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Abstrakt

Oblast Dinarského krasu na Balkané patfi mezi centra diverzity s vysokym poctem
sladkovodnich endemickych ryb. Hlavnim diivodem vysokého stupné endemismu jsou cetné
paleoklimatické a geologické udalosti, které mély vliv na formovéani celé¢ oblasti. Toky
krasovych polji Dinarské oblasti tvoii specificky ekosystém, kterému se nckteré druhy ryb
prizptsobily. Polje byvaji pravidelné zaplavovana, coz vede k aktivaci riznych podzemnich
cest a propojeni polji. Tyto ryby travi ¢ast roku v povrchovych a ¢ast v podzemnich vodach
a mohou vyuzivat podzemni toky k migraci.

Cilem této diplomové prace je zhodnotit genetickou variabilitu dvou endemickych
druhti ryb rodu Telestes Zijicich v krasovych poljich v oblasti vychodni Hercegoviny a zjistit
pfitomnost genového toku mezi jednotlivymi populacemi disledkem spojeni podzemnich
tokil. Pro tento ticel byla izolovana DNA 102 jedinct z péti riznych lokalit. Pro analyzy byl
pouzit mitochondridlni marker cytochrom b a 16 mikrosatelitt.

Vysledky poukazuji na velmi nizkou genetickou variabilitu mezi druhy a populacemi.
Analyza mitochondridlniho markeru neprokdzala propojeni populaci jednotlivych druht,
s vyjimkou mozného propojeni populace Telestes metohiensis z teky Musnica s populaci
z feky Zalomka, kter¢ sdilely jeden haplotyp. Jednotlivé populace jsou pravdépodobné velmi
malé, proto pozorovand heterozygotnost populaci byla nizs$i nez ocekavana a Fig koeficient
odhalil pfitomnost inbreedingu v populacich. Odhadnutd hodnota efektivni velikosti byla
nizka a populace jsou nachylné k demografickym zménam. Druhy jsou ohrozeny piedev§im
stavbou piehrad a kanald, které brani pravidelnym zaplavam v poljich, ale také zneciSténim a

introdukci neptivodnich druht.

Klicova slova: Dinarsky kras, krasova polje, sladkovodni ryby, Telestes, cytochrom b,

mikrosatelity, geneticka diverzita



Abstract

The Dinaric karst region in the Balkans is one of the hot spots of biodiversity with
a high number of endemic freshwater fish. The major cause of the high degree of endemism
are numerous paleoclimatic and geological events that have affected the formation of the
entire area. Flows of karst poljes represent a specific ecosystem to which some fishes have
adapted. The poljes have been periodically flooded and these floods may activate different
underground channels, which lead to interconnection of poljes. These fish species spend a
part of the year in surface water and a part in groundwater and they may use the underground
flows between poljes for migration.

The aim of this thesis is to evaluate the genetic variability of two endemic fish species
of the genus Telestes living in karst poljes in the region of eastern Herzegovina, and to detect
a possible current gene flow between populations of these species due to the connection
of underground flows. For this purpose, the DNA from 102 individuals from five different
localities was isolated. The mitochondrial marker cytochrom b and 16 microsatellite loci were
used for the analyses.

The results point to very low variability between species and populations. Based
on mitochondrial marker analysis, no link between populations of the species was detected,
with the exception of a possible connection to the Telestes metohiensis populations from the
rivers Zalomka and Musnica, which shared one haplotype. The populations are likely to be
very small, therefore the observed heterozygosity was lower then expected and the Fig
coefficient revealed the presence of inbreeding in the populations. Estimated effective
population size was low and populations are prone to demographic changes. Species are
particularly threatened by building dams and canals, which prevent periodical flooding of

poljes, but also by pollution and the introduction of non-native species.

Key words: Dinaric karst, karst polje, freshwater fishes, Telestes, cytochrome b,
microsatellites, genetic diversity
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Uvod

Fylogeografie je hranicni védecka disciplina, ktera zahrnuje jak vyvoj linii v Case, tak
1 v prostoru a za pouziti molekularnich metod se snazi odhladit pfibuznost jedinct na daném
uzemi. Jejim hlavnim cilem je porozuméni historickym procesiim, které ovlivnily
geografickou distribuci alel, populaci a druhii (Avise et al., 1987).

Sladkovodni ryby piedstavuji idedlni model pro studium biogeografie. V dusledku
snizeného migra¢niho potencialu jsou vétSinou vazany na urcité toky a povodi, a jelikoz
nemohou piekonavat slanou vodu, spolehlivé odrazeji geologicky vyvoj pevniny (Durand
et al.,, 2002). V oblasti mediteranu se vyskytuje vysoky pocet endemickych druhli a evoluce
ryb ajejich disperze je intenzivné studovana od Pyrenejského poloostrova (napi. Doadrio
& Elvira, 2007, Doadrio & Carmona, 2006, Zardoya & Doadrio, 1998) ptes zapadni Balkan
(napt. Bogutskaya & Zupanéi¢, 2003, Markova et al., 2010, Maréi¢ et al., 2011) aZ po Recko
(napf. Apostidilis et al., 1997, Doadrio & Carmona, 1998, Zardoya et al., 1999). Dftive
se druhy a ptibuzenské vztahy popisovaly na zdkladé morfologie. Vyvojem molekularnich
technik od 80. let 20. stoleti doslo k upfesnéni fylogeneze a taxonomickych vztahli nejen
u ryb, ale i dalSich zivocichu.

Rod Telestes Bonaparte, 1837 zceledi Leuciscidae reprezentuje vhodny model
pro zkoumani historické biogeografie sladkovodnich ryb Evropy (Buj et al., 2017). Cilem této
prace je za pomoci molekularné-genetickych metod studovat genetickou strukturu
a polymorfismus dvou druhli rodu Telestes vyskytujicich se v krasovych poljich oblasti
vychodni Hercegoviny. Druhy byly neddvno popsény na zakladé¢ morfologie (Bogutskaya
et al. 2012). Vysledky mohou vést k lepSimu porozuméni daného ekosystému a geologickym
procestim, které se v této oblasti odehraly v minulosti. Pfipadné odhaleni migra¢nich tras
na zékladé studia genetické variability ryb nam pomohou zjistit, zda podzemni propojeni
mezi polji mohou vyuzivat tyto druhy ryb. Znalosti genetické¢ populacni struktury téchto
druhlt miZeme také pfispét k jejich ochrané, jelikoz ryby jsou ohroZeny budovanim hrazi
a vodnich kanall, kvili kterym se jejich prostor pro Zivot narusuje.

V molekularné-genetické laboratofi Narodniho muzea byla izolovdna DNA ze 102
jedinct zpéti riznych lokalit. Prvni ¢ast prace zahrnovala analyzu mtDNA, PCR,
elektroforézu, purifikaci a néslednou sekvenaci. Jako fylogeneticky marker byl pouzit gen
kédujici protein cytochrom b. Sefazenim sekvenci mtDNA a prevedenim sekvenci mtDNA

na haplotypovou sit’ bylo zjisténo, jaka je struktura a geneticka variabilita populaci a druha



na urovni mtDNA. Program DNASP byl pouzit k vypoctu haplotypové a nukleotidové
diverzity, ke zjisténi poctu segreganich mist, poctu haplotypti a jejich rozfazeni
a k vypoctim testli neutrality. V programu Arlequin byla provedena analyza molekularni
variance (AMOVA). Vnitrodruhova a mezidruhova vzdalenost byla vypoctena v programu
MEGA.

Druhou casti byla analyza pomoci mikrosateliti zahrnujici PCR, elektroforézu,
fragmentacni analyzu a urfeni délky mikrosatelitovych alel v programu GeneMarker™
AFLP/Geneotyping software. Hodnoceni nezndmé populacni struktury bylo provedeno
v programu Structure, ndsledné vyhodnoceni dat probéhlo v programu Structure Harvester,
vysledky byly zprimérovany programem CLUMPAK a graficky upraveny v programu
Structure Selector. Dalsi populaéni analyzy byly provedeny v programech GenePOP, FSTAT,
GenAlEx a efektivni velikost populace byla odhadnuta v programu NeEstimator. Pfitomnost

nulovych alel a stuttering byly ovéfeny v programu Micro-checker.



1 Problematika

1.1 Geologie a geografie oblasti

Oblast Balkanského poloostrova je povazovéana za ichtyologicky “hotspot” biodiverzity.
Nachazi se zde vysoky pocet sladkovodnich endemickych ryb, z nichz nejvice zastupcii nalezi
do skupiny Cyprinidae (Oikonomou et. al., 2014). Vysoky stupen endemismu je zpiisoben
vyznamnymi paleogeologickymi udalostmi, které zapticinily izolaci druhti a ovlivnily jejich
evoluci a speciaci. Pocet endemickych druht roste ze severu na jih a od vychodu k zépadu,
coz je dano vyskytem Dinarskych hor a Helenid, které brani migraci druhli smérem na sever
a tvoti biogeografickou bariéru pro mediteranni druhy (Oikonomou et. al., 2014).

Dinarsky horsky systém neboli Dinaridy, v celkové rozloze asi 700 km?*, lemuji celé
pobiezi Jaderského mote. Horské pasmo se jihovychodnim smérem rozsifuje az na 150 km.
Dinaridy se rozdéluji podle Bonacciho (2015) na vnéjsi Cast, kde vlddne mediteranni, vlhkeé
klima, a wvnitini zalesnénou c¢ast, pro kterou je typické klima kontinentdlni. Cela oblast
se rozkladd pres Gizemi 7 statd a zaujima plochu pfiblizng 60 000 km? (Gams, 1969).

Soucasti Dinarid je Dinarsky kras, ktery je povazovan za nejkomplexnéjsi krasovou
oblast na svété. Primérnd hloubka karcifikace se pohybuje od 250 do 300 m (Milanovi¢,
2015). V oblasti vychodni Bosny a Hercegoviny muze tlouStka karbonatovych sedimentl
pfesahnout az 3000 m.

Vznik krasu zapoc€al v pribéhu mezozoika, kdy se na uzemi dneSniho Balkanu
rozkladal ocean Tethys. Tropické podminky vedly k vytvofeni podmoiské karbonatové
platformy (Vlahovi¢ et al., 2005), kterd byla béhem svrchni kiidy vyzdvizena a rozpraskéna
disledkem intenzivni tektonické Cinnosti. Tektonické pohyby podsouvajici se Africké desky
pod Euroasijskou vyvolaly tzv. alpinské vrasnéni, které vedlo k vyvrasnéni Dinarid a zaroven
k uzavieni oceanu Tethys. Karbonatovou sedimentaci vystiidala béhem oligocénu a miocénu
akumulace flySovych sedimenttl, které se spolec¢né s klastickymi sedimenty zachovaly na dné
tektonickych depresi neboli polji. Krasové jevy pravdépodobné vznikaly v pribéhu paleogénu
a neogénu (Gams, 1969). Na riznych mistech byly nalezeny dikazy zalednéni z obdobi
kvartéru, kdy hladina mote byla niz8i nez dnes a ndhorni ploSiny byly pokryty ledovci. Oblast
patii mezi seismicky aktivni (Milanovié¢, 2015) a geologické struktury jsou disledkem
tektonickych pohybil Jaderské desky, ktera se podsouvé pod Dinarské pohofi.

Dinaridy tvoii rozvodi mezi Jaderskym a Cernym mofem. Vétsina podzemnich toki

usti do Jaderského mote. Ponorné feky a toky, které kon¢i jako podmotské vyvéracky,



tzv. vrluje, charakterizuji vadpencovou cast Dinarského krasu. Neustale kolisajici podzemni

hladina vody urcuje propojeni jednotlivych ¢asti krasu a vodnich toka (Bonacci, 2015).

