témito liniemi pravdépodobné doslo v Ryn¢ a Weseru (Kotlik
et Berrebi 2001). Obdobny scénat expanze z Dunajského refugia ve dvou krocich navrhuji

Durand et al.(1999) pro jelce tlouste [Leuciscus cephalus (Linnaeus, 1758)].

1.2.6.3. Mezidruhovi hybridi

Ackoli B. carpathicus patii k nejnovéji popsanym druhim parem evropského
kontinentu, hybridni jedinci pravé této formy s B. barbus, byli jako prvni analyzovani pomoci
biochemickych metod Valentou et al. (1979).

V sympatrickych populacich parem se vyskytuje mnoho pfechodnych forem (Kux et
Weisz 1958, 1964; Kux 1982; Valenta et al. 1979). Rolik (1970), na zakladé¢ morfologického
vysetieni 20 samcich a 20 samicich jedinct z feky Oslava v povodi Sanu, ktery se nasledn¢
vléva do Visly, chybné popsala hybridni formy jako zvlastni poddruh B. cyclolepis waleckii,
ackoliv diive (Rolik 1967) publikovala morfologickou charakteristiku 8 hybridi: 4 z Oslavy
(sbirky Zoologického institutu PAN ve VarSav€) a 4 z povodi horni Visly (sbirky Moravského
musea v Brng). Kotelat (1997) uvadi B. cyclolepis walecki jako synonymum k B.
peloponnesius.

Krupka et Hol¢ik (1976) povazovali nazor Rolik (1970) na existenci tfetiho druhu
parem na Slovensku i v Polsku za spravny, ale ptifadili jej k druhu B. plebejus ve smyslu
Karamanovy revize (1971), ktery byl polytypicky, nebot’ autor v ném sméstnal mnoho do té
doby oddélenych druhli, véetné B. cyclolepis. K piedstavé o existenci dalSiho druhu na
Slovensku je vedl fakt, ze hybridni jedinci v né€kterych znacich (naptiklad pocet Supin

v postranni ¢afe) nevykazuji intermedialni fenotyp, jak by se dalo oc¢ekavat (Hol¢ik et Hensel
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1972). Existenci mezidruhovych hybridd vSech tfi forem nezamitli. [Dnes je zndmo, Ze
hybridni jedinci (i F1) vétSiny druhti ve velké casti morfologickych znakd intermedilni
fenotyp nevykazuji (Rieseberg et Randall Linder 1999).]

Novy druh pro tuto oblast byl dle Rolik (1970) charakterizovan 3(3) az 4(4)
nevétvenymi (posledni sttedné osifikované, na jeho zadni strané saha jemné zoubkovani do 2 /
3 jeho celkové vysky) a 7(7) az 9(8) vétvenymi lepidotrichii v hibetni ploutvi, jejiz vnéjsi
okraj je mirn¢ konkévni az esovity. Kazda pinna ventralis je tvofena 2 nevétvenymi a 8(8)-9
vétvenymi; pinna pectoralis 1 nevétvenym a 15(14)-18(15) vétvenymi lepidotrichii. Pinna
analis obsahuje 3(3) nevétvena a 5(5) vétvenych lepidotrichii. Pti sklopeni dosahuje analni
ploutev samic k zédkladné ploutve ocasni, sam¢i nikoliv. Linea lateralis obsahuje 55(53)-70
(68) perforovanych Supin. Pocet fad nad postranni ¢arou ¢ini 11(11)-13(13), pod postranni
&arou 7(7)-10(9) (Rolik 1970). Udaje v zavorkach uvadi Krupka et Hol¢ik (1976). Piedni par
vousk je kratky a vyjimecné dosahuje k nozdram, zadni par do poloviny oka.

Zakladni zbarveni hibetu je hnédé, boky zlatozluté, velmi slab& skvrnité. Skvrny jsou
pfitomny i na hlavé dorzalni a kaudalni ploutvi; ventralni, pektoralni a spodni lalok kaudalni
ploutve jsou oranzové (Rolik 1970).

Karyotypy B. barbus, B. carpathicus 1 jejich hybrida jsou shodné (Valenta et al. 1979;
Rab 1980; Rab et Collares-Pereira 1995). Valenta et al. (1979) vsak objevili, ze 1ze odlisit
rozdily v elektroforetické mobilité transferrint (7f) a izoenzymd, laktat dehydrogenazy (LDH)
1 malat dehydrogenazy (MDH), charakteristickych pro druhy B. barbus i B. carpathicus.
Zaroven potvrdili existenci hybridi, pro jejichz identifikaci v budoucnu doporucuji predevsim
pln€ diagnostické 7f'a MDH.

Stratil et al. (1983) studovali znacnou heterogenitu a polymorfismus 7f u 214 jedinct
B. barbus, 306 B. carpathicus a 14 hybridi, z nichz bylo na zakladé morfologickych znakt
urceno 5 jako B. barbus, a 5 jako B. carpathicus, které byly béhem let (1976-1979) uloveny
nedaleko Plavée (feka Poprad). Bohuzel, na zaklad¢ studia pouze jednoho lokusu jsou
s jistotou odhalovani pouze pfislusnici F1. Nésledné generace hybridii a zpétni kiiZenci jiz
mohou nést alely pouze jednoho druhu.

Slechtova et al. (1993) pomoci elektroforetické analyzy 12 enzymovych systémil
zjistili 15 polymorfnich a 10 monomorfnich lokust, z nichZ povazovali 4 za pln¢ druhové
diagnostické (LDH-C*, sMDH-4*, PGM-3* a Tf*). Mezi 109 analyzovanymi jedinci obou
druhti, z fek Poprad, Torysa a Laborec, nalezli 6 hybridl, néktefi obsahovali kombinace alel,
jaké je mozné ocekdvat u zpétnych kiizencl, nebo naslednych filidlnich generaci. Potvrdili tak

existenci plodnych ptirodnich hybrida.
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Kotlik et al. (2002) analyzovali sekvence mtDNA dvou jedinci, vzorky jejichZ tkani
ziskali od Dr. Alici Boron (viz. Boron 2000) pod nazvem B. cyclolepis waleckii. Jeden jedinec
vykazoval mtDNA specifickou pro B. barbus, druhy pro B. carpathicus (Kotlik et al. 2002).
Dr. Nina Bogutskaya urcila jiné 2 jedince, ktefi podle jejiho nazoru nesli znaky B. cyclolepis
waleckii, narozdil od pfedchozich. Oba obsahovali mtDNA typickou pro B. barbus (Kotlik
-ustni sdélent).

Slechtova et al. (1998) pii studiu genetické variability B. barbus v Ceské republice
odhalili nepatrnou introgresi privatnich alel B. carpathicus do genomu B. barbus v fece Dyji
v povodi Moravy, ktera se sice vléva do Dunaje, ale neexistuji ani Zadné mné znadmé
historické zdznamy, ze by se tu alesponl v minulosti, byt sporadicky, B. carpathicus
vyskytovala. Autofi ¢lanku se ptiklanéji k ndzoru, ze hybridni jedinci, ktefi vznikli v mistech
syntopického vyskytu obou druhii, mohli byt splaveni béhem povodné do hlavniho toku
Dunaje, odkud po €ase vytdhli do jiného ficniho systému a obohatili mistni populaci o cizi
alely. Vzhledem k ojedinélym nalezim rheofilnich parem i1 v hlavnim toku Dunaje (viz.
kapitola B. carpathicus) se domnivam, Ze tato moznost je pravdépodobné. Dle mého nézoru
vyjimecny prinik ojedinélych kusit B. carpathicus na trdlisté B. barbus rovnéz neni zcela
vyloucen. Ve prospéch hybridli mozna hraje vyssi mobilita, ve prospéch B. carpathicus vSak
mnohem vyssi abundance.

Prestoze byla hybridizace mezi B. barbus a B. carpathicus studovana ftadu let
s vyuzitim morfologickych a pozdéji genetickych metod, ziistava mnoho dilezitych otazek
nezodpovézeno. Rozsah a sméry hybridizace nebo mira introgrese mezi genofondy
zucastnénych druhii ziistavaji 1 nadale skryty pod rouskou tajemstvi, kterou chci ve své praci
poodhalit. Oproti pfedchozim genetickym studiim vyuzivdm nejen Sesti plné a tii ¢asteéné
diagnostickych izoenzymovych lokust, ale také mikrosatelitového lokusu a mitochondridlni
DNA , a to soucasné v n€kolika ptirodnich populacich.

Ve svoji praci jako vibec prvni pouzivaim kombinaci jadernych a cytoplazmatickych
markerti pii studiu hybridizace téchto druhti. Takovéto cytonuklearni markery piedstavuji
nastroj s velmi vysokou vypovidaci schopnosti (Avise 2001), piedev§im jsou-li vyuzity
v kombinaci s etologickym a ekologickym studiem hybridiza¢nich procesi (Asmussen et al.
1989; Arnold 1993).

Rozsah hybridizace i miru a smér mezidruhové introgrese hodnotim v fece Poprad
zpovodi Visly, kde charakterizuji i pocetné vzorky populaci obou rodicovskych druht.
Obecnou platnost zadvérti ovétuji na dalSich lokalitach v fekach Laborec a Torysa z povodi

Dunaje.

22



2. Material

Na fece Poprad byly odebrany vzorky ze 7 lokalit (Obrazek 5.), kde byl ptedpokladan
syntopicky vyskyt obou druhti. Odbér byl proveden kvantitativné v absolutnich ¢etnostech P.
Kotlikem, V. Slechtou a P. Rabem 21.-23.10.1997. Kolekce obsahuje i tkané paratypt B.
carpathicus: NMW -94607:1 -3, 3 ex., 140.0 —177.0 mm Hromo$; NMW -94608:1 -3, 3 ex.,
142.1 —164.0 mm potok Lubotinka; MNHN 2001 —2812, 3 ex., 108.0 —166.0 mm Orlov;
MNHN 2001 2813, 3 ex.,146.3 —181.0 mm Plave¢; CMK 17001 2 ex., 167.0 —186.0 mm,
Andrejovka.

Obrazek 5. Lokality na fece Poprad

O B. carpathicus
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SLOVENSKO

Poprad je jedinym slovenskym tokem, odvadéjicim své vody do Baltského mote. B.
barbus 1 B. carpathicus zde dosahuji maximalni zaznamenané nadmotské vysky (650 m.n.m.)
vramci SR i CR u obce Spisské Matejovce. Na téze lokalité byli zaroveii zjisténi i hybridi.
Morfologie fecisté jesté vyse polozenych Usekil by sice obéma druhiim stale vyhovovala, ale

nevyhovuji jim taméjsi teplotni pomeéry (Kux et Weisz 1960).
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Useky, z nichz byly odebrany vzorky, leZi podstatné niZ (viz. Tabulka 1.). Koryto feky
zde dosahuje Sife kolem 50ti metrd, prevladaji v ném proudivé az petejovité useky
s oblazc¢itokamenitym dnem, misty vytvari tiSiny s pis¢itobahnitymi nanosy (Ptiloha 3.).

Pobliz Star¢ Cubovni a Kur¢ina byl zaznamenan vyskyt hybridi jiz v roce 1959 (Kux
et Weisz 1960).

Pro srovnani jsou v praci pouzity téz ryby z povodi Dunaje. Na téchto lokalitdch vSak
byli 11.-13.10.1998 Slechtou a Kotlikem piednostné vybirani jedinci, kteii se zdali byt
hybridy. U obce Sabinov zjistili vyskyt hybridi Kux et Weisz (1964) v roce 1962. V okoli
Hankovct vr. 1958 sice Kux ichtyologicky prizkum rovnéz provadél a zaznamenal oba
druhy parem ve vysokych abundancich, ale s hybridy se zde nesetkal (Kux 1964).

Vzorky z byly ziskdny standardnim elektrolovem, ve spolupraci s rybafi mistnich
organizaci Slovenského Rybarského Zvizu se sidlem v Ziling. PouZit byl benzinovy elektricky
agregat ML 3 (vyrobce: Radomir Bednar) 300-600 V, 4 A, 2000 W, regulovatelny kmitocet
20-150 Hz.

Jedinci byli predbézné urceni dle hrubé morfologie v Cetnostech, zobrazenych

v tabulce (Tabulka 1.).

Tabulka 1. Seznam vsech lokalit a jedinct.

povodi teka lokalita soufadnice nadmoiska datum B. barbus |B. carpathicus hybridi
(E/N) vyska sbéru (ks) (ks) (ks)
Visla  Poprad |Orlov 20°53"/49°16" 479 m.n.m. 21.10.1997 1 35 3
Andrejovka 20°54"/49°16" 474 m.n.m. 21.10.1997 0 37 0
Kuréin 20°55°/49°15" 470 m.n.m. 21.10.1997 0 1 0
Plaved 20°50"/49°17" 488 m.n.m. 22.10.1997 2 5 1
LCubotinka 20°51°/49°17" 485 m.n.m. 22.10.1997 0 9 0
Stara Cuboviia 20°42"/49°19” 510 m.n.m. 23.10.1997 50 31 0
Hromo§ 20°48° /49°16" 490 m.n.m. 23.10.1997 0 55 0
Dunaj Laborec Hankovce 21°57"/49°02" 180 m.n.m. 11.10.1998 2 13 2
Koskovce 21°58/49°03" 188 m.n.m. 12.10.1998 2 1 3
Torysa Sabinov 20°54"/49°16" 320 m.n.m. 13.10.1998 6 10 4
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3. Metody

3.1. Detekce proteinové variability

Proteinova variabilita byla detekovana pomoci gelové elektroforézy. Jedna se o prvni
Siroce pouzitelnou metodu studia genetické proménlivosti a jeji vznik v 50. letech 20. stoleti
zpusobil revoluci v chapani mikroevoluénich a makroevoluénich procest, v porozuméni
genetické variabilité uvnitt piirodnich populaci, fylogenetickym vztahiim, tokim gent,
hybridizaci, zkoumani druhovych hranic a porozuméni dal§im problémiim (Smithies 1959).

Tato metoda je zalozena na pohybu Ccastic v elektrickém poli. Pohyb proteinil
zpusobuji kladné (Arg, Lys, His) a zaporné (Asp, Glu) nabité postranni feté¢zce aminokyselin,
ptitahované k zaporné katod¢ a kladné anod€. Pohyb makromolekuly je dale urcovan jeji
konformaci, celkovym nabojem a pH pufru pouzitého pti elektroforéze.