1.2 Krasova polje a jejich hydrologicky rezim

Krasova polje jsou typickym znakem Dindrského krasu. Podle Milanovi¢e (2015)
se jich vtéto oblasti nachdzi asi 130. Vyznacuji se specifickym ekosystémem a maji
pro oblast ekonomicky vyznam. Rozloha polji se pohybuje od 500 m? do 500 km?. Tyto
kaskadovity vyzdvih oblasti, a tak se tato polje vyskytuji v nadmoiskych vyskach od 60 metrii
do 1000 metrti a maji smér soub&zny s pobiezim. Jejich nejvétsi koncentrace je v jiznim
Chorvatsku a jizni Bosné a Hercegoviné (Milanovi¢, 2015), kde jsou rozsifeny druhy ryb,

kterych se tyka tato diplomova prace.

Polje mohou byt docasné zaplavena, suchd, nebo se znich stdvaji pfirodni jezera
(Bonacci, 1987). Hydrologicky rezim byva podobny u vSech polji s periodickym tokem. Voda
na jednom misté vyvéra tzv. vyvérackou z podzemi, pokracuje poljem jako povrchovy tok
a na jiném misté se ponorem ztraci a prechéazi v tok podzemni. Podzemni tok miize na jiném
polji opét vyvérat na povrch (Radulovié, 2013). Pfi dostatku sraZzek se objevuji sezonni toky
a dochazi k pravidelnym zéplavam. Polje mohou byt zaplavena tfi aZ sedm mésict, piedev§im
od fijna do dubna (Bonacci et al.,, 2013). Zaplavy obnovuji funkci ekosystému a maji
pozitivni vliv na ekologickou variabilitu, diverzitu 1 celkovou produktivitu oblasti (Bonacci,

2015).

Vychodni oblast Bosny a Hercegoviny patii mezi oblasti s nejvétSim thrnem srazek
v Evrop¢ a hladina podzemni vody zde mize kolisat az o 300 m (Milanovi¢, 2015). Rozsahly
podzemni systém puklin a kandll umoziiuje vod¢ proudit a aktivovat rizné vodni cesty
v zé&vislosti na vySce vodni hladiny (Bonacci et al., 2013). Toho vyuZivaji i n€které druhy ryb,
které¢ se tomuto rezimu prizplisobily a mezi polji migruji (Palandaci¢ et al., 2012). VétSina
polji spada do odtokového systému feky Neretvy a tvoii propojenou fi¢ni sit’ v podzemi.
Vramci Neretvy ndlezi polje do povodi feky Buna (Slato, Nevesinjsko), Bregava
(Lukavacko, Dabarsko) a TrebiSnjica (Gatacko, Fatnicko a dalsi). Momentalné¢ zZadné polje

neni pfimo povrchoveé napojeno na Neretvu nebo jeji pritoky (Bogutskaya et al., 2012).
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Dabarsko polje se nachazi ve vychodni Hercegoviné v nadmoiské vysce od 470
do 560 metra. Kolem 20 km dlouhé a 1-3 km Siroké polje lezi ptiblizné¢ 400 m pod poljem
Nevesinjsko. V soucasné dob¢ je Dabarsko polje uzavienou depresi, ktera nema povrchovy
odtok. Vsechny vody protékaji podzemim smérem k fece Bregavé. Reka Vrijeka je jedinym

Cv v

bodem v polji, ktery lezi ve vySce 471 m n. m. (Milanovi¢ 1981, 2006).

Nevesinjsko polje leZi v jihovychodni Hercegoving a s rozlohou 170 km? je nejvétsim
v zemi. Nachazi se ve vysce 800 az 870 m n. m. Reka Zalomka prameni z polje Gatacko
a protékd poljem Nevesinjsko, kde konéi ponorem Biograd. Permanentni tok je pfitomen
pouze mezi vesnici Fojnica a Crni Kuk. Podél feky u Crniho Kuku se nachizi mnoho ponord.
Nejvice se voda ztraci v oblasti Rilja, kde je aktivni 213 dni v roce (Milanovi¢ 1981, 2006).
Béhem teplého obdobi vodni tok Zalomky v polji mizi. Polje je propojeno s poljem Slato
uzkym korytem, které je ale momentalné suché (Bogutskaya et al., 2012).

Cernicko polje patii mezi mensi polje srozlohou 5,5 km® Lezi 13-14 km jizné
od polje Gatacko. Nejniz§im bodem je ponor JaSovica v nadmoiské vysSce 810 metri.
Na severu se nachazi prameny, které béhem l1éta zna¢né redukuji svoji kapacitu (Ballian,

2019). Poljem protéka feka Kljucka, znama pod ndzvem Cernica.

Gatatko Polje, o rozloze 37,6 km?, leZi v severni Hercegoving v nadmoiské vysce
840 metrd a zahrnuje dvé vzajemné propojené geomorfologické jednotky: samotné Gatacko
polje a Malé Gatacko polje. Nejvétsi ponor lezi v polji Malé Gatacko podél 8 km dlouhého
tektonického zlomu ve vysce 936 m n. m. Témér celd oblast, az na malou ¢ast na vychodé,
nalezi povodi teky TrebiSnjica. Nejdel§si podzemni tok o délce 35 km je mezi ponorem
Srdevi¢i a pramenem feky TrebiSnjica. Hlavnim tokem v polji je feka MuSnica s pfitokem
Graganica. Reku Musnica tvoii tfi toky — Vrba, Uljinski Potok a Jeseni¢ki Potok, pfitékajici
z hor Cermer a Lebr$nik. Musnica te¢e z vychodni ¢asti do zapadni, podél zdpadni hranice
teGe jihovychodné a poté piechazi v podzemni tok ponorem Sabanov. Tok feky Musnica
se znovu objevuje v polji Cernicko jako feka Cernica. Prameni z jeskyné¢ Vilina Pecina
a po 300 metrech konc¢i ponorem (Bogutskaya et al., 2012). Béhem srazkového obdobi jsou
feky Musnica a Zalomka kompletné propojeny (Milanovi¢ & Kukuri¢, 2013).
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Konavovsko polje je ve vysce 60 m n. m. nejnize polozenym poljem v oblasti.
Nachazi se v jiznim Chorvatsku. M4 rozlohu 48 km? a leZi jizn& od ostatnich zminénych polji.
Nachézi se podél vyznamného zlomu. Hlavnim tokem je feka Ljuta s pfitoky Konavocica
a Opacica. NejdelsSim tokem je potok Konavoska Ljuta (Bogutskaya et al., 2012).
Za ptirodnich podminek dochazelo k docasné zaplavé polje, ale v roce 1959 byl vybudovan
1 944 m dlouhy tunel Popovi¢i, ktery zaplavam brani (Jeli¢ & Jeli¢, 2015, Bogutskaya et al.,
2012). Polje je tunelem pfimo napojeno na Jaderské morte, ale momentalné je tunel mezi

poljem a mofem vyschly (Milanovi¢, 2015).
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Obr. 1 Zjednoduseny pricny profil jihovychodni oblasti polji (prevzato z Milanovic,
2015). Plnd kolecka znaci prameny, prdzdnd ponory. Sipkami jsou znaceny sméry
podzemnich toku. Jednotliva polje se nachdzi v ruznych nadmorskych vyskach
voblasti Dindrského krasu. Nejvyse polozenym poljem je Gatacko, které je
podzemnimi toky primo i nepiimo, pres polje Cernicko a Fatnicko, napojeno na reku

Trebisnjica.
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Obr. 2 Jihovychodni oblast polji s vodnim systéemém reky Trebisnjica (prevzato
z Milanovi¢ & Kukurié¢, 2013). Plna kolecka znaci prameny, poloplnd ponory,
Cervend mésta, oblouky zndzoriiuji pirehrady a ctverce elektrarny. Sipkami
s prerusovanou linii je naznacen smér podzemniho toku. Reky jsou znaceny plnymi
liniemi, docasné povrchové toky tenkymi prerusovanymi liniemi a silnéjSimi

prerusovanymi liniemi jsou znaceny tunely.

13



1.3 Rod Telestes

Systematické zarazeni rodu Telestes
Kmen: Chordata (strunatci)

Podkmen: Vertebrata (obratlovci)
Nadtrida: Osteichthyes (ryby)

Ttida: Actinopterygii (paprskoploutvi)
Nadrad: Teleostei (kostnati)

Rad: Cypriniformes (méloostni)
Celed: Leuciscidae (jelcoviti)

Rod: Telestes (jelec)

Rod Telestes Bonaparte, 1837 nalezi do Celedi Leuciscidae a fddu Cypriniformes.
Systematika rodu Telestes dlouho nebyla jasna a byla pfedmétem diskuse (Kottelat
& Freyhof, 2007). Druhy diive naleZely do celedi Cyprinidae a podceledi Leuciscinae,
ale v roce 2018 doslo k povyseni této podceledi na celed’ Leuciscidae (Schonhuth et al, 2018).
VétsSina druhit rodu Telestes byla diive zatfazena do rodu Leuciscus (Kottelat & Freyhof,
2007), v ¢eském nazvoslovi se oba rody nazyvaji jelec. Piivodné byli néktefi zastupci rodu
Telestes spolu se zastupci dalSich rodu fazeni do rodi Phoxinellus nebo Paraphoxinus. V roce
2006 se rozfesila taxonomie druhli z Balkanu diive fazenych do rodu Phoxinellus na zakladé
vysledkti molekularniho vyzkumu zalozeného na mitochondridlnim genu cytochromu b
a morfologickych studii. Bylo zjiSténo, ze rod Phoxinellus tedy zahrnuje tfi evolucni linie. Tt
druhy byly zatfazeny do rodu Telestes a zbyvajicich sedm druhG do dalSich dvou rodi
(Freyhof et al., 2006). V roce 2010 bylo toto rozdéleni potvrzeno dal§i molekularné

fylogenetickou studii vyuZivajici 1 nuklearni markery (Perea et al., 2010).

1.3.1 Telestes na Balkanském poloostroveé

Maloostni maji pivod v Asii a jejich disperze byla umoZnéna pravdépodobné
ptes Balkansko-anatdlsko-irdnskou ploSinu, ktera vznikla na pocatku oligocénu pied 33
milidny let (Perea et al., 2010). Na vyvoji druhii se podilely mladsi paleogeografické udalosti,
pfedev§im vznik rozlehlého jezerniho systému béhem raného a sttedniho miocénu (2012
mil. let), vznik pevninskych mostii a nésledny vyzdvih Dindrskych Alp pied 12,5 mil. let
(Perea et al., 2010).
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Rod Telestes celkové zahrnuje 14 pojmenovanych druht (Buj et al. 2017), avSak
skutecna diverzita je vy$s$i (Buj et al. 2019). VétSina druhit se vyskytuje na Balkdnském
poloostrové a jsou vétSinou endemické pro malé oblasti. Nejvétsi diverzita je v Dindrském
krasu. Tvofi jednu monofyletickou skupinu, ktera pravdépodobné vznikla na jihovychodnim
Balkan¢ a postupné se rozsitila do Dalmaécie (Freyhof et al., 2006). Za¢atkem miocénu jizni
Evropa tvofila souostrovi. Odhaduje se, ze rod Telestes mohl vzniknout na jednom z ostrovd,
ostrovy spojily kontinentalnimi mosty s pevninou a doslo ke kolonizaci vychodniho Balkanu,
¢emuz odpovida divergence nekterych druht (7. pleurobipunctatus, T. beoticus). Soucasné
doslo také k propojeni severniho Balkdnu se stfedni Evropou, coZ umoznilo spojeni druhu 7.
souffia s druhy mediterdnnimi. Naslednd transgrese (15,9 az 13,8 mil. let) méla za
nasledek izolaci druhti od zbytku Evropy. Béhem tohoto obdobi doslo na jednom z jiznich
ostrovll k vysoké diverzifikaci a objevil se predek druhit 7. metohiensis, T. dabar a T.
miloradi. Vznik horské bariéry, lokalni tektonickd aktivita a dal$i geologické procesy
umoznily vznik druhi, které jsou i pfes malou geografickou vzdalenost geneticky vzdaleny

(Byj et al., 2017).

1.3.2 Telestes v krasovych poljich

Neékteré druhy tohoto rodu, mistnimi nazyvané gaovice, se ptizplsobily
hydrologickému rezimu krasovych polji. Telestes metohiensis (Steindachner, 1901), Telestes
dabar Bogutskaya, Zupanci¢, Bogut & Naseka, 2012 a Telestes miloradi Bogutskaya,
Zupanci¢, Bogut & Naseka, 2012 v této oblasti dosahuji velikosti maximalné 10 centimetrii
a vyznacuji se Supinami, které jsou hluboce zapustény v kiizi a jsou redukované (Bogutskaya,
1990, Harris, 2012). Je pro né charakteristicky ¢erny pruh podél postranni &ary. Ziji v ¥i¢nich
chladnéjSich vodach a nékteré druhy, vzhledem k malému aredlu vyskytu, patfi mezi vysoce
ohrozené (Freyhof et al., 2006). Nejvétsi nebezpeci pro né piedstavuje budovani kanald, které

maji zabranit zaplavam a kvili kterym dochazi k vysychani polji (Bogutskaya et al., 2012).

Telestes metohiensis (Steindachner, 1901) (dfive znacen jako Paraphoxinus,
Phoxinellus metohiensis) se vyskytuje v poljich Nevesinjsko, Gatatko a Cernicko
ve vychodni Bosné¢ a Hercegoviné. Jeho velikost se pohybuje okolo 100 mm. Drobné Supiny
po celém téle se nepiekryvaji. Tmavy pruh je Siroky a prodlouzeny az k ocasnimu nasadci,
kde ptechazi do pigmentované Casti. Svétla ¢ast mezi pruhy se 1isi délkou i Sitkou, nejmensi

byva u samicek.
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Supiny jsou u tohoto druhu déle od sebe a nepiekryvaji se téméf po celém téle kroms
postranni &ary. Supiny pod a nad postranni &arou jsou zna¢éné mensi neZ na ni a maji kulaty
tvar na bocich a ocasnim nasadci. Dospélci 1 mladsi jedinci maji zeleno-bronzové zbarvené
celé télo.

Telestes metohiensis zije v potocich s Cistou vodou a v zimé€ se pfemistuje do podzemnich
vod (Kottelat & Freyhof, 2007). Mezinarodni organizaci IUCN (International Union

for Conservation of Nature) je tento druh zafazen do kategorie zranitelny (vulnerable).

e
Obr. 3 Telestes metohiensis (prevztato z Kottelat & Freyhof, 2007)

Telestes dabar Bogutskaya, Zupanci¢, Bogut & Naseka, 2012 se vyskytuje v fekach
Vrijeka a Opacica v Dabarském polji ve vychodni Hercegoving. Dosahuje velikosti 45 mm.
Nepiekryvajici Supiny pokryvaji témér celé télo kromé ocasniho nasadce a oblasti postranni
Cary, ktera je netplna a pferuSovana tmavym pruhem. Supiny jsou nepravidelné rozmistény,
ale blizko u sebe. Na bfisni strané se nachazi tmavy pruh, ktery se tdhne od oka aZ po fitni
ploutev, né€kdy byva prodlouZzen aZz k ocasnimu nasadci v podobé tecek. Telestes dabar
se podobé druhu 7. metohiensis, ale ma uzsi hlavu. Také se 1i$i pferuSovanou postranni ¢arou
se 24-69 Supinami (obvykle 54—65) (vs. nepferuSovana cara s 58—65 Supinami). Lisi se také
cernobilym zabarvenim, pouze konce ploutvi jsou naZloutlé a Zlutd pigmentace se také
objevuje u dospélych jedinci na duhovce. Telestes dabar se odliSuje od druhu 7. miloradi
Supinami na postranni ¢afe, které jsou vétsi na obou stranach (vs. stejné velké). Zije v &isté a
melké vodé a pravdépodobné preckdva v podzemi letni i zimni obdobi (Bogutskaya et al.,

2012).
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Obr. 4 Telestes dabar (foto Jasna Vukic)
Telestes miloradi Bogutskaya Zupanci¢, Bogut & Naseka, 2012 byl nalezen pouze
viece Ljuta v Konavovském polji. Tento druh byl dfive popsan jako 7. metohiensis.
Bogutskaya et al. (2012) méli k dispozici exemplafe zroku 1901 z Narodniho Muzea
ve Vidni a na zéklad¢ téchto exemplari popsali 7. miloradi jako novy druh. Tento druh byl
dlouhou dobu povazovan za vyhynuly (Mrakov¢i¢ et al., 2004), ale v letech 2013 a 2014
probihal intenzivni vyzkum oblasti a 7. miloradi byl znovu v polji objeven (Jeli¢ & Jelié,
2015).

Jeho maximalni délka dosahuje 66,7 mm (Bogutskaya et al., 2012). Telestes miloradi
se da rozliSit od druhi T. metohiensis a T. dabar mirné¢ prohnutym, relativné izkym tmavym
pruhem na bfis$ni stran€ tdhnoucim se od hlavy az k ocasnimu nasadci. Lisi se od téchto dvou
druhti také Supinami, které se pravidelné¢ piekryvaji, predevSim na ptedni strané boku
a ocasnim néasadci. Supiny jsou stejn& velké na postranni &are, pod ni i nad ni. Postranni ¢ara
je kompletni. Pfitomnost piekryvajicich se Supin je typickym pleziomorfnim znakem této

skupiny (Bogutskaya 1990).

Obr. 5 Telestes miloradi (prevztato z Bogutskaya et al., 2012)
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Dalsi druhy rodu Telestes, které se vyskytuji v krasovych poljich Dinarského krasu,
jsou: T. croaticus, T. fontinalis, T. polylepis, T. turskyi a T. karsticus. Nejsou blize ptibuzné

druhiim, o kterych pojednava ma diplomova prace (Buj et al., 2017).

Cemitko Polje

Fatnicko Polje
450

ubinjsko Polje
480

Polje Gradac

ADRIATIC SEA

Obr. 6 Mapa rozsireni druhu T. dabar (diamant), T. miloradi (hvézda) a T. metohiensis
(Ctverec) v krasovych poljich vychodni Hercegoviny a okoli Dubrovniku, prazdna kolecka
znazornuji ponory, ,,plna kolecka* prameny (prevzato z Bogutskaya et al., 2012).
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1.4 Migrace ryb a propojeni polji

Vyse zminéné druhy, spolu s nékterymi zastupci rodt Delminichthys a Phoxinellus, 7iji
¢ast roku v podzemnich a ¢ast roku v povrchovych vodach a mohou vyuzivat pravidelné
zaplavovana mista krasu k migraci. U téchto druht doslo k morfologické adaptaci, ktera
se tyka redukce Supin, a zméné komplexnosti oSupeni (Palandaci¢ et al., 2012). Podzemni
jezera, kde ryby preckavaji suché obdobi, mohou byt propojena piirodnimi sifony
tzv. estavelami. Ty se béhem zaplav oteviou a ptebiraji funkci tokl a vytlacuji vodu smérem
do polji (Milanovi¢, 2015). Estavely mohou zpisobit protiproud, a tim umoznit migraci

1 z nizSich casti do vyssich (Palandaci¢ et al., 2012).

Migrace byla potvrzena a nejvice zkoumana u druhu Delminichthys adspersus obyvajici
Cervené jezero v jiznim Chorvatsku, které je n&kolika toky napojeno na fiéni systém fek
Vrljika, Tihaljina a Matice, u dal$ich druhii zatim zkoumaéna nebyla (Zupanc¢i¢ & Bogutskaya,
2002). Je mozné, Ze n¢které podzemni toky umoznovaly migraci ryb v minulosti, ale populace
ryb se v prib¢hu casu kompletné izolovaly a dnes uz k migraci nedochazi, ptikladem je druh

Salmo obtusirostris (Snoj et al. 2008).
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2 Metodika

2.1 Sbér a lokality

Odchyt ryb probihal v letech 2006 a 2015 pomoci elektrolovu. Cast levé prsni ploutve
byla ustfizena a ulozena do 96% ethyl-alkoholu. Lokality (obr. 7) odpovidaly béznému
rozsiteni jednotlivych druhti (Bogutskaya et al., 2012).

V této praci byla izolovana DNA ze 102 jedincii ryb tiech druhii rodu Telestes (tab. 1).
Druh 7. metohiensis byl reprezentovan 70 jedinci, ztoho 30 jedincl pochazelo z teky
Zalomka v polji Nevesinjsko, 31 z feky Cernica v polji Cernicko a 9 z feky MuSnica v polji
Gatacko. 28 jedinct druhu 7. dabar pochéazelo zteky Vrijeka z polje Dabarsko. Telestes
miloradi z feky Ljuta v Konavovském polji byl zastoupen pouze 4 jedinci a byl ptidan jen pro
orientacni srovnani, jelikoz predbézné vysledky analyzy genomickych nuklearnich dat
ukazaly, ze je T. miloradi blizce ptibuzny T. dabar (J. Vukié, osobni sdéleni). Vysledky
u tohoto druhu nejsou spolehlivé kviili nedostatecnému poctu jedinci. Kousek pravé prsni
ploutve ze ¢tyf jedincli byl poskytnut kolegy z Univerzity v Zahiebu. Nebylo moZné ziskat
vice materialu, jelikoz se jedna o kriticky ohrozeny druh.

Do analyz cytochromu b byly pouzity sekvence z 87 jedinct a do analyzy mikrosatelitd
bylo zahrnuto 100 jedinct. Lokality vyskytu a sbéru materidlu jsou oznaceny na mapé (obr.
7). Seznam vzorkt, pfesné lokality, GPS soufadnice, datum sbéru a haplotypy jsou uvedeny

v tabulce ¢. 1.
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Obr. 7 Lokality vyskytu a sbéru materialu. 1 — Zalomka, Nevesinjsko polje, 2 - Cernica, Cernicko
polje, 3 — Vrijeka, Dabarsko polje, 4 — Musnica, Gatacko polje, 5 — Ljuta, Konavovsko polje.
Stahnuto z Google maps a upraveno v programu Inkscape.
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Tab. 1 Seznam vzorku, haplotypy cytochromu b, jednotlive lokality, kde byly ryby
chyceny, datum sbéru a GPS souradnice. * = chybi analyza mikrosatelitii.