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

Aminokyselinové sekvence proteinti se méni v disledku mutaci v kdédujicich DNA
sekvencich. Tyto mutace mohou pozménit tvar a naboj, prave tak jako katalytickou schopnost
a stabilitu proteint (Shaw in Hillis et al. 1996). Predpoklada se, Zze vSechny alely v lokusu jsou
kodominantni, tzn. exprimované.

Zékladni metody elektroforézy jsou vertikalni, horizontalni (nejrozsitenéjsi) a
kapilarova. Déle je mizeme rozdélit na elektroforézy v kontinualnim pufru, v diskontinualnim
pufru (multifazickd), izotachoforézu, izoelektrickou fokusaci, denaturacni elektroforézu
v mocCovin¢ a SDS, dvourozmérnou (2 — D) (Hillis et al. 1996). Jako nosi¢e jsou pouzivany
Skrob (pohyb zavisi na velikosti Castic a naboje) (Smithies 1955), celulozoacetat, agar,
agardza (pohyb zavisi pouze na velikosti ndboje), polyakrylamid (pohyb zavisi na velikosti
¢astic a naboje) (Hillis et al. 1996).

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

Aby byla dlouhodobé uchovéna aktivita jednotlivych enzymi (minimalné 3 roky),

musi byt vzorky uchovavéany za stabilni teploty hluboko pod bodem mrazu (-70°C). Cast&jsi
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rozmrazeni a nasledné zmrazeni vzorku mivd za nésledek nejen sniZzeni aktivity
analyzovanych enzymd, ale mtize naruSit kompartementaci buniky az do t€¢ miry, ze se zacnou
tvorit i mezilokusové izozymové kombinace.

Elektroforéza enzymu i neenzymatickych proteinti poskytuje dva typy dat — data
ziskana analyzou izozyml a data alozymova. Termin izozym (izoenzym) byl zaveden
Markertem a Mollerem (1959) a vztahuje se k jakémukoli prouzku daného enzymového
systému na gelu. Oznacuje vSechny funkéné podobné formy daného enzymu véetné vSech
polymert slozenych z podjednotek, kodovanych bud’ rtiznymi lokusy, nebo rtiznymi alelami
téhoz lokusu. Pojem alozym byl zaveden pozd¢ji Prakashem et al. (1969) pro tu Cast izozymii,
které jsou variantami polypeptidi pfedstavujicimi razné alelické varianty jednoho lokusu
(gsou kodovany riznymi alelami téhoZz genu). U heterozygotii jsou tedy jako alozymy
oznacovany pouze extrémni prouzky (nejrychlejsi a nejpomalejsi), tj. ty, které se objevuji jako
jeden pruh u homozygoti. VSechny prouzky mezi nimi (u multimernich enzymi) jsou
izozymy piedstavujici riizné kombinace produktli obou alel (Powell 1994).

Tato metoda mé ne€kolik omezeni. Je zde problém s homologizaci pruhi, nebot’ stejné
elektromorfy nemuseji pfedstavovat ortologni proteiny. Pouhd tfetina neredundantnich
substituci vede k zmén¢ elektrického naboje. Nelze detekovat mutace, které nejsou
translatovany. Nejsou zachyceny nekddujici sekvence. Lze prokdzat pouze rozdily, nikoliv
shody. Metoda je pouzitelnd pouze pro rozpustné (vétSinou globularni) proteiny (Hillis et
al. 1996). Na druhou stranu je vSak alozymova/ izozymova elektroforéza metodou pomérné
levnou, rychlou, dobfe fungujici a s velmi nizkym rizikem kontaminace (Kocher et Stepien
1997).

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

Pti dostatecném usili vétSinou Ize, diky novym mutacim, v populacich detekovat
vzacné alely. Jejich vyznam pro evoluéni zmény je zanedbatelny, nebot byvaji brzy
eliminovany ndhodnym driftem nebo selekci. Proto bylo zavedeno arbitrarni kriterium,
pomoci kterého je polymorfismu definovan. Jako polymorfni oznacujeme takovy lokus, u
které¢ho frekvence nejpocetnéjsi (obecné) alely dosahuje nejvyse 95% (p < 0,95). V ptipadé
analyzy vzorkli s vysokymi pocty jedincl byva nékdy aplikovano citlivgj§i kriterium

polymorfismu s frekvenci obecné alely 99% (p < 0,99)(Hartl et Clark 1997).
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3.1.1. Postup

3.1.1.1. Ptiprava vzorka

Vzorky jaterni a svalové tkané byly odebrany zryb <cerstvé usmrcenych
ptfedavkovanim anestetikem a zamrazeny. Tyto vzorky jsou dlouhodobé uchovéavany pii
teploté —70 °C, kadavery pak pti —20 °C.

Ptiblizn¢€ 1 gram kazdého vzorku byl homogenizovan homogenizatorem Ultra-Turrax
(IKA-WERK) v Tris-NaCl (pH = 8,5) homogeniza¢nim pufru (Valenta et al. 1971). Po
ptidani cca 5 pl Tetra-chlor methanu (navéazani tukd) byly homogenaty protfepany vortexem
MS1 Minishaker (IKA™ Works) a nasledné usazeny centrifugaci v chlazené (-4°C) centrifuze
Hettich 30 RF pii 11 000 ot./min. po dobu 20 minut. Supernatant byl oddélen a uchovavan pii

—70°C pro pozdé¢jsi elektroforézu, nebyl-li tyZ den zpracovan.

3.1.1.2. Elektroforéza

Analyzovano bylo pét enzymovych systémt kédovanych deviti strukturnimi genovymi
lokusy, které zahrnovaly glukosa 6-fosfat isomerasu (GPI-2*, E.C.5.1.3.9.), laktat
dehydrogenasu (LDH-A1%*, E.C.1.1.1.8.), malat dehydrogenasu (sMDH-1%*, sMDH-2%*, sMDH-
3% sMDH-4* E.C.1.1.1.37.), fosfoglukomutasu (PGM-1%* PGM-2* E.C.54.22) a
superoxid dismutasu ( SOD-2*, E.C.1.15.1.1.).

Enzymy byly déleny horizontalni elektroforézou (VN Zdroj, Vyvojové dilny CSAV)
v 11% Skrobovém gelu. Ten vznikl smisenim 37,08 (40,44) g hydrolyzovaného Skrobu a 300
(400) ml piislugného gelového pufru ve vakuové zabrusové bafice s kulatym dnem. Udaje
v zévorkach udavaji mnoZstvi pottebna pro vznik gelti o mocnosti 6 mm. Smés byla za stalého
michani ve vodni lazni ohtata na 85°C, nacez byla vodni vyvévou odvzdusnéna. Tekuty gel
byl nalit do pfedem piipravenych forem o rozmérech asi 260 x 120 x 4 (6) mm, tvofenych
sklenénou deskou, sklenénymi postraiikky na delSich strandch a gumovymi na kratSich, a
opatrné pifiklopen druhou sklenénou deskou. Po ztuhnuti byla deska, ktera tvofila plivodné
dno formy odstranéna a nahrazena plastovou folii, kterd mé zamezit vysychani gelu. Vzorky
byly do gelu, rozkrojeného 3,5 cm od okraje, ktery je béhem elektroforézy nejblize zdpornému
pOlu, vnaseny pomoci savého Whatmanova papirku (No. 3; 7,0 x 5,5 mm) v mnozstvi 11 kusi
/ gel. Pro kontrolu, zda elektroforéza bézi spravné, byla k nékterym vzorkiim piidana

bromfenolovd modi (BFB). Elektroforéza probihala za teploty 5°C v chladni¢ce. Byl-li
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pouzivan zasadity Tris-citratovy pufr (pH= 7,41 / 8,6 pro gelovy / elektrodovy pufr; Valenta et
al. 1971) pro svalové MDH, GPI a LDH a jaterni MDH a GPI, trvala elektroforéza pti napéti
180 V proudu 40mA (50mA) ptiblizné 14 hodin. Hodnoty udéavaji napéti a proud pii pouziti
geld 0 mocnosti 4 mm, znichZ lze rozkrojenim ziskat 2 barvici plochy. Udaj v zavorce
vyjadiuje proud pii pouziti gelli o mocnosti 6 mm, pouzivanych pfi barveni 3 proteinti. Pro
elektroforézu proteini PGM a SOD, exprimovanych v jaterni tkani byl pouZit alkalicky tris-
citrat-lithium-boratovy pufrovy systém (pH= 7,41 / 8,6; ) dle Poulika (1957) pfi napéti 200
V a proudu 40mA (50mA). Alkalického Tris-citrat-lithium-boratového pufrového systému dle
Fergusona a Walace (1961) pii napéti 350 V (po vyndani papirki 450 V), proudu 40mA
(50mA), trvajicim 5-7 h., ktery je nutno chladit vodou, bylo pouzito na proteiny GPI, LDH a

PGM exprimované ve svalech.

3.1.1.3. Barveni

Alozymy byly detekovany pomoci standardnich chromogenickych metod. GPI, PGM a
SOD byly barveny dle Pasteura et al. (1987), MDH a LDH dle Harrise et Hopkinsona (1976)
(Ptiloha 4.). Vzhledem k efektu tzv. elektrodekantace, pti kterém se s postupujicim Casem
proteiny o vysoké molekulové hmotnosti postupné ,,propadaji* na spodni stranu gelu, coz
muze zpusobit jejich slabou ¢i nedostate¢nou koncentraci v hornich vrstvach, byly pro slab&ji
se barvici proteiny (MDH, LDH, SOD) pouzity spodni ¢asti gelu.

Kazdy obarveny gel byl vyfotografovan, elektromorfy zakresleny a obarveny
agar6zovy gel sloupnut na filtraéni papir, ususen, vylisovan i s podkladem nalepen do

protokolu vedle ndkresu.

3.1.1.4. Nomenklatura alel

Nomenklatura lokusi a alel pouzita v této praci vétSinou odpovidd doporuceni Shaklee
et al.(1990). Relativni elektroforetickd mobilita alel je vztazena k nejfrekventované;si alele,
nebo lokusu u B. carpathicus. Vyjimku tvoii lokus tetrasomicky lokus GPI-2*, jehoZ alely
byly pro zjednoduseni oznadovéany pismeny S (slow) F (fast) ST (faster slow) a F' (faster fast) a
mnozstvi Cislici. Nazvoslovi je, pokud mozno, sjednoceno s predchozimi publikacemi, které

na toto téma v minulosti vzesly.
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3.2. Analyza DNA

Veskera DNA byla izolovéana ze svalové tkané, konzervované v 95% roztoku etanolu,
pomoci Chelexu (viz. Kotlik et Berrebi 2001). Nespornymi vyhodami tohoto postupu jsou
nizké naklady jak finan¢ni, tak Casové.

Vzorek tkané jsem jsem promisil vortexem MS1 Minishaker (IKA™ Works) s 400 pl
5% roztoku Chelexu 100 resin (Biorad) a 15 pl proteindzy K (20 mg/ml) a nechal inkubovat
pii 55°C v termobloku MD-02 (Major Science) asi 12 hodin. Potom jsem sm¢és vafil 15 min.
ve stojanku s vickem, nebot’ jinak se vétSina mikrozkumavek pii vafeni otevie, opét promisil
vortexem, kratce stocil v minicentrifuze MPW-50 (Med Instruments) (max. 1600 ot./min.) a
zmrazil, nezpracovaval-li jsem hned dale. Dilezité¢ je nezapomenout vzdy ptred pouzitim

suspenzi kratce stocit v centrifuze (max. 1600 ot./min.).

3.2.1. Jaderna DNA

Polymorfismus jaderné DNA (nDNA) byl studovan nejen neptimo (alozymy), ale i
ptimo. Pomoci PCR byly selektivné amplifikovany fragmenty DNA, obsahujici mikrosatelit
se Ctyfbazovym motivem. Piesnd délka fragment byla zjisStovana pomoci automatického

sekvenatoru.

3.2.1.1. Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou velice kratké, 2-6 part bazi dlouhé tandemové repetice se sklonem
nahodné byt rozmisténé v genomu a jsou Casto mistem sklouznuti pfi replikaci (ssm — slipped-
strand mispairing theory; Levinson et Gutman 1984). Jsou Siroce distribuované v nuklearnim
genomu a jsou vysoce polymorfni. Takzvany stepwise mutation model ptredpoklada, ze
k inzerci nebo deleci novych nukleotidii nejcastéji dochézi po celych motivech. Jednotlivé
alely se tedy vétSinou 1isi pravé o délku motivu (Kimura et Ohta 1978), nebo jeji nasobek (Di
Rienzo et al. 1994).

Mikrosatelity se Siroce pouzivaji pii analyze systémul parovani sexualnich partnert a

genetické struktury populaci (Kocher et Stepien, 1997).
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Studovan byl mikrosatelitovy lokus Barb79 (Chenuil, 1997).

Sekvence: 5'(N), (TACC), (TATC)19 (N)115 3°

(N)n ...znaci nerepetivni sekvence o n nukleotidech

Tuéné oznacena ¢ast je zdrojem polymorfizmu.
Sekvence primert: F (Forward) 79: 5'-GAG TGA ATC ATT ACA TCC CT-3’

R (Revers) 79: 5'-GCT TTT CTT GTA TTA GTA TTT-3"

Primery byly na 5’konci fluorescenéné znacené [-N-Acetylglukosaminidasou (HEX) (East
Port Praha).

3.2.1.1.1. Postup

Pouzito bylo upravenych postupii dle Bruce et Hursta (1996). Dvoufetézcova DNA
(dsDNA) byla amplifikovana v 50 pl reakéni smési obsahujici 1,25 pl pracovniho roztoku
kazdého primeru (10x zfedény zasobni roztok), 4 ul MgCl,, 1 ul ANTP (10mM, Top-Bio), 5
ul kompletniho reakéniho pufru (10x, Taq buffer, Top-Bio), 0,25 pl Taq UniS polymerazy
(5U/ul, Top-Bio), 27,25 ul demineralizované H>O a 10 pl roztoku DNA.

PCR reakce v Peltierové termélnim cykleru PTC 200 (MJ Research) zacala 3
minutovou fazi predbézné denaturace pii 94 °C, po niz nésledovalo 35 cyklu skladajicich se ze
tii krokli: faze denaturace pii 92 °C (35 s), annealing pii 46 °C (35 s) a prodlouzeni pii 72 °C
(50 s). Takto namnozené tiseky mtDNA byly okamzité pouzity, nebo uchovany kratkodob¢ pfti
4°C & dlouhodobé pii -20°C. Uspésnost PCR byla zkontrolovana standardni horizontalni
elektroforézou, obdobn¢ jak je uvedeno v nasledujici kapitole.