Lokalita-

Datum

Kod Druh Haplotyp polje Reka shéru Souradnice
TMIL 1 | T. miloradi Hap 1
TMIL 2 | T. miloradi Hap 1 | Konavovsko | Ljuta 18.9.2014 g?gz ?g&g::
TMIL 3 | T. miloradi -
TMIL 4 | T. miloradi -
A1825 T. metohiensis | Hap 2
A1826 T. metohiensis | Hap 3
A1828 T. metohiensis | Hap 4
A1827 T. metohiensis | Hap 5
A1829  |T. metohiensis | Hap6 | Gatatko | Musnica | 12.7.2006 | N 43" 816"
E 18°34'17"
A1831 T. metohiensis | Hap 7
A1832 T. metohiensis | Hap 8
A1833 T. metohiensis | Hap 9
A1834 T. metohiensis | Hap 10
TEME 1 | T. metohiensis | Hap 6
TEME 2 | T. metohiensis -
TEME 3 | T. metohiensis -
TEME 4 | T. metohiensis | Hap 6
TEME 5 | T. metohiensis | Hap 11
TEME 6 |T. metohiensis | Hap 12
TEME 7 |T. metohiensis | Hap 11
TEME 8 | T. metohiensis -
TEME 9 | T. metohiensis | Hap 6
TEME 10 | T. metohiensis | Hap 11
458 | T. metohiensis | Hap6 | Nevesinjsko | Zalomka | 3.7.2015 | N.43°125"
E 18°12722
H459 T. metohiensis | Hap 11
H460 T. metohiensis | Hap 6
H461 T. metohiensis | Hap 11
H462 T. metohiensis | Hap 6
H463 T. metohiensis | Hap 6
H464 T. metohiensis -
H465 T. metohiensis | Hap 11
H466 T. metohiensis | Hap 13
H467 T. metohiensis -
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H468 T. metohiensis | Hap 6
H469 T. metohiensis | Hap 6
H470 T. metohiensis | Hap 6
H471 T. metohiensis | Hap 6
H472 T. metohiensis | Hap 6
H473 T. metohiensis | Hap 14
H474 T. metohiensis | Hap 6
H475 T. metohiensis -
H476 T. metohiensis | Hap 6
H477 T. metohiensis | Hap 6
CERN 1 |T. metohiensis | Hap 15
CERN 2 | T. metohiensis | Hap 16
CERN 3 | T. metohiensis | Hap 15
CERN 4 |T. metohiensis | Hap 15
CERN 5 |T. metohiensis | Hap 16
CERN 6 |T. metohiensis | Hap 15
CERN 7 |T. metohiensis | Hap 15
CERN 8 | T. metohiensis | Hap 15
CERN 9 | T. metohiensis | Hap 16
CERN 10 | T. metohiensis | Hap 15
CERN 11 | T. metohiensis | Hap 15
CERN 12 | T. metohiensis | Hap 16
H512 T. metohiensis | Hap 15 Cernicko Cernica 579015 %1;25;51,:'
H513 T. metohiensis | Hap 15
H514 T. metohiensis | Hap 15
H515 T. metohiensis | Hap 17
H516 T. metohiensis | Hap 16
H517 T. metohiensis | Hap 15
H518 T. metohiensis | Hap 16
H519 T. metohiensis | Hap 15
H520 T. metohiensis | Hap 15
H522 T. metohiensis | Hap 15
H523 T. metohiensis | Hap 15
H524 T. metohiensis | Hap 15
H525 T. metohiensis | Hap 15
H526 T. metohiensis | Hap 16
H527 T. metohiensis | Hap 15
H528 T. metohiensis | Hap 15
H529 T. metohiensis | Hap 15
H530 T. metohiensis | Hap 15

23




H531 T. metohiensis | Hap 18
TEDA 1 | T dabar Hap 19
TEDA 2 | T dabar Hap 19
TEDA 3 | T. dabar -
TEDA 4 | T dabar Hap 20
TEDA S |T dabar Hap 21
TEDA 6 |T dabar Hap 20
TEDA 7 | T dabar Hap 19
TEDA 8 | T. dabar -
TEDA9 |T dabar Hap 20
TEDA 10 | T. dabar Hap 22
Al1776* - . N 43° 3'32"
T. dabar Dabarsko Vrijeka | 4.7.2015 | E 18°14'39"

Al1777 T dabar Hap 22
Al1778* | T dabar Hap 22
A1779 T dabar Hap 22
H487 T dabar Hap 19
H488 T. dabar -
H489 T. dabar -
H490 T. dabar Hap 20
H491 T. dabar Hap 19
H492 T dabar Hap 20
H493 T dabar Hap 22
H494 T dabar Hap 22
H495 T dabar Hap 22
H496 T. dabar Hap 20
H497 T. dabar Hap 20
H498 T. dabar -
H499 T. dabar Hap 22
H500 T. dabar -
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2.2 Molekularni metody

V této diplomové praci byly pouzity tyto molekularné-genetické laboratorni metody:

9 Izolace DNA

1 PCR (polymerazovd fetézova reakce) — amplifikace useki DNA (mtDNA
a mikrosatelitl)

Elektroforéza na agar6zovém gelu

Purifikace

Sekvenace

A =4 =4 =4

Fragmentac¢ni analyza

2.2.1 Izolace DNA

Postup izolace DNA prob¢hl standardnim zptisobem podle protokolu Genomic DNA
Mini Kit (Geneaid Biotech). N&které kroky byly mirn¢€ poupraveny (piiloha 1). Vzorky DNA
byly uchovavany pii teploté —20 °C.

2.2.2 Mitochondrialni DNA

Mitochondrialni (mtDNA) je kruhova molekula nachazejici se v mitochondriich.
Obsahuje kolem 16 500 pard bazi (Brown et al., 1979) a kdduje 37 genti:
1 22 genil pro tRNA
1 geny pro rRNA (12S a 16S-RNA)

1 13 riznych proteinii

Ma vysokou mutacéni rychlost, kterd je zplsobena volnymi radikaly vznikajicimi
v disledku energetického metabolismu (Wilson & Cowey, 1985). Chybi zde také opravné
mechanismy pro chyby vznikajici pfi replikaci a poSkozené useky DNA (Clayton, 1982).
MtDNA je haploidni, nedochazi u ni k rekombinaci a ptenasi se pouze po matefské linii,
jedna se o tzv. materndlni dédicnost (Kondo et al., 1990).

Pro analyzu DNA byl vybran mitochondrialni marker cytochrom b. Protein cytochrom
b je soucasti dychaciho fetézce v mitochondriich eukaryotickych bunék, kde se podili
na vytvafeni protonového gradientu. Cytochrom b je velmi vhodny geneticky marker

pouzivany predevsim pro fylogenetické studie (Perea et al., 2010).
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2.2.2.1PCR

Polymerazova ftetézovd reakce (PCR) je molekularni metoda, pii které dochazi
k rychlému zmnozeni, tzv. amplifikaci, specifickych tseki DNA. Metoda je zaloZena
na stejném principu, pii kterém dochézi k replikaci DNA v bufice. Zmnozeny tisek DNA je
na kazdém konci ohraniCen tzv. primery, coz jsou kratké fragmenty DNA nejcastéji
o délce 20-25 nukleotidi. Tato metoda vyuziva cyklické stfidani teplot, které umoznuji
denaturaci, nasednuti primeru a syntézu DNA. Pro syntézu DNA se vyuziva termostabilni
Taq polymeraza, ktera je izolovana z bakterie Thermus aquaticus a kterd odolava vysokym
teplotam pfti reakci.

Pti prvni fazi, kdy probiha denaturace, je dvouvlaknova DNA zahtivdna na teplotu
94-98 3 . Dochazi tak k naruseni vodikovych mustka a z dvouvlaknové Sroubovice se stava
jednovlaknova. Béhem dal§i faze, tzv. annealingu, nasedaji primery ke konciim
amplifikovaného useku a zacind probihat syntéza DNA ve sméru od 5' ke 3' konci,
tzv. elongace. Vznika nové vldkno, které komplementdrné pfirtistd k pivodnimu vldknu
DNA. Tyto kroky se neustdle opakuji. V kazdém cyklu z jednoho iseku DNA vznikaji dvé
nové kopie. Po 35 cyklech vznikd 235 molekul DNA.

Pti kazdé PCR byla pouzita negativni kontrola, tzv. blank, kdy nebyla do reak¢ni
smési ptidina DNA, aby se odhalila pfipadna kontaminace. PCR probihala v objemu 25 pl

reakéni smeési.

Obsah reak¢ni smési:

1 PPP Master Mix (Top-Bio)... ...... 12,5 ul
T PCRHO......coccovvvneeeee9,2ul
1 od kazdé z dvojice primerii... ... ... 0,65 ul
T DNA...cooooiviiiiiiieveee 2 ud

Pro amplifikaci cytochromu b byly pouzity primery GluF a ThrR (tab. 2). V piipadé
neuspé$né PCR reakce byly pro amplifikaci pouzity tyto primery v kombinaci s vnitinimi
Cb4-Glu a PhoxThr. Reakéni podminky PCR jsou uvedeny v tabulce €. 3. Pro amplifikaci byl
pouzit GeneQ™ Thermal Cycler.
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Tab. 2 Prehled pouzitych primerii pro amplifikaci a sekvenaci cytochromu b

primer |smér |5'— 3' publikace

GluF F AAC CAC CGT TGT ATT CAA CTA CAA |Machordom & Doadrio
(2001)

ThrR  |R | AAC CAC CGT TGT ATT CAA CTA CAA |Machordom & Doadrio
(2001)

CB4-Glu |F AAC CAC CGT TGT ATT CAA CTA CAA |nepublikovano

Phox-Thr |R AGG AGG AAR TGR AAT GCG AA nepublikovano

*F=forward/ptimy, R=revers/zpétny

Tab. 3 Program PCR pro amplifikaci cytochromu b

reakce teplota cas pocet
cykli
pocatecni denaturace 94 C 3 min 1
denaturace 92 C 45 s
nasednuti primert (annealing) 48 C* 1 min 30 s 35
syntéza DNA (elongace) 777 I min45s
kone¢na elongace 72 C 7 min 1
zchlazeni 4C

*vnitini primer PhoxThr pii 52°

2.2.2.2 Elektroforéza

Elektroforéza je separani metoda, kterd vyuziva k déleni latek jejich odliSnou
pohyblivost ve stejnosmérném elektrickém poli. Zaporne nabité molekuly DNA se pohybuji
smérem k anod¢ a jsou separovany podle rychlosti a velikosti molekul na gelu, tzn. malé
fragmenty putuji dale, jelikoz se pohybuji rychleji. Kontrola PCR probéhla v 1% agarézovém
gelu. K urceni velikosti byl pouzit 100 bp Plus DNA Ladder. Pro zviditelnéni DNA byl pouZit
ethidium bromid (C,;H;oN3;Br) nebo GelRedN. Elektroforéza byla nastavena na hodnoty
400 mA a probihala pfi 110 Vpo dobu 35 minut. Poté byl gel premistén do UV-
transluminatoru, kde byl pod UV zafenim vizualizovan. Pro nasledné zachyceni a tUpravu

ziskaného obrazu byl pouzit program GelCapture.
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2.2.2.3 Purifikace

Po uspésné PCR reakci byly vzorky vycistény ethanolovou precipitaci. V prvnim
kroku se PCR produkty doplnily o ptislusné mnozstvi vody do 100 pl. Do kazdé zkumavky
bylo ptidano 10 pl octanu sodného. V dal§im kroku bylo pfidano dvojndsobné mnozstvi (200
ul) 99% vymrazeného ethanolu. Vzorky se protiepaly a vlozily na 10 minut do centrifugy
pii 14 000 otaCkach za minutu. Po centrifugaci byl supernatant opatrn¢ odsat. Poté bylo
ptidano 100 pl 75% ethanolu a vzorky byly po protfepani opét centrifugovany 10 minut
pti 14 000 otackach za minutu. Tekutina byla opét odsita a zkumavky byly vysusSeny

ve vakuové centrifuze pfi teploté 40 °C béhem 15-20 minut.

Naésledné byla ziskand DNA rozpusténa v piislusném mnozstvi ddH,0 (10-25 pl, podle
vizualizace produktl na elektroforéze). Koncentrace DNA byla zméfena na spektrofotometru
NanoDrop. Sekvenacni reakce provedla firma Macrogen a sekvenace byla provedena od obou

koncti 5' a 3' (forward 1 revers).

2.2.3 Analyza pomoci mikrosatelitt

Mikrosatelity jsou v dnesni dobé hojné vyuzivané genetické markery. Jedna
se o jednoduché opakujici se sekvence o délce Sesti a vice nukleotidii nachézejici
se ptedev§im v nekddujicich oblastech genomu (Eisen, 1999), mohou se vSak objevit
1 v kodujicich oblastech (Toth et al., 2000). V jaderné DNA se u kazdého diplodniho
organismu nalézaji dvé kopie kazdého mikrosatelitu a u kazdého jedince mizeme odhalit dvé
alely. Jsou vysoce polymorfni a jednotlivé alely se mohou liSit poctem opakovani
repetitivniho motivu. Nejcastéji se nachazeji v genomech Zivo€ichii dinukleotidové repetice
s motivy AC nebo AT (Toth et al., 2000).

Tyto repetitivni sekvence vznikaji pii replikaci sklouzavanim enzymu DNA
polymerazy po vlaknu DNA, tzv. polymerase slippage nebo slipped strand mispairing (Sehn,
2015). Enzym ma tendenci sklouzavat po templatu zpét, predev§im na kratkych, opakujicich
se sekvencich, a tak mize dojit k deleci ¢i inzerci €asti sekvence. Tento proces je povaZovan
za hlavni zdroj mikrosatelitové variability (Schldtterer & Tauz, 1992).

Analyza mikrosatelitl nasla uplatnéni v popula¢né-genetickych studiich pii sledovani
genetické variability v rdmci jednoho druhu 1 pfi rekonstrukci fylogeneze blizce ptibuznych
druhti (Zhu et al. 2000). Velkou vyhodou je jejich kodominantni povaha, kterda umoznuje

snadno detekovat heterozygoty, a tim 1 frekvenci alel v populaci. Vyuzivaji se 1 ke zjiStovani
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pfibuznosti a pii ur€ovani paternity. V ichtyologii jsou vyuzivany pro zjiStovani genetického
toku a miry migrace, genetického ptvodu a selekci potomstva (Chistiakov, 2006).
Mikrosatelity maji ovSem tu nevyhodu, Ze jsou casto druhové specifické a jeden
primer fungujici u jednoho druhu nemusi fungovat u blizce ptibuzného. Je tedy Casto potieba
mikrosatelity izolovat pro dany druh de novo, coz je ¢asové i finanéné¢ naro¢né (Primmer et

al., 2011).

2.2.3.1 PCR

Seznam pouzitych primerti se nachazi v tabulce ¢. 5. Vzdy jeden primer z kazdého
paru (forward) byl oznac¢en né¢kterym z fluorochromii — barvy 6-FAM, VIC, NED a PET (tab.
5). Sekvence reversnich primert byly pfed oznacenim jesté upraveny piidanim sekvence GT,
GTT, nebo GTTT k 5" konci (tab. 6). Primery bylo potfeba ptfed pouzitim natedit
na koncentraci 50 uM. Mnozstvi primert pro jednotlivé multiplexy je uvedeno v tabulce €. 5.
Primery byly uchovany v mrazdku a pfi praci byly chranény pifed svétlem, aby nedoSlo
k degradaci znaceni fluorochromy.

Byly sestaveny tzv. multiplexy PCR (tab. 6), pfi kterych se amplifikuje vice
mikrosatelitovych lokusi najednou. Jde o béZznou PCR reakci, do které se piida vice
primerovych pari, a tak dochazi k amplifikaci vice lokust v jedné PCR reakci. Byly pouzity 4
multiplexy (AD, B, C, E) po 4 mikrosatelitovych lokusech. Protoze byly jednotlivé
mikrosatelity oznaeny riznymi fluorochromy, mohla fragmentacni analyza probihat
soucasné se v§emi lokusy jednoho multiplexu.

Pfted PCR reakci bylo nejdiive potfeba vzorky DNA nafedit na koncentraci
nepiesahujici 20 pM. Reakce probihala v Master cycleru (Eppendorf) za pouZiti programu

v tabulce ¢&. 4.

Obsah reak¢ni smési:

1 Type-it Microsatellite PCR Kit (QUIAGEN)................... Sul
T RNAse-Free Water ... ..........cc.cueeueiesieseeeiieiieeean e o 3 ul
1 Primer mix pro kazdy multiplex.................cccoeeeeeeeeee o ul
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Tab. 4 Program pro amplifikaci mikrosatelitii

reakce teplota cas pocet
cykla

pocate¢ni denaturace 95 C 15 min 1

denaturace 94 C 1 min

nasednuti primert (annealing) 60 C I min30s 40

syntéza DNA (elongace) 727C 1 min

konec¢na elongace 60 C 45s 1

zchlazeni 22C

2.2.3.2 Elektroforéza

Po dokonceni PCR byla GspéSnost amplifikace otestovana na 1% agardézovém gelu.
Pouzil se délkovy standard DNA ladder. Elektroforéza probihala pti 110 V po dobu 30 minut.
Vizualizace probéhla pod UV svétlem v translumindtoru a zachyceni obrazu v programu

GelCapture.

2.2.3.3 Ptiprava vzorkll na fragmentacni analyzu

Po uspéSn€ probchnuté reakci se vzorky pfipravily na fragmentacni analyzu.
Ke kazdému vzorku byl pfidan fluorescenéné znaceny standard (Gene ScanTM 500 LIZ Size
Standard, Applied Biosystems), ktery obsahuje fragmenty DNA o znamé délce. Podle n¢j je

mozné¢ identifikovat délku kazdého fragmentu (alely) a srovnat jej s jinymi.

Obsah reakéni smési:
1 Formamid........ 8,75 ul
1 LIZ500........... 0,25 ul
1 PCR produkt....1 ul

Vzorky byly vloZeny do cycleru, kde doslo k denaturaci pii 95 C béhem péti minut,
a nasledné byly zchlazeny. Vzorky byly poté¢ zmrazeny a pfevezeny na fragmentacni analyzu.
Fragmentacni analyza probihala v Laboratofi sekvenace DNA Pfirodovédecké fakulty na
sekvenatoru ABI Prism 3100 Avant Genetic Analyzer. Pomoci této metody byla zjiSténa

délka alely.
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Tab. 6 Sekvence pridané na konec primerii

Multiplex B

BLI1 61 R GTTT
Lsoul9 R GT
BLI1 153 R GTT
Lsou29 R GTTT
Multiplex E

LceCl R GTT
N7K4 R GTTT
CypG24 R GTT
Rser10 R GTTT
Multiplex C

BL1 2b R GTTT
Lsou08 R GTT
Lsou34 R GTTT
BL198 R GTTT
Multiplex AD

Lsou05 R GTTT
BL1 84 R GTTT
BL1 44 R GTTT
BL1 30 R GTT
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3 Analyzy
3.1 Uvod do populaéni genetiky

Je znamo nékolik zakladnich mechanismt, které populaci ovliviiuji a které se staly
nezbytnym nastrojem pii hodnoceni populac¢ni struktury. Tyto mechanismy tvoii zaklad oboru

populac¢ni genetiky a jsou dulezité pii samotném zpracovani statistickych dat.

Hardyho-Weinberguv princip je pilifem populacni genetiky. Slouzi k vypoctu
Cetnosti  genotypit (heterozygoti a homozygoti) v populaci pomoci frekvence alel a
predpovida, jaka bude Cetnost genotypt v populaci nasledujici.

Tento zédkon musi splnit osm zakladnich podminek: organismy jsou diploidni,
rozmnozovani probihd pohlavni cestou, generace se nepiekryvaji, oplozeni je ndhodné,
velikost populace se blizi nekone¢nu, migrace je zanedbatelna, k mutacim dochézi minimalné
a alely nejsou ovlivnény selekci. Pokud populace splni tyto podminky, ocita se v tzv. Hardy-
Weinbergové rovnovaze a cetnost jejich genotypll z generace na generaci se tedy neméni.
Pokud cetnost jednotlivych genotypti neodpovida Hardyho-Weinbergové rovnovaze,
pravdépodobné to znamend, Ze populace neni panmiktickd, tzn. je tvofena vice nez jednou
izolovanou subpopulaci, kfiZzeni mezi jedinci neni ndhodné, nebo se na nékterych lokusech

nachdzi nulové alely.

Pokud se velka populace fragmentuje na nékolik subpopulaci, dojde vlivem genového
posunu k ubytku heterozygotti, tzv. Wahlundovu efektu. Pokud dojde ke zruSeni bariéry,
obnovi se genovy tok a opét narlista pocet heterozygoti. Geneticky drift je nahodny posun
ve frekvenci jednotlivych alel v rdmci genofondu dané populace. Je vyznamny v malych
populacich, kde dochazi castéji k fixaci jedné zalel a vymizeni alely druhé, coz ma za
nasledek pokles genetické diverzity. Cim je drift silngjsi, tim méné se uplatituje piirodni
vybér, ve velkych populacich je tomu naopak. Pfi nepfiznivych podminkach mize dojit
k efektu hrdla ldhve, tzv. bottleneck effect (Nei et al., 1975). Jednéd se o drasticky pokles
velikosti populace, kdy dochdzi k poklesu celkového poctu alel, ovSsem populace se pii
zlepseni podminek opét dostava do piivodniho stavu. Efekt zakladatele (Mayr, 1954) vznika
oddélenim malé subpopulace a osidlenim nové lokality. Cetnost alel se tak lisi od ptivodni
populace vlivem genového posunu. Genovy tok je vyznamny pro zménu ve frekvenci alel
v populaci. Migrace mize vést ke kombinaci riznych genofondi, a tim redukovat genetické

rozdily mezi populacemi. Genovy tok brani vzniku reprodukénich bariér, coz muize vést
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k oddéleni speciace. Modely toku genti piedurcuji, jak se bude cetnost alel vyvijet v

nasledujicich generacich.

3.2 Mitochondrialni DNA

Vysledné chromatogramy byly vizualn¢ zkontrolovany v programu Chromas (verze
2.6.2). Srovnani sekvenci se nazyva alignment. Sekvence byly sefazeny v programu BioEdit
(verze 7.2.5) (Hall, 1999) a Geneouis (11.0.5). Nasledn¢ byly vSechny sekvence zkraceny
na obou koncich tak, aby zaCinaly a koncily ve stejné pozici a zaroven byl zachovan Cteci
ramec. Pfevod alignment( na riizné formaty probéhl v online programu Alter (Glez-Pena et
al., 2010). Sit’ byla vytvotfena v programu TCS (verze 1.21) (Clement et al., 2000) a nésledné
upravena v online programu TCS Beautifier (Santos et al., 2015). Program vyuziva principu
parsimonie (maximalni uspornosti) (Templeton et al., 1992). Pocet krokl byl nastaven na 30.
Finalni graficka uprava sité prob&hla v program Inkscape (Harrington et al., 2004-2005)

(http://www.inkscape.org/). Haplotypova sit’ je graf, ktery znazoriiuje historii genového toku

mezi druhy a populacemi (Ings et al. 2009). Haplotyp reprezentuje stejnou sekvenci, pocet

jednotlivych bodl mezi haplotypy vyjadiuje poc¢et mutaci mezi sekvencemi.

Hodnoceni genetické variability a testy neutrality byly provedeny v programu DNASP
(verze 5.1.) (Rozas et al., 2003). Byly zjistény hodnoty nukleotidové (m) a haplotypové (Hd)
diverzity, pocet haplotypli (Nh) a pocet variabilnich mist (S). Dlouhodoba rozsahla velikost
populace je urcena vysokou hodnotou haplotypové i nukleotidové diverzity, pokud je
haplotypova diverzita ve srovnani s nukleotidovou vyssi, doslo k nedavnému riistu populace.

Testy neutrality (Tajima, 1989, Fu & Li 1993) se pouZivaji ke zjisténi pievahy selekce
nebo genetického driftu. Byly spocitany pro jednotlivé populace a druhy 7. dabar a T.
metohiensis. Tajima’s D test je zaloZen na porovnani haplotypové a nukleotidové diverzity,
indikuje expanzi populace nebo bottleneck. Fu & Li test porovnava vyskyt singletont (mutace

vyskytujici se pouze jednou), které by se mély v ptipad¢ neutralniho modelu rovnat.

Analyza molekuldrni variance (AMOVA) byla provedena v programu Arlequin
(3.5.2.2) (Excoffier & Lischer, 2010) (http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3), kde byl také
spocitan Fsr index. Pro vypocet vnitrodruhové a mezidruhové vzdalenosti (p-distance) byl

pouzit program MEGA (verze 7.0.25) (Kumar et al., 2016).
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3.3 Analyza mikrosateliti

Vysledky z fragmentacni analyzy byly vyhodnoceny v programu GeneMarker™
AFLP/Genotyping software (SoftGenetics products) a odecteni alel bylo zapsano do tabulky
v Excelu. Zaokrouhleni odectenych alel bylo provedeno programem AutoBin

(https://wwwb.bordeaux-aquitaine.inra.fr/biogeco _eng/Scientific-Production/Computer-

software/Autobin) pracujicim s vyuzitim funkce Makra (Microsoft Visual Basic) v Excelu.