Délkovy polymorfizmus byl zjistovan kapilarovou elektroforézou pomoci sekvenatoru
ABI-Prism™ 310-3 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), programového baliku ABI-
Prism™ Data Collection Software v. 3.0.0 (Applied Biosystems) a ABI-Prism™ GeneScan
Analysis Software v. 3.7 (Applied Biosystems) pro WindowsNT™ (Microsoft).

3.2.2. Mitochondridlni DNA

Matetsky ptivod hybridii i smér a mira cytoplazmatické introgrese byly hodnoceny na
zaklad€ druhové piislusnosti mtDNA.

Alely parmy obecné byly od variant parmy karpatské odliSeny s vyuzitim analyzy
délky fragment ziskanych po rozStépeni mtDNA restrikénimi enzymy (endonukleasami),

které rozpoznavaji specifické tetranukleotidové sekvence (Avise 1994).
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3.2.2.1 Vlastnosti mitochondridlni DNA

Jedna se o jednotetézcovou cirkularni molekulu o velikosti 16 az 20 kbp (Carvalho et
al. 1995). Amplifikace mtDNA profituji z mnohondsobnych kopii tohoto kompaktniho
genomu v zivociSnych builkach. VétSina somatickych bunck ma tisice kopii mtDNA; to
poskytuje velké mnozstvi pocatecnich kopii pro PCR (Hillis et al. 1996).

Ptfi analyze mtDNA se vychdzi z jednoho zésadniho piedpokladu. V naprosté vétSing
piipadi nesou vSichni potomci shodné kopie' haploidni mateiské*> mtDNA (cytoplazma
vajicka pochazi od samice), kterd nepodléha rekombinaci. Toho lze vyuzit pro stanoveni
matetského druhu ucastniciho se hybridizace (Kocher et Stepien 1997). Rozdily v sekvenci
mtDNA podminiuji vyskyt rozdilnych haplotypti. Béhem mnoha generaci se urcité useky méni
priblizné konstantni rychlosti pouze diky mutacim, které vSak mtDNA u vétSiny organismt
kumuluje rychleji, nez jaderné geny. Nékteré tiseky mtDNA jsou vSak vysoce konzervativni
(Hillis et al. 1996).

Maternalni dédicnost mtDNA miize mit velmi zajimavy negativni dopad na
zivotaschopnost malych populaci. Fertilita spermii velmi tGzce souvisi s dokonalou funkci
mitochondrii. Drobnd mutace, ktera nema témet zZadny vliv na Zivotaschopnost samice, miize
samci fertilitu vyrazné redukovat (Gemmell et Allendorf 2001). Efektivni velikost populace
mitochondridlniho genomu je oproti jadernému pouze Ctvrtinova. Mutace mtDNA jsou tedy
mnohem senzitivnéjsi ke genetickému driftu a efektu hrdla lahve (tzv. bottleneck effect), nez
je tomu u mutacich jadernych (Birky et al. 1983). Kumulace mtDNA mutaci, které snizuji
sam¢i plodnost, v populaci, mize hrat v piezivani malych populaci vyznamnou roli (tzv.

cytoplazmaticka sam¢i sterilita).

3.2.2.2. Postup

! Heteroplasmie u ryb viz. Brown et al. 1992; Nesbg et al. 1998; Ludwig et al. 2000.
% Obsah paternalni mtDNA uvnitt bun&k potomkd viz. Gyllensten et al. 1991; Taanman 1999.
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Fragment o velikosti 664bp, zahrnujici ¢ast genu pro cytochrom b byl selektivné
amplifikovan pomoci standardni PCR s vyuzitim primert L15267 ( 5'-AAT GAC TTG AAG
AAC CAC CGT-3") a H15891 ( 5'-GTT TGA TCC CGT TTC GTG TA-3") (Brioaly et al.,
1998). Pismena L (light strand) a H (heavy strand) znaci pozici 3" konct primera v kompletni
sekvenci mtDNA kapra (Cyprinus carpio) (Chang et al. 1994).

PCR probihala v Peltierové terméalnim cykleru (MJ Research) v 50 pl reakénich
objemech, které vznikly smisenim 1,25 pl pracovniho roztoku kazdého primeru (10x zfedény
zasobni roztok), 4 ul MgCl,, 1 ul ANTP (10mM, Top-Bio), 5 pul kompletniho reakéniho pufru
(10x, Taq buffer, Top-Bio), 0,25 ul Taq UniS polymerdzy (5U/ul, Top-Bio), 27,25 ul
demineralizované H>O a 10 pl roztoku DNA.

Porovnanim souborti nukleotidovych sekvenci pro parmu obecnou a parmu karpatskou
(Kotlik et Berrebi 2001, 2002) byly s pouzitim programového baliku DNASIS™ for
Windows™ (Hitachi Software) vybrany diagnostické restrikéni enzymy. Za diagnostické byly
povazovany endonukleazy, jejichz cilové sekvence se prekryvaly s polymorfnimi pozicemi
vykazujicimi alternativné fixované nukleotidové stavy v mtDNA parmy obecné a parmy

karpatské (Tabulka 2.).

Tabulka 2. Pouzité diagnostické endonukleazy.

Barbus carpathicus Barbus barbus
RE  pufr sekvence N Pozice fragmenty N pozice fragmenty
Haelll Y"/Tango GG!CC 2 142/378 143/236/215 2 142/406 143/264/187
Mbol R” IGATC 2 234/351 117/233/244 1 234 233/361
Mspl R" CICGG 2 140/210 70/140/384 1 140 144/454

Restrikce probihala minimélné 5 hodin v termostatu za optimalni reakéni teploty 37°C,
spole¢né pro vSechny tfi enzymy, v 12 pl objemech, z nichz 4 ul tvoril PCR produkt; 6,3 ul
H,0; 1,2 ul pufr (Y"/Tango; nebo R") a 0,5 ul restrikéni enzym. Mikrozkumavky s reakéni
smési byly pfed umisténim v termostatu promiseny vortexem MS1 Minishaker (IKA™
Works) a kratce sto¢eny v centrifuze Universal 32 R (Hettich)(1200 ot./min.).

Po rozstépeni témito restrikénimi enzymy se pocet nebo délka fragmentlih mtDNA obou
druhi liSila a mohla byt odecitana s vyuZzitim elektroforézy (zdroj: BioRad Power Pac 300)
(napéti 90V, proud 30A, ¢as 20min.) v 2 % agardézovém gelu. Ten vznikl vafenim 2g agarozy
(Sigma) ve 100 ml pufru TBE 0,5x (40 mM Tris-HCI (pH 8,0) + 2 mM EDTA-NaOH (pH
8,0) + 90 mM HBOs;) v mikrovIinné troubg. Zasunuti hiebene do tekuté agardzy, obohacené o

2 pl roztoku ethidium bromidu (10 mg EtBr/ ml H,O) (Serva), umoznilo vznik jamek pro
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nanaseni jednotlivych vzorkd. Po utuhnuti gelu a vyjmuti hiebene byla vani¢ka umisténa do
elektroforetické cely s 0,5x koncentrovanym TBE elektroforetickym pufrem, tak aby vrstva
pufru nad gelem dosahovala piiblizn€ 2 — 3 mm. K nastépenym vzorkiim byl ptidan vzdy 1 pl
nandSeciho pufru (0,2 % BFB; 60 mM EDTA v 50 % glycerolu) a nasledné byly pomoci
mikropipety vkladany do jamek pod hladinou pufru v cele Hu 10, nebo Hu 13 (Scie-Plas). Do
krajnich jamek bylo vzdy naneseno 1,5 pl pracovniho roztoku standardu, obsahujiciho smés
vkladaciho pufru a fragmenti DNA o délce 100-1000 bp, lisicich se piesn¢ o 100 bp
(GeneRuller).

EtBr navazany na DNA pfi vystaveni UV zafeni emituje svételné zafeni o vyssi vinové
délce, nez ma dopadajici, ¢imz ji vizualizuje (tzv. fotoluminiscence). Vysledek byl sniman
kamerou umisténou v UV transiluminatoru Multilmage™ Light Cabinet (Alpha Inotech
Corporation) vybaveném UV-B fluorescentni lampou (Ushio) a pfevadén do digitalni podoby
programem Chemimager 4000i v. 3.36 Alpha Ease 1996 (Alpha Inotech Corporation).
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3.3. Analyza populacni struktury (F statistika)

Pro proteinovou analyzu byly vybirdny piednostné lokusy, které jsou v ramci
jednotlivych druhit monomorfni [frekvence nejcetnéjsi alely dosahuje minimalné 95% (Hartl
et Clark 1997)], ale vykazuji mezidruhovou divergenci. Pro populacné genetickou
charakteristiku jednotlivych populaci obou druhii se tak hodil pouze mikrosatelitovy lokus
Barb79, ktery vykazoval variabilitu v populacich obou druht. Z analyzovanych enzymovych
lokusti je za polymorfni (ne- monomorfni) vramci B. barbus mozno povazovat Pgml,
v ramci B. carpathicus pak LdhAl.

Z dat byly odhadnuty indexy fixace F, dle Wrighta (1969) postupy dle Weira et
Cockerhama (1984), pomoci pocitaového programu Genetix v.4.03 (Belkhir et al. 1998),
ktery je volné pfistupny na internetové adrese: www.univ-montp2.fr/~genetix/genetix.htm

Piipadné¢ sniZeni heterozygotnosti jedinci zplusobené nendhodnym parenim
v jednotlivych subpopulacich bylo odhadnuto jako koeficient inbreedingu (Fis) (vysoké
hodnoty mohou ukazovat na silny inbreeding, naopak zaporné¢ hodnoty naznacuji, Ze
v subpopulaci dochazi k negativnimu vybérovému patenti).

Dle Weira et Cockerhama (1984):

DY)
S=1 > .(B,+C)

Tento koeficient je citlivy na odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovahy.
K odhadu fixaéniho indexu (Wright 1921) (Fsr), kterym odhaduji rozdily mezi
subpopulacemi, bylo pouzito jak modifikovaného postupu dle Weira et Cockerhama (1984):

Y
> (4 +B+C)

tak podle Robertsona et Hilla (1984) (vazeny odhad) (formalizovano Weirem et

Cockerhamem 1984, 1363 p.):

“A*1-P) , 1
F, (RH)= i 2
sr (RHD) g‘(A,*BﬁC[) n—1
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a jeho korekci dle Raufaste et Bonhomme (2000), pro vétsi pocet alel:

R
Fo (RH') = F.(RH) + ST( 1)) ( P ]
A,...interpopulacni slozka variance alelickych frekvenci
Bi...intrapopula¢ni sloZka variance alelickych frekvenci (mezi jedinci uvniti kazdé populace)
Ci...slozka variance alelickych frekvenci mezi gametami uvniti kazdého jedince
Pi...primérna pozorovana frekvence alely i

n...pocet alel v lokusu

n,...pocet lokalit

Rozdilné vypovidaci schopnosti Fsr odhadnuté pomoci pouzitych metod jsou uvedeny

v nasledujici tabulce (Tabulka 3.).

Tabulka 3. Srovnéni pouzitych typi odhadu fixa¢niho koeficientu.
0,00 < Fsr < 0,05 0,05 < Fsr<0,10 Fsr>0,10
Fsr (0) | neodchylen, variance silnd | neodchylen, variance stfedni = neodchylen, variance slaba
Fst(RH) = odchylen, variance slaba odchylen, variance stfedni odchylen, variance silna

Fst(RH®) | neodchylen, variance slaba | neodchylen, variance stiedni neodchylen, variance silna

Testy vyznamnosti sledovanych hodnot Fis a Fsr byly uskutecnény provedenim 20 000
permutaci v souboru udaji.

Wright (1978) doporucil nasledujici kvalitativni interpretaci Fsr (in Hartl et Clark
1997, 118 p.).

0,00 < Fsr <0,05....nizka geneticka diferenciace

0,05 < Fsr<0,15....stfedni geneticka diferenciace

0,15 < Fsr <0,25....s1lna geneticka diferenciace

Fsr>0,25.... velmi silna geneticka diferenciace

Nutno podotknout, Zze zptisoby vypoctu, které jsem pouzil se od ptivodnich zna¢né lisi.
Stejné tak i ziskané vysledné hodnoty. Pro exaktni kvantifikaci miry diferenciace by bylo
nutné dané vysledky testovat, coz v tomto piipad€ neni nezbytné.

Pomoci F statistiky byl proveden i formalni test ndhodného paieni mezi obéma druhy,
vyjadieny jako Fis, do n&jz byli zafazeni vSichni analyzovani jedinci, vSechny lokusy (vyjma

GPI-2%*) a vSechny lokality.
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3.4. Detekce cytonuklearni nerovnovahy

Pojmem cytonukledrni nerovnovahy (disequilibria) rozumim nendhodnou asociaci
mezi jednotlivymi genotypy diagnostickych jadernych (nuklearnich) lokusti a druhové
specifickymi variantami mitochondridlniho (cytoplazmatického) genomu, jejiz kvantitativni a
kvalitativni zhodnoceni poméha charakterizovat hybridni populaci a odhalit zodpovédné
evoluc¢ni procesy (Avise 2001).

Dle Arnolda (1994) cytonukledrni nerovnovahy ptredstavuji novy néstroj k zjistovani:
1. hladin toku gent; 2. stafi reprodukcnich bariér; 3. smért hybridizace; 4. hladin vybérového
pareni (assortative matting); 5. mechanismu selekce hybridu.

Vztah mezi jadernymi a cytoplazmatickymi markery byl kvantifikovdn pomoci
pocitacového programu CND (Asmussen et Basten 1994, 1996; Basten et Asmussen 1997),
ktery je voln¢ ptistupny na adrese: http://statgen.ncsu.edu/brewebsite/software BRC.php

Provedeny byly vypolty koeficientl alelickych nerovnovah: D 4y, = P %, -P'Py a
analogicky i vypocty ti koeficientl genotypickych nerovnovah: D*=p*,.-p*p,,
DY=P4-P1Py,
D*=P*“\-P“Py
obdobné vyjadfujicich nendhodné asociace mezi kazdym nuklearnim genotypem a ob&ma
cytotypy (Asmussen et Basten 1994). Pro uplnost rovnéz uvadim vysledky testu Hardy-
Weinbergovy rovnovahy dle Weira (1990): D 4 = P # -P*, Pismeno D oznaCuje koeficient
nerovnovahy (disequilibrium), P oznacuje frekvenci. Hornim indexem jsou oznaeny jaderné
geny a dolnim cytoplazmatické alely (cytotypy).
Vnitrodruhové polymorfni a pln¢ diagnostické lokusy Barb79 a PGM-2* byly
upraveny dle doporuceni Avise (2001) tak, ze alely specifické pro kazdy druh byly sdruzeny, a
lokusy byly zpracovany jako dialelické.
K interpretaci zjisténych cytonukledrnich kombinaci je rovnéz pouZito jejich vyneseni

do 3x2 tabulky dle Avise (2001).
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3.5. Odvozeni pivodu jedince

U jedinct 1. filidlni generace (F1) oCekavame heterozygotni stav alel ve vSech pln¢
diagnostickych autozomalnich lokusech. Zpétni kiizenci (tzv. backcross; BC) maji nckteré
plné diagnostické lokusy, specifické pro jeden ze zii¢astnénych druhil, v homozygotnim stavu.
Lze predpokladat, ze pfi kazdém zpétném kiiZeni, s timtéz rodiCovskym druhem, se snizi
pocet alel v heterozygotnim stavu o 50%. Nasledné generace hybridi (F) naopak mohou
obsahovat homozygotni lokusy obou druhii. Jedinec vzdy nese matetskou mtDNA (Avise
2001).