3.3.1 Klastrovaci analyza

Pro vypocet a charakterizaci nezndmé populacni struktury byl pouzit program
Structure (2.2.) (Pitchard et al., 2000). Nastaveni parametrii bylo nésledujici: pocet
opakovani MCMC = 10 000, burn-in-perioda = 10 000, admixture model, pocet K = 1-5,

pocet opakovani (iteration) pro jednotliva K = 5.

Program Structure vyuZziva principu bayesianské klastrovaci analyzy. Je postaven na
algoritmu MCMC (Markov Chain Monte Carlo) a umoznuje rozdéleni jedinct do populaci
(klastril), znacenych K. Existuji dva modely: no-admixture model, ktery urcuje
pravdépodobnost piislusnosti jedincti k jedné z populaci a je zalozen na ptredpokladu, ze
veSkery geneticky materidl pochazi z jedné populace, nebo admixture model, ktery urcuje
pravdépodobnost ptislusnosti k vice populacim a bere v tvahu moZnost, Ze jedinci mohou byt

smiSen¢ho plivodu a jejich geneticky materidl je odvozen z nékolika populaci.

Vysledky programu Structure byly nasledné vyhodnoceny programem Structure

Harvester (Earl & von Holdt, 2012) (http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/).

Tento program vyhodnocuje data vygenerovana programem Structure pro jednotlivda K.
S vyuzitim grafické metody Evanno (Evanno et al., 2005), ktera pracuje s hodnotou AK,
odhaduje redlny pocet populaci. Urcuje pravdépodobnosti L(K) zatazeni jedince do urcitého
klastru a vypocitava AK statistiku. Vysledky pro jednotliva K byly zpriimérovany v programu
CLUMPAK - Cluster Markov Packager acrosss K (http.//clumpak.tau.ac.il/index.html),

ktery také umoznuje graficky zobrazit vysledky v Distruct formatu. Distruct (Rosenberg,
2004) setazuje jednotlivd K a barevné je odliSuje. Pro grafickou tpravu distruct formatu byl

pouzit Structure Selector dostupny online (http.//Imme.qdio.ac.cn/StructureSelector/).
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3.3.2 Hodnoceni genetické diverzity

Program GenAIlEx 6.5 (Peakall & Smouse, 2006, 2012) byl pouzit pro vypocet
oc¢ekavané a pozorované heterozygotnosti vSech populaci a pro zjisténi poctu a frekvence
privatnich alel (alely ptitomné pouze v jedné populaci). V programu FSTAT (2.9.3.2) (Weir
& Cockerham, 1984) byly zjistény charakteristiky jednotlivych lokusti — hodnoty ocekéavané
(He) a pozorované (Ho) heterozygotnosti, koeficient inbreedingu Fig a fixacni index Fgsr. Byl
vypocten koeficient inbreedingu Fis 1 pro jednotlivé populace. Po odebrani populace z feky
Ljuta kvtli nedostate¢nému poctu jedincti byla vypoctena allelic richness (alelickd bohatost)
pro Ctyfi populace. V programu GenePop (fip.//fip.cefe.cnrs.fi/PC/MSDOS/GENEPOP)
(Rousset, 2008) byl vypocten parovy Fgp (geneticka distance) jednotlivych populaci
a frekvence genotypti. Pfitomnost nulovych alel a stutteringu byla zjisténa v programu Micro-
checker (van Oosterhout et al., 2004). Do analyzy nebyla zahrnuta populace z feky Ljuta
s nizkym poctem vzorki. Po zjisténi nizké variability dvou lokustt BL184 a BL198, na
kterych byla zjiStena pfitomnost nulovych alel, byly tyto lokusy vyfazeny z nasledujicich
analyz. Na lokusu BL198 byl navic zjistén stuttering, ktery nadhodnocuje heterozygotnost.

Snizend hodnota ocekavané heterozygotnosti (He) je indikatorem bottlenecku, ktery
zapri¢inuje vymizeni vzacnych alel a snizeni diverzity. Snizend hodnota pozorované
heterozygotnosti (Ho) miize mit negativni dopad na fitness jedince.

Allelic richness je indikatorem evolu¢niho potencidlu pro adaptaci. Slouzi k odhadu
poctu alel na lokus. SniZeni poctu alel vede k redukci potencidlu populace prizpusobit
se budoucim zménam. Vysoky pocet alel, dokonce i pocet neutralnich alel, vytvari vétsi
genotypovy prostor, a tim dochazi k méné¢ mutacnim udalostem. Slouzi ke zji§téni procesi
v minulosti, napt. bottlenecku a poklesu velikosti populace.

Fis vypocitava pokles heterozygotnosti zplsobené piibuzenskym kiiZenim, tzv.
inbreeding. Inbreeding neméni frekvenci alel v populaci, ale zvySuje podil homozygoti
na vSech lokusech, ¢imz dochazi ke sniZeni genetické diverzity jedince. Jedna se o porovnani
poklesu heterozygotnosti jedince vic¢i heterozygotnosti, které by dosahoval v panmiktické
populaci. Hodnoty se pohybuji od —1, kdy se v populaci nenachézi zadni homozygoti, do 1,
kdy nejsou piitomni heterozygoti a inbreeding je stoprocentni. U hodnoty 0 k inbreedingu
nedochazi. Pokud je hodnota Fjg signifikantné vétsi nez 0 pro nekteré lokusy, miize to byt
vysvétleno piitomnosti nulovych alel. Jde o alelu na lokusu, ktera se béhem PCR

neamplifikuje. Pokud Slo tedy o heterozygota, je chybn¢ urcen jako homozygot. Navysuje se
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tak podil homozygoti a dochdzi k odchylce od Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Za hlavni
pfi¢inu tohoto jevu se povazuje mutace DNA v misté pro navazéani primeru, tzv. flanking
region (Chapuis & Estoup, 2007).

Hodnota fixa¢niho indexu Fsr vyjadfuje miru genetické vzdalenosti jednotlivych
populaci. Vychazi z ptedpokladu, ze primérnd heterozygotnost vSech populaci je mensi nez
ocekavana heterozygotnost v panmiktické populaci, a testuje tim tedy vliv genetického driftu.
Dosahuje hodnoty 0, pokud jsou alely v populaci vyrovnané, a hodnoty 1, pokud jsou alely
fixované a genovy tok je omezeny. Blizsi ureni hodnoty Fgsr je nasledujici: 0-0,05 velmi
mala diferenciace, 0,05-0,15 mirna diferenciace, 0,15-0,25 wvelka diferenciace, >0,25

extrémné velka diferenciace (Reifova, 2017).

3.3.3 Efektivni velikost populace

Program NeEstimator V2.01 (Do et al., 2014) byl pouzit k odhadu efektivni velikosti
populace. Vyuzivd metodu, kterd je zaloZena na principu vazebné nerovnovahy (LD) mezi
nevazanymi lokusy (Hill 1980, Waples 2006). Program byl nastaven na model ndhodného

pafeni.

Efektivni velikost populace N, vyjadfuje velikost panmiktické populace, ve které by
genetické procesy probihaly stejnou rychlosti jako v dané realné populaci. Hodnota N, je
vétSinou mensi neZz realna velikost populace N.. Hodnota N. je nezbytnd k predikci
Zivotaschopnosti populace. Hlavni roli hraje geneticky drift, ktery plisobi na maly genovy
fond za ucelem zvyseni pravdépodobnosti ndhodnych asociaci mezi alelami z riznych lokust,
tzn. plsobi na zvySeni vazebné nerovnovahy. Populace s niz$i hodnotou ma nizsi evolu¢ni

potencidl a neni schopna se adaptovat na ménici se pfirodni podminky.
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4 Vysledky

4.1 Mitochondrialni DNA

Tab. 7 Zakladni charakteristika datasetu

Délka sekvence (bp) 1140
Pocet polymorfnich pozic (pocet mutaci) 50
Pocet singletont 13
Parsimonn¢ informativni pozice 37

Z poctu 102 sekvenci bylo do dalSich analyz pouzito 87 sekvenci o celkové délce
1 140 part bazi, zbylé sekvence nebyly pouzity, jelikoz nebyly dostatecné dlouhé. Telestes
metohiensis je reprezentovan 64 sekvencemi, 21 sekvenci nalezi druhu 7. dabar a 2 sekvence
druhu 7. miloradi. Dataset obsahuje 50 polymorfnich pozic, ztoho 37 parsimonné
informativnich a 13 singletontl, coz jsou variace v jediném nukleotidu na dané pozici (tab. 7).
Celkova haplotypova diverzita Hd vysla jako relativné vysoka Hd = 0,881, ale haplotypy se
odliSovaly jen v mélo substitucich a hodnota nukleotidové diverzity byla nizka = = 0,00367.
Nejvyssi hodnota nukleotidové diverzity byla zaznamendna u populace zfeky Musnica
a u druhu 7. metohiensis byla vyssi ve srovnani s druhem 7. dabar. Testy neutrality, Tajimiv
test D a Fu & Li, byly provedeny pro kazdou populaci a druh zvlast a déale byly spolecné
analyzovany dvé populace ziek Zalomka a Musnica. VSechny hodnoty vySly negativng.
Tajima’s D vySel signifikantn€ jen pro populace ziek Zalomka + Musnica a druh T.
metohiensis, vysledek Fu & Li testu byl signifikantni jen pro druh 7. metohiensis. Celkovy
vysledek Tajimova testu D vysel signifikantné p < 0,05 v zaporné hodnoté —1,86438. Hodnota
Fu & Li testu byla —0,62999, ale nebyla signifikantni. V tabulce ¢. 8 jsou uvedeny hodnoty
pro jednotlivé populace a druhy 7. dabar a T. metohiensis. Pro T. miloradi nebyl dostatecny

pocet vzorkd.
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Tab. 8 Geneticka variabilita uvniti populaci, N = pocet vzorki,, Nh = pocet haplotypui,
Hd = haplotypova diverzita, = = nukleotidova diverzita, S = pocet polymorfnich pozic.

p-hodnota <0,05, signifikantni hodnoty jsou zvyraznény tucne.

Populace N h | Hd m S Tajima D Fu& LiD
Zalomka 24 5 1 0,00175 5 —1,12397 —-1,12397
Cernica 31 4 1 0,00132 3 —0,75445 —0,75445
Vrijeka 21 4 1 0,00234 5 —0,21249 —-0,21249
Musnica 9 9 1 0,00307 13 -1,27992 —-1,3003
Zalomka + MusSnica 33 13 1 0,00286 18 -1,86106 -2,13129
T. metohiensis 64 18 1 0,00507 44 —2,24659 -3,1698
T. dabar 21 4 1 0,00234 5 —0,21249 —-0,21249

Z 87 sekvenci mitochondrialni gen cytochrom b obsahuje 22 haplotypt (tab. 1, obr. 8).
NejdominantnéjSim haplotypem je haplotyp 15, nésledovany haplotypem 6. Haplotyp 15
zahrnuje dvacet dva jedinct druhu 7. metohiensis nachézejici se v fece Cernica v polji
Cernic¢ko. Do haplotypu 6 nalezi Sestnact jedinct druhu 7. metohiensis. Patnact jedinct
pochazi z feky Zalomka a jeden (A1829) z feky Musnica. 14 haplotypt je unikatnich, 8 z nich

pochazi z feky Musnica, 3 ze Zalomky, 2 z feky Cernica a 1 z Vrijeky.