Procenticka vyjadfeni podild rodicovskych genotypti ve vysledném hybridnim
genotypu, se kterymi se lze Casto setkat v podobné zameéfenych pracech, povazuji za
zavadgjici. Jedinec muze snadno spliovat procentické kritérium pro ocekavani F1 (0,5) a
ptitom nebyt heterozygotni ve vSech plné diagnostickych lokusech. Z tohoto divodu se pii
klasifikaci hybridl o tento tdaj opirat nebudu.

Boecklen et Howard (1997) dospéli k presvédceni, Ze kombinace minimalné 4-5 plné
diagnostickych znakl (markert) staci k hrubé klasifikaci genotypové kompozice v hybridni
zong, ale vice nez 70 jich je nutnych k odliSeni Cistych druhti od pokrocilejsich BC (4-5
generace) s relativné nizkym rizikem chyby (10%). Mnou zvoleny pocet markerd dle téchto
autort staci, abych s 10% chybovosti odlisil BC 2 od rodi¢ovskych druhti. Riziko zdmény BC
1 za F1, ¢i rodi¢ovsky druh je mizivé (P=0,0039).

Rieseberg et Randall Linder (1999) na zéklad¢ experimentédlniho kiizeni riiznych
druhii slune¢nic (rod Helianthus) zjistili, Ze diky rozsahlym chromozomovym piestavbdm a
nasledné silné endogenni i exogenni selekci na hybridni potomstvo, se zjisStované genotypy
Casto vyrazn¢ lisi od ofekavanych. VétSinou dochéazi k eliminaci nejvice rekombinantnich
genotypti. Odvozeni rodokmenu pokrocilych generaci hybridi a zpétnych kiizenct je tedy

obtizné az nemozné, bez ohledu na mnozstvi uzitych molekularnich markert.
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4. Vysledky

4.1. Nuklearni znaky

4.1.1. Analyza lokust kodujicich proteiny

Celkem bylo analyzovédno 5 enzymovych systémti v 9 lokusech ve vzorcich somatické
svaloviny a jaterni tkdn¢ 273 jedinct parem (rod Barbus) z celkem 10 lokalit na Vychodnim

Slovensku, nalezejicich k imotim Baltského a Cerného mofte.

4.1.1.1. Distribuce alel

Z vyslednych 9 lokust je 5 plné diagnostickych, monomorfnich pro kazdy druh
(sMDH-2%*, sMDH-3% sMDH-4%* sMDH-5%* SOD-2%*),u B. barbus je polymorfni PGM-1%*, a
u B. carpathicus LDH-AI* (Slechtova et al. 1993). Lokus GPI-2* je monomorfni u
B. carpathicus, ale polymorfni u B. barbus, jelikoz je vSak zaroven tetrasomicky a Casto se
vném vyskytuje i alela, za stavajicich podminek elektroforeticky neodliSitelnd od B.
carpathicus, musel byt z vétSiny analyz vylou€en. Vzacné se jako tetrasomicky u obou druht
jeviilokus PGM-2*,

Podil polymorfnich lokust P = Nyys/n ¢ini u B. carpathicus: 0,11 u B. barbus: 0,33. Za
ucelem snadné detekce, co mozna nejvetsiho mnozstvi introgredovanych alel, byly prednostné
vybirany monomorfni pln€ diagnostické lokusy.

GPI-2* (dimer)
B. carpathicus: monomortni, pouze alela 100 (F)
B. barbus: polymorfni, tetrasomicky, 4 alely, z nichZ nej¢astéjsi je za stavajicich
podminek neodlisitelnd od 100 (F).
LDH-AI* (tetramer)
B. carpathicus: polymortni, vedle alely 100, ktera se vyskytovala castéji, se na vétSing
lokalit objevovala i alela 200.

B. barbus: monomorfni, alela za stavajicich podminek neodliSitelnad od 100.
sMDH-1* (dimer)

B. carpathicus: monomortni, pouze alela 100

B. barbus: monomorfni, pouze alela 85
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sMDH-2* (dimer)
B. carpathicus: monomorfni, pouze alela 100
B. barbus: monomorfni, pouze alela 98
sMDH-3* (dimer)
B. carpathicus: monomorfni, pouze alela 100
B. barbus: monomorfni, pouze alela 106
SMDH-4* (dimer)
B. carpathicus: monomorfni, pouze alela 100
B. barbus: monomorfni, pouze alela 102
PGM-1* (monomer)
B. carpathicus: monomortni, pouze alela 100
B. barbus: polymorfni, 3 alely, z nichz jedna je za stavajicich podminek neodliSitelna
od 100.
PGM-2* (monomer)
B. carpathicus: monomorfni (Poys), alela 100, vzacna alela 70, pokud bychom vzali
v uvahu cely vzorek(7 z 201jedinct). V samotném povodi Dunaje je mnohem
Castéjsi (4 z 24jedinctt). Na 1 % hranici (Po1) jej 1ze povazovat za polymortni.
B. barbus: polymorfni, alely 80, 90. V povodi Dunaje i 70, jako tetrasomicka (2
jedinci- 1. hybrid, 1.v ostatnich lokusech B. barbus).
SOD-2* (dimer)
B. carpathicus: monomorfni, pouze alela 100

B. barbus: monomorfni, pouze alela 50

4.1.2. Analyza mikrosatelitu
Mikrosatelitovy lokus Barb79

Cisla vyjadiuji absolutni velikost fragmentu (bp). Mimo poétu repetic se druhy mohou
lisit 1 v délce nerepetitivni sekvence. K ovéfeni tohoto tvrzeni by vSak bylo nutné jeho
osekvenovani.

B. carpathicus: polymorfni, 4 alely. Privatni alela povodi Dunaje 204. Alely spole¢né
obéma povodim: 208, 212, 216.

B. barbus: polymorfni, 14 alel. Privatni alely povodi Dunaje: 223, 251, 255, 291.
Exkluzivni alely v povodi Visly: 231, 235, 243, 259, 267, 275. Alely spoletné obéma
povodim: 203, 227, 279, 283.
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4.1.3. Geneticka variabilita

Udaje charakterizujici genetickou variabilitu jsou uvedeny v tabulkach 4. a 5.

Tabulka 4. Alelické frekvence polymortnich lokust Barbus carpathicus.

Stara
Populace Orlov | Andrejovka Kurcin Plave¢ Lubotinka LPuboviia Hromo§ Hankovce* Koskovce* Sabinov*
) 38 37 1 6 9 31 55 13 1 10
LDH-
Al* 100 0,4474  0,5135  0,0000 0,4167 0,5000 = 0,5806 0,4364 0,8846 1,0000 = 0,9500

200 0,5526  0,4865 | 1,0000 0,5833 0,5000 @ 0,4194 | 0,5636 0,1154 0,0000 = 0,0500

Hexp. 0,4945  0,4996 0 04861 05000 04870 0,4919 02041  0,0000 = 0,0950
Hnb. 0,5011 055065  0,0000 0,5303 0,5294 04950 04964 02123  0,0000  0,1000
Hobs. 04211  0,4865 0,0000 0,5000 0,7778 0,3226 0,5455 0,2308  0,0000 = 0,1000

Barb79 204 0,0000  0,0000  0,0000 | 0,0000 0,0000 | 0,0000 0,0000 0,0385 0,5000 = 0,4000
208 0,5789  0,6216  0,5000  0,5000 0,6667 @ 0,7742 | 0,5909 0,8462 0,5000 = 0,5500
212 0,3026  0,2973  0,5000  0,2500 0,2222 = 0,1935 | 0,2727  0,0769 0,0000 = 0,0500
216 0,1184  0,0811  0,0000 0,2500 0,1111 | 0,0323 | 0,1364 0,0385 0,0000 = 0,0000

Hexp. 10,5592  0,5186 | 0,5000 0,6250 0,4938 @ 0,3621 | 0,5579 0,2751 0,5000 @ 0,5350

Hnb. 0,5667  0,5257 1,0000 0,6818 0,5229 0,3681 | 0,5630 | 0,2862 1,0000 | 0,5632
Hobs. | 0,6316 03784 | 1,0000 0,3333 | 0,6667 @ 0,3871 | 0,5636  0,2308 1,0000 | 0,2000

celk. Hexp. | 0,5268  0,5091 | 0,2500 0,5556  0,4969 @ 0,4246 | 0,5249 0,2396 0,2500 = 0,3150
Hnb. 0,5339  0,5161 0,5000 0,6061 0,5261 04315 | 0,5297 | 0,2492 0,5000  0,3316
Hobs. | 0,5263 0,4324  0,5000 0,4167 0,72 0,3548 0,5545 0,2308 0,5000 = 0,1500

P(0.95) 11,0000 1,0000  0,5000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000  0,5000  1,0000
P(0.99) 11,0000 1,0000  0,5000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000  0,5000  1,0000
Alel/lokus 2,5000  2,5000  1,5000 2,5000 2,5000 = 2,5000 2,5000 3,0000  1,5000 @ 2,5000

*) Lokality z povodi Dunaje

N pocet jedincl

Hexp. ... heterozygotnost ocekavana v ptipad¢, ze se populace nachazi v Hardy-
Weinbergove rovnovaze

Hnb. ... ocekavana heterozygotnost (H exp.) korigovana (non biased) pro Sikmost
vzorkovani (zvysuje vyznamnost haploidnich hodnot: (2n-1)/(2n-2))

Hobs. ... pozorovanad heterozygotnost (vyjadiuje relativni zastoupeni heterozygotti
v jednotlivych populacich)

pomeér polymorfnich lokust, kde nejcastéjsi alela dosahuje frekvence

maximalné 95% (99%)
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Tabulka 5. Alelické frekvence polymorfnich lokust Barbus barbus.

Populace

™)

PGM-1* 94
96
100

H exp.
H n.b.
H obs.

Barb79 203
223
227
231
235
243
251
255
259
267
275
279
283
291

H exp.
H n.b.
H obs.

celk. H exp.
H n.b.

H obs.

P(0.95)

P(0.99)
Alel/lokus

Orlov

1,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,5000
0,0000
0,5000
0,0000

0,5000
1,0000
1,0000

0,2500
0,5000
0,5000
0,5000
0,5000
1,5000

Plave¢ Stara Dubovna

2

0,7500
0,0000
0,2500

0,3750
0,5000
0,5000

0,5000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,2500
0,0000
0,2500
0,0000

0,6250
0,8333
1,0000

0,5000
0,6667
0,7500
1,0000
1,0000
2,5000

*) Lokality nalezici do povodi Dunaje

pocet jedincti

ocekavana heterozygotnost
korigovana (non biased) heterozygotnost (H exp.)
pozorovanad heterozygotnost

pomér polymorfnich lokust

46

0,5326
0,2174
0,2500

0,6066
0,6132
0,5435

0,3261
0,0000
0,0543
0,0435
0,0109
0,0326
0,0000
0,0000
0,0109
0,0109
0,1196
0,0435
0,3478
0,0000

0,7502
0,7585
0,8261

0,6784
0,6859
0,6848
1,0000
1,0000
6,5000

Hankovce*
1

0,0000
0,5000
0,5000

0,5000
1,0000
1,0000

0,5000
0,5000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

0,5000
1,0000
1,0000

0,5000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
2,0000

Koskovce*
2

0,5000
0,0000
0,5000

0,5000
0,6667
1,0000

0,0000
0,0000
0,2500
0,0000
0,0000
0,0000
0,2500
0,2500
0,0000
0,0000
0,0000
0,2500
0,0000
0,0000

0,7500
1,0000
1,0000

0,6250
0,8333
1,0000
1,0000
1,0000
3,0000

Sabinov*
6

0,0833
0,5833
0,3333

0,5417
0,5909
0,6667

0,0833
0,3333
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,3333
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,1667
0,0833

0,7361
0,8030
0,1667

0,6389
0,6970
0,4167
1,0000
1,0000
4,0000
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4.1.3.1. Primérny pocet alel v polymorfnich lokusech

Primérny pocet alel na polymorfni lokus se v ramci jednotlivych populaci u B. barbus
pohyboval v rozmezi hodnot 1,5 - 6,5 v zavislosti pfedev§im na mnozstvi vzorkl z populace.
V ramci srovnatelné pocetnych kolekci je patrny vétsi pocet alel u populaci z povodi Dunaje.
Relativné vysoky primérny pocet alel na lokus je zpisoben mikrosate-litovym lokusem, ktery
je u tohoto druhu vysoce variabilni. (Tabulka 5.)

Primérny pocet alel na polymorfni lokus se vramci jednotlivych populaci u B.
carpathicus pohyboval v rozmezi hodnot 1,5 - 3. V povodi Dunaje je vyssi diky vyskytu
privatni mikrosatelitové alely o velikosti 204 bp. (Tabulka 4.)

4.1.3.2. Primérna heterozygotnost v polymorfnich lokusech

Primérné pozorovana heterozygotnost v polymorfnich lokusech B. barbus dosahovala
hodnot 0,4167 - 1,0000. V nejpocetnéji zastoupené populaci ze Staré Cubovni (Poprad) takika
odpovida ocekévani (viz. test Fis nize). Silny deficit pozorovanych heterozygoti oproti
ofekavanym byl detekovan v mikrosatelitovém lokusu Barb79 na lokalité¢ Sabinov v fece
Torysa (Tabulka 5.; viz. také test Fis).

Primérnd pozorovana heterozygotnost v polymorfnich lokusech u B. carpathicus
dosahovala hodnot 0,2308 - 0,7222. Niz§i hodnoty vykazovaly lokality z povodi Dunaje, kde
je rovneéz nizsi frekvence vyskytu alely 200 lokusu LDH-A1*. Silny deficit pozorovanych
heterozygotli oproti ocekavanym byl detekovan v mikrosatelitnim lokusu Barb79 na lokalité

Sabinov (Torysa). (Tabulka 4.)

4.1.3.3. Vnitropopulacni variabilita

Vnitropopulacni variabilitu charakterizuje koeficient inbreedingu Fis (dle Weira et
Cockerhama 1984). Ackoliv viece Poprad nelze zamitnout nulovou hypotézu (Hy), Ze se
populace nachdzi v Hardy-Weinbergové rovnovaze, pro lokality z povodi Dunaje to neplati.
Jak u B. carpathicus tak u B. barbus je evidentni, Ze je tato situaci zpusobil predevsim silny
deficit heterozygotli v kolekci z lokality Sabinov (viz. tabulky 4. a 5.). Celkové Fis u B.
barbus sice neni signifikantni, ale pro lokus Barb79 je dokonce na 0,1% hladin€ vyznamnosti.

(Tabulka 6.)
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Tabulka 6. Charakteristika populaci rodi¢ovskych druhti pomoci F statistiky. Hvézdicky
udévaji hladinu vyznamnosti u statisticky pritkaznych hodnot.

lokali
Fsr (0) Fsr (RH) Fsr(RH") Fis(f) jedinctt alel
Poprad- LDH-AT* -0,0009  -0,0009  -0,0009 0,0529 177 7 2
B. carpathicus  pgyrp79 0,0006 0,0006 0,0006 0,0316 177 7 3
celk. -0,0002 0,0001 0,0001 0,0420 177 7
Poprad- PGM-1%* -0,0580  -0,0551  -0,0532 0,1238 49 3 3
B.barbus — Barb79 20,0696  -0,1472 25900 -0,0995 49 3 10
celk. -0,0644  -0,1305 2,1094  -0,0006 49 3
Dunaj- LDH-AI* -0,0462  -0,0462  -0,0462  -0,0436 24 3 2
B. carpathicus  Bqrp79 0,1234 0,0355 0,060,4200%* 24 3 4
celk. 0,0832 0,0151 0,03340,2947* 24 3
Dunaj- PGM-1%* 0,1434 0,1674 0,1844  -0,3023 9 3 3
B. barbus Barb79 -0,1675  -0,0699 0,04920,5362%** 9 3 8
celk. -0,0247  -0,0171 0,0793 0,2143 9 3
B. barbus PGM-1*  0,1028*  0,0910*  0,0923* 0,0665 58 6 3
Barb79 0,0841*  0,0683* 0,6196 0,0001 58 6 14
celk. 0,0924** 0,0713* 0,5493 0,0294 58 6
B. carpathicus LDH-AI* 0,0888*** (,0888%** (),0888*** 0,0525 201 10 2
Barb79 0,0306%* 0,1317*** (,2089*** 0,0699 201 10 4
celk. 0,0591*** (,1210*** (,1788*** 0,0617 201 10
B. barbus PGM-1*  0,1306* 0,1076*  0,1129* 0,0679 58 6 3
_POPr_ad VEISus Barb79 0,1313*** (0,0993*** 3 5966*** -0,0066 58 6 14
Duna celk. 0,1310%** 0,1004*** 3/1321***  0,0264 58 6
B. carpathicus LDH-AI* 0,2865%** (,2865%** (),2865%*** 0,0488 201 10 2
—Popr'ad VEISus Barb79 0,0768** 0,2010*** 1,0991*** 0,0776 201 10 4
Dunaj celk. 0,1890%** 0,2224*** (0,8960***  0,0640 201 10
*)P<0,05
**)P<0,01
**4)P<0,001
Fss(® fixacni koeficient (odhad dle Weira et Cockerhama 1984)
Fs«(RH) ... fixa¢ni koeficient (odhad dle Robertsona et Hilla 1984)
Fss(RHY ... fixacni koeficient (odhad dle Raufaste et Bonhomme 2000)
Fs¢h koeficient inbreedingu (odhad dle Weira et Cockerhama 1984)

Poprad versus Dunagj ...... porovnani populaci Popradského a Dunajského povodi, vzniklych

smiSenim vzorki ze vSech lokalit danych povodi
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4.1.3.4. Variabilita mezi subpopulacemi

Variabilitu mezi subpopulacemi jsem hodnotil pomoci fixacniho koeficientu Fr,
odhadovaného 3 rtiznymi zptsoby, které vSak poskytly velmi podobné vysledky. Jednotlivé
populace v ramci povodi se signifikantné neli$i. Populace B. carpathicus z teky Poprad je
takika uniformni. Naopak, na 0,1% hladiné vyznamnosti jsou vzajemné odliSné populace
reprezentujici rizna povodi. Dle Wrighta (1978) by bylo mozné populace B. carpathicus
z Popradu charakterizovat jako siln¢ diferenciované od populaci dunajského povodi.
Popradské populace B. barbus 1ze oznaclit jako stiedné diferenciované od populaci povodi
dunajského (Tabulka 6.). V ptipadé podrobnéjsi populacné genetické studie by bylo nutné tato
tvrzeni tykajici se stupné diferenciace testovat. Pro ucely této prace to vSak nepokladdm za

nezbytné.

4.1.3.5. Formalni test ndhodného pafeni mezi obéma druhy

Vysledek formalniho testu ndhodného pafeni (random mating) mezi B. carpathicus a
B. barbus, ktery je jinak intuitivné patrny, je vynesen v ndsledujici tabulce (Tabulka 7).
Deficit heterozygoti (prikazné a kladné Fis) v fece Poprad, signifikantni na 5% hladiné
vyznamnosti (P=0,019), a té€sn¢ i na vsSech lokalitich dohromady (P=0,54), je zpisoben
nizkym poctem hybridi. Naopak na kontrolnich lokalitaich v povodi Dunaje, kde byli
selektivné vybirdni jedinci s morfologicky intermedidlnim fenotypem, nejen, Ze nemuzeme
vyloucit, ze populace lezi v Hardy-Weinbergové rovnovaze, ale dokonce je zde naznacen
deficit homozygotl (zaporné, le¢ nepritkkazné Fis). V tomto piipade jde vSak spi§ o zhodnoceni
kvality vzorkovani. Velmi vyznamné rozdily mezi subpopulacemi (prukazné Fsr), jsou
zpisobeny riznym procentuelnim zastoupenim obou druhli na jednotlivych lokalitach.
(Tabulka 7.)

Tabulka 7. Formalni test ndhodného patreni mezi Barbus carpathicus a B. barbus.

populace Fis (f) Fsr (0) Fsi(RH)  Fst(RH) jedinci lokalit
Poprad 0,0739*  0,6927***  (0,3550*** 1,0834*** 230 7
Laborec -0,14060,5648***  (0,3179*** (0,5609** 23 2
povodi Dunaje -0,03380,5231***  (0,2359*** (,3665%* 43 3
vSechny 0,0443*  0,6566***  0,2963*** 1,3726* 273 10

*)P<0,05

**)P<0,01

**4)P<0,001
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4.2. Mitochondrialni DNA

Introgrese druhové specifické mtDNA nebyla detekovana ani v jednom sméru. VSichni
hybridni jedinci nesli mtDNA B. barbus. Z diagnostickych restrikénich endonukledz se
z technickych diivodi nejlépe osvédcil Msp I (Obrazek 6.)

Obrazek 6. Vysledky Stépeni mtDNA Barbus carpathicus, B. barbus a vsech hybridnich

jedinct z feky Poprad diagnostickym restrikénim enzymem Msp 1.
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4.3. Cytonuklearni nerovnovahy

Hodnoty jednotlivych koeficientll nerovnovéahy (D) a vysledky testll vyznamnosti jsou
uvedeny v tabulkach. Jako normalizovand (D) v nich oznauji () upravena s vyuzitim
marginalnich hodnot (maximalnich teoretickych hodnot vzhledem k genotypovym frekvencim
v souboru) a jsou konecnym vystupem testu (Asmussen et Basten 1994). Stiedni chybou (Ho)
mam na mysli stfedni chybu odhadu za pfedpokladu, ze plati nulovd hypotéza (D = 0;
populace se nachazi v cytonuklearni rovnovaze). Sttedni chybou (H,) je stfedni chyba odhadu
za predpokladu, ze plati alternativni hypotéza (D # 0). Testova statistika (n7?) je tradicné
uzivana pfi zjistovani priikaznosti koeficientd nerovnovéahy. Ma pfiblizné distribuci ¥
(Asmussen et Basten 1994). V testu na 0,05 hladiné vyznamnosti tedy zamitdme H, (D = 0),
je-li n7?> 3,84 (ziskanou hladinu vyznamnosti ukazuje kolonka Pravdépodobnost). Exaktni
pravdépodobnost udava hladinu pravdépodobnosti Hy (D = 0) zjisténou na zékladé Fischerova
exaktniho testu. Kolonky MSSa (B = 0,1) / MSSa (B = 0,5) vyjadfuji minimalni velikosti
vzorku (Minimal Sample Size) pii o = 0,05; pticemz a = pravdépodobnost vyskytu chyby
[.druhu (zamitnuti Hy za ptedpokladu, ze plati), B = pravdépodobnost vyskytu chyby II.druhu

(nezamitnuti Hy).

4.3.1. Povodi Popradu

Hodnoty jednotlivych koeficienti nerovnovahy (D) a vysledky testll vyznamnosti jsou
uvedeny v tabulkéch 8-10.

Vzorek tvoii 230 jedinct. Frekvence alely A (pIné diagnostické pro B. barbus) (pA) je
u lokust MDH-1*, MDH-2*, MDH-3*, SOD-2* rovna 0,23. U MDH-4*, PGM-2* a Barb79 je
rovna 0,22. Frekvence (pM) cytotypu charakteristického pro B. barbus oznaCovaného zde jako
M je rovna 0,23. Zhruba 21% vSech parem ulovenych v fece Poprad tvoti zastupci Cisté B.
barbus, nebo pokrocilé generace hybridii (vice nez tieti generace), které takika neni mozné
zachytit. Asi 2% jsou zachyceni hybridi s mtDNA B. barbus a kone¢né 77% jsou zastupci B.
carpathicus, patrn€ pouze Cisté linie.

Hodnoty vsech koeficientli nerovnovahy (D) jsou signifikantni (P<0,05). Patrné jsou
drobné odliSnosti mezi lokusy, zpusobené pfitomnosti BC. Minimdlni pocty jedinct
s ptislusSnym genotypem nezbytné k detekci nerovnovéh byly dodrZzeny na hladiné B = 0,5.

Zjisténé hodnoty jednotlivych cytonuklearnich nerovnovéh ukazuji, Ze hybridizace je
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jednosmérna, ovlivnénad pohlavim (viz. interpretace nize). Dochéazi k introgresi alel B.
carpathicus do genofondu B. barbus.

Tabulka 8. Hodnoty koeficientli nerovnovéhy (D) v povodi Popradu pro lokusy MDH-1*,
MDH-2*, MDH-3*, SOD-2* a mtDNA s vysledky testli vyznamnosti.

Koeficient nerovnovdhy DA DMy D™y D*y D"y

Odhadnuté (D) 0,1706  0,1706  0,0067 -0,1773  0,1740
Normalizované (D) 0,9752  1,0000  1,0000  -1,0000 1,0000
Stiedni chyba (Ho) 0,0115  0,0115  0,0026  0,0117  0,0183
Stiedni chyba (H,) 0,0151  0,0151  0,0047  0,1497  0,0149
Testova statistika (572) 218,7000 218,8000  6,7380 230,0000 90,8400
Pravdépodobnost 0,0000  0,0000  0,0344  0,0000  0,0000
Exaktni pravdépodobnost -0,0100  0,0000  0,0523  0,0000  0,0000
MSSa (B=0.1) 14 14 626 13 23
MSSa (B =0.5) 4 4 131 4 10

AA:Aaaa=51:2:177

Tabulka 9. Hodnoty koeficientii nerovnovahy (D) v povodi Popradu pro lokusy MDH-4*,
Barb79 a mtDNA s vysledky testli vyznamnosti.

Koeficient nerovnovahy | D* DA% DA%y D*y Dy

Odhadnuté (D) 0,1673 0,1673 0,0100 -0,1773 0,1723
Normalizované (D) 0,9625  1,0000  1,0000 -1,0000  1,0000
Stredni chyba (H) 0,0115  0,0115  0,0032  0,0117  0,0181
Stiedni chyba (H)) 0,0152  0,0152  0,0057  0,0150  0,0148
Testova statistika (77> ) 213,1000 213,4000 10,1500 230,0000 90,6500
Pravdépodobnost 0,0000  0,0000  0,0062  0,0000  0,0000
Exaktni pravdépodobnost -0,0100 0,0000 0,0117 0,0000 0,0000
MSSa (B=0.1) 14 14 414 13 23
MSSa (§ =0.5) 4 4 87 4 10

AA:Aa:aa=50:3:177

Tabulka 10. Hodnoty koeficienti nerovnovahy (D) v povodi Popradu pro lokus PGM-2* a
mtDNA s vysledky testii vyznamnosti.

Koeficient nerovnovahy  D* DMy DA%y D*y Dy

Odhadnuté (D) 0,1639  0,1640 00134 -0,1773  0,1706
Normalizované (D) 0,9496  1,0000  1,0000 -1,0000  1,0000
Stiedni chyba (Ho) 00114  0,0114  0,0036 00117  0,0179
Stiedni chyba (H)) 0,0153  0,0153  0,0065 00150  0,0148
Testova statistika (7% ) 207,4000 207,9000 13,5900 230,0000 90,4700
Pravdépodobnost 0,0000  0,0000  0,0011  0,0000  0,0000
Exaktni pravdépodobnost -0,0100 0,0000 0,0026 0,0000 0,0000
MSSa (B=0.1) 15 15 308 13 23
MSSa (B =0.5) 4 4 65 4 10

AA:Aa:aa=49:4:177
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4.3.2. Povodi Dunaje

Hodnoty jednotlivych koeficientli nerovnovahy (D) a vysledky testli vyznamnosti jsou
uvedeny v tabulkéach 11-12.

Vzorek tvofi 43 jedincti. Frekvence alely A (pIn€ diagnostické pro B. barbus) (pA) je u
lokust MDH-1*, MDH-3*, PGM-2*, SOD-2* a Barb79 rovna 0,33. U MDH-2* a MDH-4* je
rovna 0,34. Frekvence cytotypu M (charakteristického pro B. barbus) (pM) je rovna 0,44.