Pro vSechny tii druhy byla vytvofena haplotypova sit' (obr. 8). Jedinci druhu T.
metohiensis z fek Zalomka a Cernica nesdili mezi sebou Zadny haplotyp. Populace z feky
Zalomka je reprezentovana péti haplotypy, znichZz tfi jsou zastoupeny pouze jednim
jedincem, a populaci z feky Cernica reprezentuji ¢tyfi haplotypy, z nichz dva jsou zastoupeny
jednim jedincem. Haplotypy se v rdmci kazdé¢ z téchto dvou populaci od sebe li§i maximalné
ttemi (Zalomka) a dvéma (Cernica) muta¢nimi kroky, zatimco nejblizs$i haplotypy z téchto
dvou lokalit déli pouhy jeden mutacni krok. Z feky MusSnica bylo analyzovano pouze devét
jedinct, avSak kazdy mél jiny haplotyp. Jeden z nich byl sdilen s nejcastéjSim haplotypem
z populace ziteky Zalomka a vétSina byla o jeden mutacni krok vzdalena od nékterého

z haplotypt z populace ek Cernica nebo Zalomka. Maximalni vzdalenost od haplotypi
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z populace ztek Cernica nebo Zalomka byla o tfi mutacni kroky, zatimco maximalni
vzdélenost mezi jednotlivymi haplotypy z populace z feky Musnica byla sedm mutacnich
krokti. Minimalni vzdalenost mezi haplotypy (7. dabar) zteky Vrijeka a haplotypy z
populace feky Cernica (7. metohiensis) byla dva mutacni kroky. Jednotlivé haplotypy
z populace z feky Cernica se od sebe liSily maximalné tfemi muta¢nimi kroky. Kompletné
oddéleny haplotyp patii druhu 7. miloradi v fece Ljuta v Konavovském polji. Tento haplotyp
deli dvacet Sest mutacnich krokli od nejbliz§ich haplotypti (haplotyp 15 — Cernica a 9 —

Musnica).

Lokality-feky
- Zalomka
- Cernica
B vrijeka
|:| Musnica
- Ljuta

Obr. 8 Haplotypova sit’ genu cyt b

cv v

a Cernica. Mezi fekami MuSnica a Cernica a MuSnica a Zalomka byla zjiSténa stejna
genetickd vzdalenost 0,2 %. O néco vyssi vzdalenost 0,6 % byla zjiSt€éna mezi fekami
Musnica a Vrijeka. Mezi fekami Ljuta a Cernica byla vzdalenost 2,3 %. Mezi fekami Ljuta a

Musnica a Ljuta a Zalomka dosahovala stejné¢ vzdalenosti 2,4 %. Nejvyssi hodnoty 2,5 %
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dosahovala mezi populacemi v fekach Vrijeka a Ljuta. Nejvyssi vnitropopulaéni variabilita
0,31 % byla zjisténa v fece Musnica, coz se odrazi ve vysokém poctu unikatnich haplotypt
(tab. 1), nésledovana populaci ze Zalomky s hodnotou 0,06 %. V populaci z feky Ljuta nebyla
zjisténa zadna variabilita, coz je dano malym poctem jedinci sdilicich stejny haplotyp. V
tabulce €. 9 jsou uvedeny vSechny genetické vzdalenosti jednotlivych populaci a jejich vnitini

variabilita.

Tab. 9 Vysledky (%) primeérné genetické vzdalenost (p-distance) mezi jednotlivymi

populacemi a jejich vnitini variabilita (zvyraznéno) zjisténé v programu MEGA.

Populace Ljuta MusSnica Zalomka Cernica Vrijeka
Ljuta 0

Musnica 24 031

Zalomka 24 0,2 0,06

Cernica 23 0,2 0,1 0,04

Vrijeka 2,5 0,6 0,5 0,4 0,021

Pomoci analyzy molekuldrni variance (AMOVA) byl zjistén podil odliSnosti mezi
populacemi a v ramci populaci a byl zjistén pairwise Fst mezi populacemi (tab. 11, 13).
Populace byly analyzovany nejdiive kazda zvIast' (tab. 10) a poté na zékladé zobrazeni
haplotypové sité byly dv€ populace Musnica a Zalomka analyzovany dohromady (tab. 12).

Pii analyze vSech populaci byla zjiSténa nejvysSsi hodnota geneticka diferenciace 0,98203

cvwr

Cvwr

Zalomka + Musnica a Cernica (tab. 13). U obou analyz bylo zjisténo, Ze geneticka variabilita
mezi populacemi €ini ptiblizné 75 %, zatimco rozdily v rdmci populace pfispivaji k celkové
variabilité 25 % (tab. 10, 12). Variabilita mezi populacemi je tedy vyssi nez v ramci populace.
Fixac¢ni indexy 0,74879 a 0,75425 znaci velmi vysokou diferenciaci (tab. 10, 12). Vysledky
byly signifikantni u obou analyz s p-hodnotou od 0 az do 0,00901.
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Tab. 10 AMOVA — Analyza molekularni variance. Procento vysvétlené variability
odrazi miru vysveétlené odlisnosti mezi jednotlivymi populacemi a v ramci populaci.
d.f. = degrees of freedom.

Zdroj Suma Variance  Variabilita (%)
variability d.f. ¢tverci komponentd

Mezi

populacemi 4 126,355 1,95507 74,88
Uvnitf

populaci 82 53,783 0,65590 25,12
Celkova 86 180,138 2,61096

Fixa¢ni index FST: 0,74879 p-value=0

Tab. 11 Parovy Fsr index mezi populacemi zjistény v programu Arlequin
(AMOVA). Vsechny vysledky vysly signifikantné, p-hodnota < 0,01.

Lj Mus Zal Cer

Ljuta 0

Musnica 0,88952

Zalomka 0,97482 0,16885

Cernica 0,98203  0,35992 0,65025

Vrijeka 0,92176  0,60183 0,75564  0,71865
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Tab. 12 AMOVA. Procento variability mezi 4 populacemi a v ramci populaci.

d.f.=degrees of freedom.

Zdroj Suma Variance Variabilita (%)
variability d.f. &tverct komponenti

Mezi

populacemi 3 123,718 2,08633 75,43
Uvnitf

populaci 83 56,420 0,67976 24,57
Celkova 86 180,138 2,76609

Fixaéni index FST: 0,75425 p-value=0

Tab. 13 Padrovy Fsrindex mezi 4 populacemi zjistény v programu Arlequin
(AMOVA). Vysledky vysly signifikantne, p-hodnota < 0,01.

L Zal+Mus Cer
Ljuta 0
Zalomka+Mus$nica 0,94558
Cernica 0,98203  0,46277
Vrijeka 0,92176 0,70307 0,71865
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4.2 Analyza mikrosateliti

Pro mikrosatelitové analyzy byly pouzity vysledky ze 100 jedinct z 5 lokalit. Prvni
populace zahrnovala 30 jedinci 7. metohiensis z feky Zalomka, druha 31 jedinci z feky
Cernica, tfeti populaci tvotil 7. dabar s 26 jedinci, ctvrtou populaci reprezentovalo 9 jedinct
druhu 7. metohiensis z feky Musnica a patou 4 jedinci 7. miloradi z feky Ljuta. Tento druh
byl pfidan do analyz jen pro orientani srovnani, jelikoz ptedbézné vysledky analyzy
genomickych dat ukazaly, ze je T. miloradi blizce ptibuzny druhu 7. dabar. VEtsi pocet

jedincti se nepodatilo ziskat, vysledky tedy nejsou prikazné.

4.2.1 Klastrovaci analyza

Program Structure zatadil jedince ze vSech populaci do jednotlivych klastri. Nejvyssi
hodnota byla ziskdna pro K = 3, doslo tedy k rozd€leni datasetu na 3 skupiny, viz
trojuhelnikovy graf (obr. 10). Prvni klastr tvofili pfevazné jedinci z feky Zalomka, druhy z
feky Cernica a tfeti ztfeky Vrijeka a Ljuta, avSak néktefi jedinci z téchto populaci se
objevovali 1 v jinych klastrech. N¢kolik jedinch z populace z feky Musnica klastrovalo s

jedinci z feky Zalomka. Telestes miloradi klastroval spole¢né s jedinci z feky Vrijeka.

ostatni

kKlastr 1 klastr 2

Obr. 10 Trojuhelnikovy graf zobrazujici rozrazeni jedincu do
Jjednotlivych klastru pomoci programu Structure. Zelend — Zalomka,
Zluta — Musnica, cervena — Cernica, modra — Vrijeka, fialova —
Ljuta.
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V populaci z teky Cernica nékolik jedinct tvofi pfechod mezi tfemi populacemi a par
jedinct je geneticky podobnéjsi jedincim z feky Vrijeka. Nékolik jedinct z feky Vrijeka mélo
bliZze k jedinclim z populace z feky Cernica. V fece Zalomka bylo pfitomno nékolik jedinct,
kteti maji blize jedincim z populace zfteky Cernica, a néktefi jedinci zfeky Zalomka
se shodovali s jedinci z feky Vrijeka. Jedinci z feky Musnica tvoii pfechod mezi témito tfemi
populacemi a nejblize maji kjedincim z fteky Zalomka, coz je znazornéno 1 na
trojihelnikovém grafu (obr. 10). Jedinci z feky Ljuta klastrovali spole¢né s jedinci z feky
Vrijeka, coz ale né¢kdy muze byt i z divodu vysoké odlisnosti od ostatnich. Pfi rostoucim
poctu K (2-5) se méni geneticka struktura populaci. Doslo k oddéleni jedincti z fek Musnica a

Ljuta od ostatnich. Rozd¢leni jednotlivych genotypii do klastrii pfi rostoucim poctu K (2-5) je

znazornéno na obrazku 11.

y Q\)gb @\&ib‘ ) (,\\o‘a' . é\@' (’\\O(b
/b

Obr. 11 Rozdeéleni subpopulaci pro rostouci pocet K (2—5) vygenerované v programu Structure.
Jednotlivé segmenty odpovidaji posteriorni pravdepodobnosti zarazeni jedincu do subpopulaci.
Nejveétsi podpora byla pro K = 3.
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4.2.2 Geneticka variabilita populaci

v

z feky Ljuta (obr. 12). Pocet privatnich alel v populacich kolisal od 1 v populaci Musnica do 6
v populaci Cernica. Populace ze Zalomky a z Vrijeky mély shodny pocet privatnich alel,
v populaci z Ljuty byly zjistény dvé privatni alely (tab. 14, obr. 12). Nejvétsi procento (100
%) polymorfnich lokusi méla populace z feky Cernica. Nejmensi pocet polymorfnich lokust
bylo zjisténo u populace z Ljuty a Vrijeky (tab. 15). Nejvice variabilni byl lokus Lsou34.
Ptitomnost nulovych alel v nékterych lokusech je zobrazena v tabulce €. 16. Pocet a distribuce
frekvenci jednotlivych alel v mikrosatelitovych lokusech vypocitané v programu FSTAT a

frekvence genotypl vygenerované programem Genepop jsou uvedeny v piiloze ¢. 2 a 3.

Tab. 14 Frekvence privatnich alel v kazdé populaci.

Populace Lokus Alela Frekvence
Zalomka BL161 199 0,017
Zalomka Lsou08 209 0,036
Zalomka LceCl 99 0,150
Zalomka RSerl10 201 0,019
Zalomka CypG24 145 0,017
Cernica BL144 126 0,054
Cernica BL161 195 0,017
Cernica Lsoul9 182 0,150
Cernica BL12B 149 0,048
Cernica BL12B 152 0,016
Cernica RSerl10 199 0,019
Vrijeka Lsou05 177 0,042
Vrijeka Lsou34 250 0,188
Vrijeka Lsou34 256 0,021
Vrijeka N74K 150 0,019
Vrijeka N74K 160 0,058
Musnica Lsou05 207 0,111
Ljuta Lsou05 195 0,625
Ljuta Lsou34 242 0,250

46



Tab. 15 Procento polymorfnich lokusu v kazdé populaci vyhodnocené

programem GenAIEXx.

Zalomka
Cernica
Vrijeka

Musnica

Ljuta

85,71%
100,00%
71,43%
78,57%
42,86%

Allelic Patterns across Populations

Zalomka Cernica Vrijeka

Populations

Musnica

Ljuta

ONa

ENa Freq. >=5%

ONe

mNo. Private Alleles

ENo. LComm Alleles
(<=50%)

Obr. 12 Graf znazornuje pocet riuznych alel v jednotlivych populacich. Na — pocet alel,
frekvence alely > 5 %, Ne — pocet efektivnich alel, No. private alleles — pocet privatnich alel,
pocet sdilenych alel nalezenych v < 50 % populaci s frekvenci > 5 %.