Hodnoty vSech koeficientii nerovnovahy (D) jsou signifikantni (P<0,01). Patrné jsou
drobné odlisnosti mezi lokusy, zpisobené ptitomnosti BC. Minimélni pocet vzorkli byl
dodrzen na hladin€ = 0,5. Pro lokusy MDH-2*, MDH-4* byl dodrZzen dokonce na hladiné¢ 3
= 0,1. Zjisténé koeficienty (D) ukazuji, Ze hybridizace je jednosmérnd, ovlivnénd pohlavim a
vede k introgresi alel B. carpathicus do genofondu B. barbus.

Tabulka 11. Hodnoty koeficientli nerovnovahy (D) v povodi Dunaje pro lokusy MDH-1*,
MDH-3*, PGM-2*, SOD-2*, Barb79 a mtDNA s vysledky testil vyznamnosti.

Koeficient nerovnovahy ~ D* Dy D™y D*y D*w

Odhadnuté (D) 0,1033 0,1168 0,1298 -0,2466 0,1817
Normalizované (D) 0,4704 1,0000 1,0000 -1,0000 1,0000
Stfedni chyba (Ho) 0,0335 0,0308 0,0320 0,0376 0,0329
Stiedni chyba (H,) 0,0341 0,0286 0,0286 0,0088 0,0155
Testova statistika (77> ) 9,5170 14,3800 16,4600 43,0000 30,4700
Pravdépodobnost 0,0086 0,0008 0,0003 0,0000 0,0000
Exaktni pravdépodobnost -0,0100 0,0002 0,0000 0,0000 0,0000
MSSa (f=0.1) 48 30 25 5 9
MSSa (B =0.5) 17 11 10 4 5

AA:Aa:aa=9:10:24

Tabulka 12. Hodnoty koeficientii nerovnovahy (D) v povodi Dunaje pro lokusy MDH-2*,
MDH-4* a mtDNA s vysledky testli vyznamnosti.

Koeficient nerovnovahy ~ D* DA% DA%y D*y D?v

Odhadnuté (D) 0,1188  0,1298  0,1168  -0,2466  0,1882
Normalizované (D) 0,5318  1,0000  1,0000  -1,0000  1,0000
Stiedni chyba (Ho) 0,0341  0,0320  0,0308  0,0376  0,0340
Stiedni chyba (H)) 0,0336  0,0286  0,0286  0,0088  0,0156
Testova statistika (772 ) 12,1600 16,4600 14,3800 43,0000 30,6100
Pravdépodobnost 0,0023  0,0003  0,0008  0,0000  0,0000
Exaktni pravdépodobnost -0,0100  0,0000  0,0002  0,0000  0,0000
MSSa (B=0.1) 37 25 30 5 9
MSSa (B =0.5) 14 10 11 4 5

AA:Aa:aa=10:9:24
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4.3.3. Ob¢ povodi dohromady

Hodnoty jednotlivych koeficientli nerovnovahy (D) a vysledky testil vyznamnosti jsou
uvedeny v tabulkach 13-16.

Vzorek tvoii 273 jedinci. Frekvence alely A (plné diagnostické pro B. barbus) (pA) je
u vSech lokust rovna 0,24. PIn¢ diagnostickou alelu B. carpathicus oznacuji ,,a*“. Frekvence
cytotypu M (charakteristického pro B. barbus) (pM) je rovna 0,26. Priblizné 22%
analyzovanych jedinct tvoti zastupci Cisté B. barbus, nebo pokroc€ilé generace hybridi (vice
nez tieti generace), které takika neni moZzné zachytit. Zhruba 4% jsou zachyceni hybridi
s mtDNA B. barbus a konecné 74% jsou zastupci B. carpathicus, patrné pouze Cisté linie.

Hodnoty vSech koeficientii nerovnovahy (D) jsou pritkazné odlisné od nuly (P<0,01).
Patrné jsou drobné odli§nosti mezi lokusy v normalizovaném D, zpiisobené ptitomnosti BC.
Minimalni pocet vzorkli byl dodrzen na hladin¢ B = 0,1. Zjisténé hodnoty koeficientl
nerovnovahy (D) ukazuji, ze pfirozend hybridizace je jednosmérna, ovlivnénd pohlavim.

Patrn¢ dochazi k introgresi pouze alel B. carpathicus do genofondu B. barbus.

Tabulka 13. Hodnoty koeficientl nerovnovahy (D) pro lokus Barb79 a mtDNA s vysledky
testdl vyznamnosti.

Koeficient nerovnovahy DA DAy DA%y D*y D*u

Odhadnuté (D) 0,1586  0,1591 0,0351  -0,1942  0,1766
Normalizované (D) 0,8694  1,0000  1,0000  -1,0000 1,0000
Stredni chyba (Ho) 0,0110  0,0110  0,0057 00118 0,016l
Stredni chyba (H,) 0,0137 0,136 0,0091  0,0126  0,0123
Testova statistika (n7?) 206,4000 210,1000 38,1100 273,0000 120,5000
Pravdépodobnost 0,0000  0,0000  0,0000  0,0000  0,0000
Exaktni pravdépodobnost -0,0100 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
MSSa (B=0.1) 17 16 115 11 20
MSSa (B =0.5) 5 5 28 4 9

AA:Aa:aa = 59:13:201
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Tabulka 14. Hodnoty koeficientli nerovnovahy (D) pro lokus MDH-2* a mtDNA

s vysledky testl vyznamnosti.

Koeficient nerovnovahy  D* DMy DA%y D*y Dy

Odhadnuté (D) 0,1641  0,1645  0,0297 -0,1942  0,1793
Normalizované (D) 0,8907  1,0000  1,0000  -1,0000 1,0000
Stiedni chyba (Ho) 0,0112  0,0111  0,0052  0,0118  0,0163
Stiedni chyba (H)) 0,0136  0,0135  0,0085  0,0126  0,0124
Testova statistika (77> ) 216,6000 2192907 31,9976 273,0000 120,8000
Pravdépodobnost 0,0000  0,0000  0,0000  0,0000  0,0000
Exaktni pravdépodobnost -0,0100 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
MSSa (B=0.1) 16 15 138 11 19
MSSa (B =0.5) 5 5 33 4 9

AA:Aa:aa=61:11:201

Tabulka 15. Hodnoty koeficientli nerovnovahy (D) pro lokusy MDH-1*, MDH-3*,
MDH-4*, SOD-2* a mtDNA s vysledky testi vyznamnosti.

Koeficient nerovnovahy  D* DA DA%y D*y Dy

Odhadnuté (D) 0,1613  0,1618  0,0324  -0,1942  0,1780
Normalizované (D) 0,8801 1,0000  1,0000  -1,0000  1,0000
Stredni chyba (H) 0,0111  0,0110  0,0055  0,0118  0,0162
Stiedni chyba (H,) 0,0136  0,0135  0,0088  0,0126  0,0123
Testova statistika (n72) 211,5000 214,6831 35,0402 273,0000 120,6000
Pravd&podobnost 0,0000  0,0000  0,0000  0,0000  0,0000
Exaktni pravd&podobnost -0,0100  0,0000  0,0000  0,0000  0,0000
MSSa (B =0.1) 16 16 126 11 19
MSSa (B = 0.5) 5 5 30 4 9

AA:Aa:aa=60:12:201

Tabulka 16. Hodnoty koeficientii nerovnovahy (D) pro lokus PGM-2* a mtDNA s vysledky

testll vyznamnosti.

Koeficient nerovnovahy DA D*y Dy Dy D%y

Odhadnuté (D) 0,1558  0,1564  0,0378 -0,1942  0,1753
Normalizované (D) 0,8587  1,0000  1,0000  -1,0000 1,0000
Stiedni chyba (Ho) 0,0110  0,0109  0,0059  0,0118  0,0160
Stiedni chyba (H,) 0,0137  0,0136  0,0094 00126  0,0123
Testova statistika (77> ) 201,3000 205,6000 41,2000 273,0000 120,4000
Pravdépodobnost 0,0000  0,0000  0,0000  0,0000  0,0000
Exaktni pravdépodobnost -0,0100  0,0000  0,0000  0,0000  0,0000
MSSa (B=0.1) 17 17 106 11 20
MSSa (B =0.5) 5 5 25 4 9

AA:Aa:aa = 58:14:201
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4.3.4. Interpretace dle Avise

Vysledek zakresleny do 3x2 tabulky (Tabulka 17.) dle Avise (2001), je spolecny vSem
pln¢ diagnostickym lokusiim pro ob¢ povodi. Pozornost si zasluhuje absence genotypu M* (t;.
jaderného genotypu homozygotniho pro alelu B. carpathicus v kombinaci s mtDNA
specifickou pro B. barbus) ve vSech lokusech, coz znamena neptitomnost F2 generace. Tento
stav byva interpretovan jako dikaz pro sterilitu jednoho pohlavi hybridii zamezujici kiiZeni
hybridi F1 generace mezi sebou. Stejné tak i absence m**, kterd navic v kombinaci s absenci

m™* znadi striktni jednosmérnost hybridizace.

Tabulka 17. 3x2 tabulka dle Avise (2001) spole¢na vSem plné diagnostickym jadernym
lokustim pro obé& povodi.

AA Aa aa
M ++ ++ 0
m 0 0 ++
D*y; D*y; D*w; DA #0
+ pozorovanych genotyptl je vice nez predpokladanych (prikazna kladna D)
0o ... absence genotypu v této bunice
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4.4. Hybridni genotypy

Pomoci cytonukledrnich genetickych markerti bylo celkem detekovano 14 hybridnich
jedinct. Zastoupeni hybridi 1 rodicovskych druhti na jednotlivych lokalitach ukazuje Tabulka

18.

Tabulka 18. PoCty jedinct Barbus carpathicus, B. barbus a hybrida dle zjisténych genotypi
na jednotlivych lokalitach.

povodi feka lokalita B.barbus (ks) B.carpathicus (ks) hybridi
Visla Poprad Orlov 1 38 0
Andrejovka 0 37 0
Kur¢in 0 1 0
Plave¢ 2 6 0
Lubotinka 0 9 0
Stard Cubovna 46 31 4
Hromos 0 55 0
Dunaj |Laborec Hankovce 1 13 3
Koskovce 2 1 3
Torysa Sabinov 6 10 4

Tyto vysledky se ponc¢kud lisi od predpokladii zalozenych na hrubé morfologii
(Tabulka 1.). Na lokalit¢ Orlov byli 3 jedinci, jejichz fenotyp v cytonukledrnich markerech
odpovidd ocekavani pro B. carpathicus, urCeni podle hrubé morfologie jako hybridi. Na
lokalit¢ Plave¢ je situace u jednoho jedince obdobnd. Pomoci diagnostickych jadernych
markert byli zji§téni 4 hybridi, dle hrubé morfologie urceni jako B. barbus, na lokalité Stara
Lubovia. Jeden hybrid v Hankovcich, jehoz kombinace jadernych znaka spliuje ocekavani
pro F1, byl uren dle hrubé morfologie jako B. barbus. Na lokalitaich KoSkovce a Sabinov se

ptedpoklady hrubé morfologie shoduji se zjisténym genotypem.

Konkrétni elektroforetické fenotypy, z nichz lze usuzovat genotyp, vSech zjisténych
hybridit na jednotlivych lokalitich ukazuje Tabulka 19. Celkové sice vyrazné pievazuji
hybridi 1. filidlni generace (11 jedinct F1: 2 BC1: 1 BC2), na samotné fece Poprad je vSak
situace mnohem vyrovnanéjsi (2 F1: 1 BC1: 1 BC2).
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Tabulka 19. Konkrétni elektroforetické fenotypy vsech zjisténych hybridi ve vSech
analyzovanych nuklearnich lokusech. Tu¢né jsou vyneseny alely specifické pro Barbus
carpathicus. PIn¢ diagnostické lokusy jsou oznaceny zkratkou P.D.

Izoenzymové lokusy Mikrosatelit
Lokalita Hybrid LDH-A1* | sMDH-1* sMDH-2* sMDH-3* | sMDH-4*  GPI-2* | PGM-1* PGM-2* | SOD-2* | Barb79
P.D. P.D. P.D. P.D. P.D. P.D. P.D.

BCl 100/100  85/85 9898  106/106 100/102 2F2S  94/100 90/100 = 50/50 = 203/212

Stard Cuboviia | BC2  100/100 = 85/85  98/98 | 106/106 102/102 2F2S  96/100 K 90/100 50/50 | 275/283
(Poprad) F1  100/200 85100  98/100 100/106 100/102 2F2S  100/100 90/100 = 50/100  208/275

F1 | 100/200 85100 98/100  100/106 100/102 2F2F' 100/100 90/100 50/100  212/284

F1  100/200 85100  98/100 100/106 100/102 1S3F  96/100  90/100  50/100  212/223

Hankovce (Laborec) | FI | 100/100  85/100  98/100  100/106 100/102 1S3F  100/100 90/100  50/100 ~ 203/208
BCl 100/100 = 85/100  98/98  100/106 102/102 1S3F = 94/94 | 90/100 50/100  212/223

F1 | 100/100 85100  98/100  100/106 100/102 1Sf3F 96/100 90/100 50/100  203/208

Koskovee (Laborec) ~ F1  100/100 = 85/100 ~ 98/100  100/106 100/102  4F  94/100  90/100 = 50/100  212/223
F1  100/100 85100  98/100 100/106 100/102 1S3F  96/100 = 90/100 = 50/100  216/255

F1 | 100/100 85/100  98/100  100/106 100/102 1S3F 100/100 90/100 50/100  203/208

F1 | 100/100 85100  98/100  100/106 100/102 1S3F  96/100 90/100 50/100  204/247

F1 | 100/100 85/100  98/100  100/106 100/102 ~ 4F  94/100 90/100 50/100  204/259

F1 | 100/100 85100  98/100  100/106 100/102 1S3F  96/100 90/100 50/100  208/259

Sabinov (Torysa)

53



5. Diskuse

5.1. Populacné-geneticka charakteristika populaci

U populaci obou druhti parem z feky Poprad nelze zamitnout, Ze se nachazi v Hardy-
Weinbergové rovnovaze. Nejsou prikazné rozdily mezi jednotlivymi subpopulacemi.
Formalni test potvrdil, ze tok gend mezi obéma druhy je omezeny. Zastoupeni hybridnich
jedinct v popradské populaci parem je mizivé (1,74%). Odhady nerovnovéh mezi jadernymi a
cytoplazmatickymi znaky ukazaly, ze hybridizace je pouze jednosmérna. Prestoze tedy
k mezidruhovému kiizeni dochazi, mé vysledky ukazuji, ze hybridizace nenarusuje integritu
jednotlivych druhil. Zda se, ze k introgresi do genomu B. carpathicus vibec nedochazi.

Populace obou druhli parem ziteky Poprad se prikazné 1i§i (Fsr > 0) od
konspecifickych populaci z povodi Bodrogu (Dunaje). Rozdily jsou patrné nejen v riznych
frekvencich vyskytu jednotlivych alel. Vyskyt privatni mikrosatelitové alely v populacich B.
carpathicus z povodi Bodrogu muze byt interpretovan jako dusledek prubéhu kolonizace
povodi Visly timto druhem z povodi Dunaje (Kotlik et Berrebi 2002). Ackoliv populace B.
barbus obou povodi obsahuji privatni alely, ve vzorcich zpovodi Bodrogu srovnatelné
velikosti je jich detekovano vétsi mnozstvi. Tento fakt rovnéz podporuje vyse zminénou
predstavu postglacialni kolonizace povodi Visly (Kotlik et Berrebi 2001).

Pouze na zéklad¢ formalniho testu, ktery porovnava alelické frekvence jadernych
genll, nelze zamitnout H, (absenci reprodukéné izola¢nich mechanisml) na lokalitach
z povodi Bodrogu, coz je pravdépodobné zptisobeno cilenym obohacenim vzorku o hybridni
jedince (viz. Material).

Na vétsing lokalit nelze zamitnout, Ze populace obou druhti lezi v Hardy-Weinbergoveé
rovnovaze. Nadbytek homozygotii obou druhti, v mikrosatelitovém lokusu Barb79, na lokalité
Sabinov zpusobil signifikantni kladny koeficient inbreedingu Fis, ktery ukazuje na nendhodné
pareni s velmi blizce ptibuznymi jedinci.

1. Tento jev mohl byt vyvolan nedavnym drastickym zasahem do mistni populace,
ktery rapidné snizil jeji velikost (napfiklad otrava). Nasvédcuje tomu obdobnd situace u obou
druhii. K redukei populace by muselo dojit neddvno, nebot’ jinak by se obnovila rovnovéha.
Obdobné kratkodobé by také mohla zapusobit fragmentace populace vybudovanim nepfilis

vzdalenych vodnich staveb.
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2. Muze jit o artefakt vzorkovani, celkoveé nepftili§ vysoké pocty jedincti a soucasné
vysokou variabilitu mikrosatelitového lokusu. Na ostatnich lokalitach, kde byly vzorky
vybirany stejnym zpiisobem, se ale s takovymto efektem nesetkdvam. Proto nepokladam toto
vysvétleni za ptilis pravdépodobné.

3. Pozitivni vybérové pareni, které by mohlo mit podobny efekt (Nei 1987; Hartl et
Clark 1997), mi v kontextu charakteristik tfeciho systému parem (Baras 1994; Poncin et al.
1994) a vysku hybridu ptijde nepravdépodobné.

4. Odchylku od Hardy-Weinbergovy rovnovahy muze zpusobit i selekce (Nei 1987;
Weir 1996). Mikrosatelitové lokusy, jakozto nekodujici sekvence vSak byvaji povazovany za
neutralni markery, na néz selekce pfili§ nepiisobi. Jejich frekvenci ale mize ovliviiovat
molekularni tah gentl, s nimiZ jsou ve vazbé (Rieseberg et Randall Linder 1999). Situace na
ostatnich lokalitdch vSak pfedstavu negativni selekce proti heterozygotim, ani pozitivni
selekce ve prospéch homozygotti nijak nepodporuji.

5. Mohlo by jit rovnéz o vyskyt tzv. ,nulové alely* jejiz pfitomnost by vizualné
zpisobila exces homozygotli, nebot’ jedinci u nichz by byla v heterozygotnim stavu by byli
mylné povazovani za homozygoty pro druhy lokus. Vzhledem k tomu, ze se u zadného
jedince nevyskytla v homozygotnim stavu a zaroven by byla pfitomna u obou druhi,

nepokladam za nutné tuto hypotézu testovat a povazuji ji za nepravdépodobnou.
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5.2. Hybridni situace u parem rodu Barbus

Nejpodrobnéji se obdobnym piipadem hybridizace, ktery nese spoustu spole¢nych
rysu, zaobirali ve Francii, kde se kiizi B. barbus a B. meridionalis, coz vedlo k nahromadéni
mnozstvi udaji o zodpovédnych evolucnich procesech (Berrebi et al. 1993; Daryus et Berrebi
1993; Chenuil et al. 2000). Berrebi et al. (1993), piestoze nepouzili cytoplazmaticky marker,
ve své studii zjistili, Ze se v hybridni populaci nevyskytoval Zadny jedinec ani jednoho ¢istého
druhu nebo F1, ale obsahovala mnohem vic alel specifickych pro B. barbus. Toto zjisténi
spliiuje predpoklady asymetrické hybridizace a introgrese do B. barbus a podporuji jej i
morfologicka data (Daryus et Berrebi 1993; Crespin et Berrebi 1999).

Rheofilni parma B. meridionalis je fylogeneticky relativné blizce piibuzna B.
carpathicus. Kotlik et Berrebi (2002) uvadi, Ze se jejich ptedci oddélili na pfelomu Pliocénu a
Miocénu, pied asi 5ti miliony let. Proto budu své vysledky podrobnéji srovnavat s tdaji

publikovanymi pro hybridni populace B. barbus a B. meridionalis ve Francii.

5.2.1. Scénéf hybridizace Barbus barbus a B. carpathicus

Jelikoz vSichni hybridi obsahovali mtDNA specifickou pro B. barbus, je mozny pouze
jeden zptsob vzniku F1: 1. B. carpathicus 3 + B. barbus Q. Naskytaji se vSak dvé moznosti
vzniku zjisténych BC k B. barbus: 1. F1 & + B. barbus Q; 2. B. barbus & + F1 Q. Zjisténa

situace je spole¢nd obéma povodim.

5.2.1.1. Mozné davody zjisténé situace

5.2.1.1.1. Etologicky

Mezidruhovému kiizeni B. carpathicus @ + B. barbus & mohou branit silné
behavioralni bariéry.

Gougnard et al. (1987) popsal specifické tieci chovani francouzskych B. barbus
v akvariu: ,,Jikernacka se zveda od Stérkovitého dna, pohybuje genitalni papilou v substratu,
okézale roztahuje pektoralni a ventralni ploutve, protahuje hubu a rozevira skiele. Obdobné se
chovajici samci nedaleko uvoliiuji sperma.” Toto chovani se miize mnohokrat opakovat.
Poncin et al. (1994) udavaji pozorované maximum 284 béhem 11 hod. Dle téchto autort,
tomuto popisu presné odpovida i chovéani francouzskych B. meridionalis. Béhem vytéru se
vSak u B. barbus vyskytuje i zvlastni typ chovani, kdy jedinci opa¢ného pohlavi, ale i pouze

samci, plavou vysokou rychlosti hlavami proti sobé (Gougnard et al. 1987). Tento typ chovani
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u B. meridionalis Poncin et al. (1994) nepozorovali, ani kdyz se samci B. barbus snazili toto
chovani u samic B. meridionalis indukovat. Pfesto v akvariich uspé$né dochazelo k vytérim
ve vSech kombinacich.

Co se tyce interpretace jejich vysledki, musim vSak podotknout, ze vSechny ryby byly
k vytéru hormondlné stimulovany. Rovné€z byli vybirdni nadstandardné velci jedinci B.
meridionalis (DT =205 Q; 112 &).

Z tohoto diivodu pokladdm existenci silnych behaviordlnich bariér, které by branili
mezidruhovému kiiZeni B. carpathicus Q + B. barbus &, za neptilis pravdépodobnou.

Situace v pfirod¢ se ale miize od experimentalnich podminek velmi lisit (Wirtz 1999).
U obou druhti se vyskytuje délkovy pohlavni dimorfismus. Velkd B. barbus @ muze na
drobného B. carpathicus 3 pusobit jako superatraktant a malé rozméry mu mohou pomoci
proniknout k samici, jiz okupované dvoficimi se samci, a prosadit se tak oproti rozmérn¢jSim
Lprizivnym® samctim B. barbus. U B. barbus je délkovy pohlavni dimorfismus jest¢ mnohem
markantnéj$i. Je tedy mozné, ze samce B. barbus relativné mala B. carpathicus § nepfitahuje,

nebot’ srovnatelné velké B. barbus Q@ jesté nedosahly pohlavni dospélosti.

5.2.1.1.2. Ekologicky

Predpokladam-li, ze druhy maji primarné odd¢lena trdlisté, znamena to, ze B. carpat-
hicus & pronikaji na trdli§té B. barbus a Gsp&$né se zde vytiraji. Oproti tomu pohlavné dospéli
B. barbus 3na trdlist€ B. carpathicus asi nepronikaji, ¢emuz by nasvéd¢ovala i napiiklad data
Pekarika (2004) z feky Udava. Vyloucit to ov§em jednoznac¢n¢ nelze.

Situaci by bylo nutné zhodnotit v kontextu konkrétnich fek a trdlist. Je nutné
podotknout, ze takika ve vSech fekach Slovenska dlouhodobé probiha tézba Stérku. Tim
dochazi k permanentni disturbanci pfirozeného habitatu téchto ryb, které se tak mohou
dostavat do uzsiho kontaktu, n&z by tomu bylo piirozené (Cerny - Gstni sdéleni; vlastni
pozorovani).

Poncin et al. (1994) uvadé¢ji, ze jikernacky B. meridionalis jsou, ohledn¢ vhodného
substratu, podstatné méné vybiravé, neZ B. barbus, k Cemuz je patrné vedou nestabilni

podminky hornich tokli. Dokonce jsou schopny se vytfit i ve volné vodé.
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5.2.1.1.3. Fyziologicky

Mnou ziskané vysledky by mohli nasvédcovat i existenci kompletni postkopulacni
bariéry pro tento smér hybridizace. V celém datovém souboru se nenasla ani jedna vyjimka.
Zjisténé schéma cytonuklearnich nerovnovah dle Avise (2001) rovnéz ukazuje na
nepiitomnost, nebo neplodnost jednoho z pohlavi F1, diky absenci F2.

Philippart et Berrebi (1990) objevili funkéni sterilitu F1 &, vzniklych umélym vytérem
B. meridionalis & + B. barbus Q. Opaéné bohuzel experiment neprovadéli. F1 & vznikali
Cast&ji (2 4 Q). Vykazovali mnohem pomalejsi riist nez samice, podobné jako je tomu u
rodi¢ovskych druht. Tito autofi rovnéz zjistili, Ze rychlosti rustu ani mnozstvim jiker F1 @ (B.
barbus x meridionalis) za B. barbus Q@ piili§ nezaostavaji, ale diive dospivaji. Jak je to vSak

s jejich fertilitou a viabilitou potomstva, nezkoumali.

1. Chromozémova troven

Heterogametické pohlavi B. barbus je samice (ZW; typ ,,Abraxas®) (Castelli et
Philippart 1993). Pokud vsak patii B. meridionalis rovnéz k typu ,,Abraxas®, zjisténa situace
odporuje tzv. Haldaneové hypotéze (1922): ,,Je-li jedno pohlavi neplodné, nebo chybi, jedna
se vzdy o to heterozygotni.“ Chromozémové urCeni pohlavi B. carpathicus, ani B.
meridionalis bohuzel zatim nikdo nezjiStoval. Je-li tomu naopak (XY; typ ,,Drosofila®),
¢emuz neodporuje zjistény smér hybridizace, mohli byt nedaleko objevu velmi zajimavé
situace. Potomstvo by mohlo byt: XW, XZ, YW a YZ.

U ryb se ¢asto lisi typ chromozémové determinace pohlavi i v ramci Celedi u velmi
ptibuznych druhid, dokonce je znam 1 pfipad u riznych linii t¢hoz druhu (Xiphophorus
maculatus). 'V komer¢nim chovu tilapii (rod Oreochromis) se tradicn¢ vyuziva
mezidruhovych kiizenct (napt. O. niloticus (XX) samice x O. aureus (ZZ) samec), nebot’
takovéto uniformni F1 potomstvo je sloZzeno pfedevsim ze samct, ktefi se vyznacuji vysokymi
prirGstky. Fakt, Ze mnozstvi samct neni 100%, je zplsoben tim, ze ne vSechny pohlavi
determinujici faktory, které se vSak lisi v sile exprese, jsou umistény na gonozémech (Devlin

2002).

2. Cytonuklearni nekompatibilita
Saméi funkéni sterilita hybridd B. barbus x meridionalis mize byt zpusobena
¢asteCnou nekompatibilitou nukledrniho a mitochondridlniho genomu. Spermie jsou vysoce

citlivé na dokonalou funkci mitochondrii. Nepatrné zhorSeni jejich funkce, které ma maly,
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nebo dokonce Zadny vliv na viabilitu a fertilitu samice, mize mit za néasledek neplodnost
samce (Gemmell et Allendorf 2001). Berrebi et al. (1992) uvadéji az ¢tytikrat vyssi spotiebu
kysliku u nékterych hybridt B. barbus x meridionalis.

Jelikoz B. carpathicus pravdépodobné v minulosti prosla silnym ,,bottleneckem
(Kotlik et Berrebi 202), vykazuje velmi nizkou genetickou variabilitu. Jak se jiz zmifuji v ji
vénované kapitole, je mtDNA mnohem citlivéj§i k efektivnimu snizeni populace, nez
nuklearni. Zd4d se mi pravdépodobnéjsi, ze mtDNA B. carpathicus bude inkompatibilni
s jadernym hybridnim genomem, neZ je tomu u mtDNA silné geneticky variabilni B. barbus.
Domnivam se, Ze charakter haploidni mtDNA by mohl v tomto ptipadé hrat zasadné&jsi roli,
nez diploidni nuklearni genom. (Pravé proto, ze diploidni = flexibilné&jsi.) Bohuzel jsem o

takové teorii v literatufe nenasel zadnou zminku.

3. Preference spermii

Polyandricky reproduk¢ni systém parem ponechava spermie silnému selekénimu tlaku
(Simmons 2001). Nakolik v tomto pfipad¢ plati predpoklad nadfazenosti konspecifickych
spermii (Howard et al. 1998; Howard 1999) zatim nikdo nezkoumal. Je pravdépodobné, Ze se
ve vzajemném rozpoznani gamet budou oba sméry lisit.

Chenuil et al. (1998) zjistovali rozdilnou reprodukéni zdatnost samct B. meridionalis,

ale vysledek jejich pokusu neni pfili§ pfesvédcivy, nebot’ pfezilo minimum potomstva.

5.2.1.2. Porovnani s pifedchozimi zjisténimi

Slechtova et al. (1993) na zakladé 4 diagnostickych lokust v fekach Poprad, Torysa i
Laborec detekovali 6 hybridnich jedincii jejichZ elektroforetické fenotypy odpovidaly
o¢ekavani pro BC 1 do B. carpathicus 1 B. barbus a zastupcim F2 1 F1. Jelikoz vSak nepouzili
zadny cytoplazmaticky marker, nelze urcit jejich maternitu.

Tyto udaje nejsou v pfimém rozporu s mymi zavéry ohledné pouze jedné moznosti
vzniku F1.

BC1 do B. carpathicus mohou vzniknout: F1 Q@ + B. carpathicus &. Takovi BC1 by
ovSem pravdépodobné obsahovali mtDNA specifickou pro B. barbus. V celé kolekci jsem
vSak neobjevil Zadnou znamku cytoplazmatické introgrese ani v jednom smeéru.

Detekce BC do B. carpathicus by tedy svéd¢ila spi§ pro existenci plodnych F1 &,
budu-li stale ptredpokladat sterilitu jednoho pohlavi F1, coZ nabourava detekce genotypu,

splitujiciho oc¢ekavani pro F2. Stejny vzor ale miize vzniknout i kombinaci BC + BC, nebo BC
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+ F1 (Redenbach et Taylor 2003), navzdory pfedpokladu eliminace nejvice rekombinantnich
genotypu (Rieseberg et Randall Linder 1999; viz. kapitola 3.5.). Zminény piedpoklad se vSak
v tomto piipad¢ asi silné€ uplatiiuje. Prokazatelné hybridni jedinci na studovanych lokalitach
v fece Poprad dohromady tvofi pouze zanedbatelné procento populace parem, piestoze zde
byli poprvé zaznamendni jiz 4.9.1959 (Kux et Weisz 1960) a nejspiS zde k hybridizaci
dochazi po celou dobu spolecného vyskytu, stejné jako ve vSech ostatnich povodich.
Vzhledem k tomu, Ze se pravdépodobn¢ oba dva druhy spolecné rozsitili do povodi Visly diky
»rver capture pies feku Poprad a povodi Hornddu koncem posledniho glacialu (pted 10 000
lety), nezda se, ze by zde hybridizace ohrozovala integritu za¢astnénych druhti. Paradoxné Ize
fici, ze B. barbus si timto zpiisobem pouze obohacuje svij, jiZ tak silné polymorfni (Slechtova

et al. 1998), genom.

5.2.1.3. Porovnani s ostatnimi piipady mezidruhové hybridizace v ramci podrodu Barbus.

Oproti mym zjisténim byli takika ve vSech pfipadech, studovanych pomoci
molekularnich markert, zjisténi jedinci, u nichz lze z kombinace alel usuzovat na piislusnost
k F2 generaci. Vyjimkou vSak neni ani ptipad B. barbus x B. meridionalis, kde Philippart et
Berrebi (1990) experimentalné ovéiili sterilitu F1 J.

V obou piipadech hybridizace B. meridionalis byla zjisténa hybridni zoéna, kde Cisté
rodi¢ovské druhy zcela chybély. Piipad B. haasi a B. meridionalis (Machordom et al. 1990)
vSak nese pfili§ mnoho velmi odliSnych rysi a nema smysl na n¢j poukazovat.

Pouze Tsigenopoulos et al. (2002) zaznamenali vyskyt hybridd 1 pomoci
mitochondrialnich markerd. Nizky pocet jedinch (B. caninus + hybridi) z lokality (9), kde
navic zcela chybéli zastupci fluvio-lacustrinniho rodi€ovského druhu (B. plebejus),
neumoziuje bohuzel ani v tomto ptipadé vyvozovat hlubsi zavéry ohledné smérti a miry
introgrese. Oba dva hybridni jedinci nesli mtDNA specifikou pro B. plebejus a zaroven
spliiovali oc¢ekéavani pro F2 generaci v nDNA markerech. MoZna jsou zde tedy plodni F1
hybridi obojiho pohlavi.

Dobrovolovem (1993; 1996) popsana piirozena hybridizace B. tauricus a B. petenyi se
jevi byt opacného sméru. Vyskytuji se zde asi pouze F1 a BC k druhu rheofilnimu. Ten vSak

v tomto pripad¢ vykazuje vyssi geneticky polymorfismus, nez druh fluvio-lacustrinni.
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6. Zavér

Hlavni zjisténi mé studie je moZné shrnout do nasledujicich bodu:

1.

Populace Barbus carpathicus 1 B. barbus ziteky Poprad se pravdépodobné nachézeji

v Hardy-Weinbergove rovnovaze.

Nejsou prikazné genetické rozdily mezi jednotlivymi subpopulacemi v fece Poprad.

Populace obou druhli parem z Popradu se geneticky liS§i od konspecifickych populaci

z povodi Dunaje.

Druhy se plodné kiizi v obou povodich, zastoupeni detekovatelnych hybridnich jedinct

v popradské populaci je vSak mizivé (1,74%).

Hybridizace je jednosmérna. Zptsob vzniku F1 je vzdy: B. carpathicus 3 + B. barbus <.

Tok jadernych i cytoplazmatickych gent mezi obéma druhy je vyrazné omezeny

Dochézi pouze ke zpétnému kiizeni k B. barbus. K introgresi do genomu B. carpathicus

nedochazi.

Zjisténa absence F2 byva vétSinou dusledkem sterility jednoho pohlavi F1.

Kombinace etologickych, ekologickych a fyziologickych (Ciniteld je s nejveEtsi

pravdépodobnosti zodpovédna za genetickou architekturu hybridizace.
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7. Perspektivy

Prestoze vysledky, které plynou z této prace, ptispély k porozuméni tomuto piipadu
hybridizace, je zfejmé, Ze stale pretrvava nutnost dalsiho prohlubovani nasich znalosti.

Prioritu v dalSim vyzkumu by, dle mého nazoru, méla mit identifikace a kvantifikace
pre- a postkopulacnich izola¢nich mechanizmd. Primarné¢ bych navrhoval provézt
experimentalni umély vytér, podobné jako Philippart et Berrebi (1990). Oproti tomuto ¢lanku,
bych vsak zvysil pocet skupin o 1 kontrolni. Vznikly by timto skupiny Al, A2 : B. barbus;
B1, B2: B. barbus (samci) x B. carpathicus (samice); C1,C2: B. carpathicus (samci) x B.
barbus (samice); D1,D2: B. carpathicus. Pti vytéru by byli pouziti vzdy 2 samci na 1 samici.
Generacni ryby by byly oznaCeny individudlné a nasledné potomstvo skupinové (napf.
zastfizenim ploutvi, elastomerami, ¢i tekutym dusikem, poptipad€ jinou béznou metodou).
Dale by bylo idedlni odchovat hybridni jedince do pohlavni dospélosti a pokusit se o zpétné
ktizeni. Pokud by se béhem experimentli neobjevily nepickonatelné problémy, bylo by urcité
zajimavé pokusit se o rozsifeni projektu na dalsi evropské druhy parem, u nichz je potvrzena,
¢1 predpokladana existence piirozenych hybridu.

Geneticky rozbor ryb by byl pouze jednou z mnoha moznych analyz, nabizejicich se
k realizaci. Nezanedbatelny piinos by jist¢ mély morfologické, etologické a fyziologické
studie. Nepochybné zajimavé by bylo zrealizovat polopfirozeny vytér v akvariich dle Poncina
et al. (1994). To by bylo nezbytné pro piipadnou etologickou studii, ale ptfinosné i pro
zptesnéni celkové kvantifikace prackopulacnich, praezygotickych a postzygotickych zabran.
Vhodné by bylo zaroven provézt histologickd i morfometricka vySetieni hybridnich jedinct,
obdobné jako Poncin et al. (1996).

Ackoliv ve Francii bylo provedeno mnoho pokusii na podobném piipadu hybridizace,
stale nebylo dosaZeno jednoznacnych vysledkl. Prace zminénych autortt povazuji do jisté
miry za prukopnické. Bylo by vhodné se znich poucit a navazat na né. Je velmi
pravdépodobné, ze celkovy vysledek je souhrou nékolika vlivi, jez jsem zde nastinil a mnoha
téch, které jsem opomenul.

Vzhledem k tomu, ze B. carpathicus je endemickym druhem severni ¢asti Karpat s
omezenym roz$itenim, mél by vzniknout urcity tlak na jeho ochranu. To by mélo jisté zvysit
jeho zajimavost a v neposledni fadé¢ také uleh¢it ziskavani prostiedkl na vyzkum, zaroven by

to vSak mohlo zkomplikovat dalsi sbér materidlu.
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Priloha 1. Fylogeneticka rekonstrukce taxonu Barbus sensu lato.
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Fylogeneticky strom, sestaveny na zdkladé analyzy sekvenci ATPas 8 a 6 a
cytochromu b, je pfevzat z prace Machordom et Doadrio (2001). V zévorkach za druhovymi
jmény je uvedena zkratka zemé¢ plivodu analyzovaného vzorku (Al-Alzirsko, BH-Bosna a
Hercegovina, Eg-Egypt, Et-Etiopie, GC-Guinea, Gr- Recko, Is-Izrael, It-Itilie, Mo-Maroko,
Ro-Rumunsko, Ru-Rusko, SA-Jihoafricka republika, Sp-Spanélsko, Tu-Tunisko). Udaje
v trojuhelnicich udava;ji stupei ploidie.



Priloha 2. Fylogenetick4 rekonstrukce taxonu Barbus sensu stricto.
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Probable ancestor of the “true barbs”

Tento fylogeneticky strom sestavili Berrebi et Tsigenopoulos (2003) kombinaci
vysledkit mnoha ptedchozich praci riznych autorl. Za druhovymi jmény je velkymi pismeny
uvedena zkratka zemé ptivodu analyzovaného vzorku. (ALB-Albéanie, ALG-AlZirsko, ARM-
Arménie, CRO-Chorvatsko, ETH-Etiopie, FR-Francie, GR-Recko, ISR-Izrael, IT-Italie,
MOR-Maroko, RUS-Rusko, SLK-Slovensko, SLV-Slovinsko, SP-gpanélsko, TR-Turecko,
TUN-Tunisko). Forma, kterd je zde oznaCovéana jako B. petenyi, neni totozna s druhem
B. petenyi Heckel, 1852, obyvajicim ptitoky dolniho toku Dunaje.



Priloha 3. Fotografie z povodi Popradu

1. Ukazka typického
fi¢niho profilu na
studovaném useku
feky Poprad.

2. Ritka Lubotinka

v povodi Popradu.
Vzorky byly odebrany
z useku pod jezem.

3. Takto vypadala
feka Poprad nedaleko
obce Plavec.




Priloha 4. Konkrétni postupy pouzité pii barveni enzymovych systému

SOD - Superoxid dismutasa (jaterni tkan)
1. Agar + H,O (0,6 + 30 ml)
2. Pufry a roztoky: 0,05 M TRIS pH 8,0 (30 ml)
3. Barvy: MTT (0,010 g 2x1 ml)
PMS (0,005g 1x1 ml)

PGM - Fosfoglukomutasa (svalova i jaterni tkan)
1. Agar + H,O (0,6 + 30 ml)
2. Pufry a roztoky: 0,05 M TRIS pH 8,0 (25 ml)
0,2 M MgCl, (8 ml)
3. Substrat: G-1-P Na, (0,1 g 1x1 ml)
4. Koenzymy: NAD (0,4 g 2x1 ml)
NADP (0,005 g 1x1 ml)
5. Barvy: NBT (0,010 g 2x1 ml)
MTT (0,005g 1x1 ml)
PMS (0,005g 1x1 ml)
6. Enzymy: G-6-P-DH (17 U) Leuconostoc (25 pl)

LDH - Laktat dehydrogenasa (svalova tkan)

1. Agar + 0,2M TRIS pH 8,5 (0,6 + 40 ml)

2. Pufry a roztoky: 0,05 M pyrofosfat sodny (10 ml)
3. Substrat: sodna sul laktatu (2x1 ml)

4. Barvy: (2x7 ml)

LDH + GPI kombinované barveni (jaterni tkan)
1. Agar + H,O (0,6 + 30 ml)
2. Pufry a roztoky: 0,05 M TRIS pH 8,0 (30 ml)
0,2 M MgCl, (5 ml)
3. Substrat: sodna stl laktatu (5x1 ml)
F-6-P Na (0,04 g 1x1 ml)
4. Koenzymy: NAD (0,08 g 4x1 ml) nebo
NADP (0,010 g 2x1 ml)
5. Barvy: NBT (0,010 g 2x1 ml)
MTT (0,005g 1x1 ml)
PMS (0,005g 1x1 ml)
6. Enzymy: G-6-P-DH (17 U) Leuconostoc (20 pl)

GPI — Glukézafostat izomerasa (svalova tkan)
1. Agar + H,O (0,6 + 30 ml)
2. Pufry a roztoky: 0,05 M TRIS pH 8,0 (30 ml)
0,2 M MgCl, (8 ml)
3. Substrat: F-6-P Na (0,04 g 1x1 ml)
4. Koenzymy: NAD (0,02 g 1x1 ml)
NADP (0,005 g 1x1 ml)
5. Barvy: NBT (0,010 g 2x1 ml)
MTT (0,005g 1x1 ml)
PMS (0,005g 1x1 ml)
6. Enzymy: G-6-P-DH (17 U) Leuconostoc (25 pl)



MDH — Malét dehydrogenasa (jaterni i svalova tkar)
1. Agar + 0,2M TRIS pH 8,5 (0,6 + 40 ml)

2. Pufry a roztoky: 0,05 M pyrofosfat sodny (10 ml)
3. Substrat: sodna stl malatu (2x1 ml)

4. Barvy: (2x7 ml)

Vysvétlivky:

NBT ... nitrotetrazoliova modi (Nitro blue tetrazolium)
MTT ... thiazolylovd modi (Methyl thiazolyl tetrazolium)
PMS Ll fenazin metosulfat (Phenazin methosulphate)
NAD ... nikotinamid-adenin dinukleotid

NADP ... nikotinamid-adenin dinukleotid fosfat

F-6-PNa  ...... sodna stl fruktdza-6-fosfatu

G-1-PNa,  ...... disodna stl glukéza-1-fosfatu

G-6-P-DH  ...... glukdza-6-fostat dehydrogenasa izolovana z Leuconostoc mesenteroides
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