Pozorovana heterozygotnost jednotlivych lokusi se pohybovala v rozmezi 0,006—

0,576. Nejnizsi hodnota byla zjisténa na lokusu BL12B a nejvyssi na Lsou34. Primérna

hodnota byla 0,301. Hodnoty ocekavané heterozygotnosti byly v rozmezi 0,020-0,691.

Fixa¢ni index Fgr a inbredni koeficient Fis byly pouZity ke zhodnoceni genetické rozdilnosti

mezi jednotlivymi lokusy. Rozsah hodnot Fsr se pohyboval od 0 v lokusu Bl12B a BL161

az po 0,428 v lokusu BL130 a primérna hodnota byla 0,236, coz znaci vysokou diferenciaci.

Hodnoty Fis se pohybovaly v rozmezi 0,026 pro lokus BL1153 do 0,679 pro lokus BL12B.

Primérna hodnota 0,201 potvrzuje vyskyt inbreedingu. Charakteristiky jednotlivych lokust

jsou uvedeny v tabulce €. 16.

47




Tab. 16 Charakteristiky jednotlivych lokusu. Fst — fixacni index, Fis — index inbreedingu
odhadnuty programem FSTAT. Ho — pozorovana heterozygotnost, He — ocekavanad
heterozygotnost, *= pravdeépodobny vyskyt nulovych alel.

Lokus Ho He Fst Fis

BL130* 0,247 0,360 0,428 0,313
BL144 0,119 0,140 0,114 0,149
Lsou05* 0,368 0,553 0,325 0,335
BL161 0,013 0,014 0 0,032
BL1153 0,185 0,190 0,063 0,026
Lsoul9 0,136 0,174 0,125 0,221
Lsou29 0,356 0,368 0,336 0,033
BL12B 0,006 0,020 0 0,679
Lsou34* 0,576 0,679 0,175 0,152
Lsou08* 0,563 0,691 0,052 0,185
LceCl1* 0,476 0,635 0,197 0,250
RSer10* 0,397 0,482 0,347 0,176
N7K4* 0,447 0,516 0,258 0,132
CypG24* | 0,328 0,460 0,155 0,287
Celkovée 0,301 0,377 0,236 0,201

Hodnota Fis koeficientu —0,5 byla nejnizsi v lokusech N74K a Lsou29 v populaci
z feky Ljuta, nejvyssi hodnoty 0,659 doséahla v lokusu BL12B v populaci z feky Cernica (tab.
17). Ve vSech populacich krom¢ Ljuty byly hodnoty pozitivni, coZ naznauje piitomnost
Ljuta a nejvysSi Fis s hodnotou 0,342 byl zjiStén u populace zieky Vrijeka. Vysledky
z populace zifeky Ljuta ovSem mohou byt zkreslené kvili malému poctu jedincl. Druha
Musnica s hodnotou 0,276 a populaci z feky Cernica s hodnotou Fis 0,276. VSechny uvedené

hodnoty jsou shrnuty v tabulce ¢. 17.
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Tab. 17 FIS index — koeficient inbreedingu vypocitany zvlast pro vsechny lokusy i populace
v programu FSTAT. NA — data nejsou k dispozici.

Lokus Zalomka Cernica Vrijeka MusSnica Ljuta
BL130 0,036 0,150 0,577 0,582 NA
BL144 NA 0,223 0,116 NA NA
Lsou05 | 0,308 0 0,551 0,616 0,286
BL161 0 0 NA NA NA
BL1153 | 0,028 0,143 NA 0,143 NA
Lsoul9 | 0,169 0,308 NA 0 NA
Lsou29 [-0,018 0,169 0,375 0,190 -0,500
BL12B NA 0,659 NA NA NA

Lsou34 | 0,081 0,192 0251 0,391  —0,286
Lsou08 | 0,146 0241 0,506 0,024  —0,200
LeeCl | 0,349 0301 0265 0,143 0,143
RSerl0 | 0272 0293 0,380  -0,161 NA
N7K4 | 0348 0,631 —0011 0280  —0,500
CypG24 | 0288 0286 0,634 0,054 NA
Celkové | 0,202 0276 0342 0,222  —0,263

Vsechny populace vykazovaly sniZzenou pozorovanou heterozygotnost oproti
hodnota pozorované heterozygotnosti 0,206 dosahla v populaci z feky Vrijeka, o¢ekavana
hodnota byla 0,304. Nejvyssi hodnota pozorované heterozygotnosti 0,376 byla zjiSténa
v populaci z feky Musnica, hodnota ofekavané heterozygotnosti byla 0,442. Druhé nejnizsi
hodnota pozorované heterozygotnosti 0,286 byla zjiSt€éna v populaci zieky Ljuta
s o¢ekavanou hodnotou 0,205. Nésledovala populace z feky Cernica s hodnotou 0,292, u které
hodnota oc¢ekavané heterozygotnosti byla 0,390. Pro populaci ze Zalomky méla pozorovana
heterozygotnost hodnotu 0,362 a hodnota 0,444 ocekavané heterozygotnosti byla u této
ocekavané. Pozitivni hodnoty reflektuji pfemiru homozygotii v populacich, coz mize byt
zptisobeno genetickym driftem nebo piibuzenskym kiiZzenim. Hodnoty ocekavané a

pozorované heterozygotnosti pro vSechny lokusy a populace jsou uvedeny v tabulce €. 18.
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Tab. 18 Hodnoty pozorované a ocekavané heterozygotnosti pro kazdy lokus a populaci

z programu GenAlEx. Ho — pozorovand heterozygotnost, He — ocekavand
heterozygotnost.

Pop Zalomka Cernica Vrijeka Musnica Ljuta

Lok Ho He |Ho He Ho He Ho He |Ho He
BL130 0,607 0,618 10,300 0,346 |0,080 0,183 0,250 0,539 |0,000 0,000
BL144 0,000 0,000 |0,357 0,450 (0,240 0,211 0,000 0,000 [0,000 0,000
Lsou05 (0,429 0,605 |0,034 0,034 |0,292 0,628 0,333 0,790 |0,750 0,531
BL161 0,033 0,033 10,033 0,033 {0,000 0,000 0,000 0,000 [0,000 0,000
BL1153 (0,379 0,383 10,214 0,245 {0,000 0,000 0,333 0,278 |0,000 0,000
Lsoul9 (0,367 0,433 10,200 0,283 {0,000 0,000 (0,111 0,105 [0,000 0,000
Lsou29 (0,100 0,097 10,214 0,253 |0,269 0,419 0,444 0,512 |0,750 0,469
BL12B |0,000 0,000 | 0,065 0,122 {0,000 0,000 |0,000 0,000 [0,000 0,000
Lsou34 |[0,667 0,712 10,419 0,509 |0,542 0,704 0,500 0,750 |0,750 0,531
Lsou08 (0,714 0,820 (0,613 0,791 0,320 0,629 (0,667 0,625 (0,500 0,375
LceCl1 0,500 0,751 |0,600 0,801 |0,240 0,318 0,714 0,735 |0,500 0,500
RSer10 |0,538 0,722 10,423 0,584 |0,167 0,265 0,857 0,694 |0,000 0,000
N74K 0,300 0,449 (10,143 0,376 |0,615 0,597 (0,429 0,541 |0,750 0,469
CypG24 0,433 0,596 10,467 0,639 |0,115 0,305 0,625 0,617 0,000 0,000
Prumér |0,362 0,444 10,292 0,390 [0,206 0,304 (0,376 0,442 (0,286 0,205
SE 0,065 0,080 10,052 0,067 ]0,053 0,069 |0,075 0,081 [0,094 0,066

Po vylouceni populace z feky Ljuta byla vypoctena allelic richness. Hodnoty allelic

richness byly v rozsahu od 1 v né€kolika lokusech do 5,955 v lokusu Lsou08 v populaci z feky

v

populaci z fek Vrijeka s hodnotou 2,538 a Zalomka s hodnotou 2,963. Nejvyssi pramérna

hodnota 3,161 byla zjiSténa u populace zieky Musnica. Hodnoty allelic richness pro

jednotlivé lokusy a populace jsou uvedeny v tabulce €. 19.
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Tab. 19 Allelic richness vypocitané programem FSTAT pro 4 populace.

Lokus Zalomka Cernica Vrijeka Musnica
BL130 3,210 2,812 1,919 2,986
BL144 1,000 2,502 1,826 1,000
Lsou05 3,538 1,207 4,680 5,445
BL161 1,200 1,200 1,000 1,000
BL1153 1,983 1,875 1,000 1,975
Lsoul9 1,994 2,087 1,000 1,667
Lsou29 1,600 2,168 2,604 3,544
BL12B 1,000 1,482 1,000 1,000
Lsou34 4,402 3,253 4,719 4,693
Lsou08 5,955 5,069 3,722 4,000
LceCl 4,649 5,286 2,805 4,571
RSerl10 4,856 2,893 2,574 5,549
N7K4 3,022 2,453 4,067 3,835
CypG24 3,085 2,958 2,627 2,993
Celkové 2,963 2,660 2,538 3,161

Pairwise F¢. pro dvojice studovanych populaci odhalil signifikantni genetickou

diferenciaci mezi populacemi (tab. 20). Hodnoty nabyvaly rozsahu od 0,1043 mezi
populacemi z fek Zalomka a MuSnica, coz zna¢i mirnou genetickou diferenciaci, do 0,3958
mezi populacemi z fek Cernica a Ljuta, coz znaci extrémné velkou genetickou diferenciaci.
Mirna diferenciace byla dale zjiSt€éna mezi populacemi z fek Cernica a Musnica. Populace
zteky Ljuta vykazovala s ostatnimi populacemi extrémné velkou diferenciaci, stejné tak

populace z fek Cernica a Vrijeka. Mezi ostatnimi populacemi byla zjisténa velka diferenciace.

Tab. 20 Celkovd hodnota parového Fsr (genetické distance) mezi populacemi z programu

GenePop.
Zalomka Cernica Vrijeka Musnica
Cernica  0,2256
Vrijeka  0,2388 0,3418
Musnica  0,1043 0,1357 0,2367
Ljuta 0,3393 0,3958 0,2999 0,3213
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4.2.3 Odhad efektivni velikosti populace

Efektivni velikost populace zfeky Zalomka byla odhadnuta na 19 jedinci, z feky
Cernica na 25 jedincd, odhad pro populaci z Vrijeky byl 46 jedinct a pro populaci z feky
Musnica 32 jedincii. Odhad efektivni velikosti populace z feky Ljuta nebylo mozné urcit
z davodu nedostatecného poctu vzorki. V tabulce €. 21 jsou uvedeny odhady efektivni
velikosti populace s 95% konfiden¢nim intervalem (nezndmy parametr lezi v konfiden¢nim
intervalu s 95% pravdépodobnosti). Hodnota infinite znamena nekonec¢no, ale data nejsou

spolehliva v ptipad¢ nizkého poctu analyzovanych jedincii (feka Musnica).

Tab. 21 Odhad efektivni velikosti populace vypocitané v programu NeEstimator. 95% Cls
znamenda konfidencni interval. Hodnota infinite znaci nekonecno, alev pripade

nedostatecného poctu jedincii (Musnica) nejsou data spolehliva.

Populace Odhad Ne®  95% Cls
Zalomka 19 10-46.8
Cernica 25,1 11-130,7
Vrijeka 459 16,4—infinite
Musnica 31,6 3,0—infinite

52



5 Diskuse

Tato prace se zaméfila na studium populacné-genetické struktury, ve které byla
zhodnocena genetickd variabilita druhii ryb rodu Telestes — T. metohiensis a T. dabar z péti
lokalit v oblasti krasovych polji vychodni Hercegoviny. Dostupny material blizce ptibuzného
druhu 7. miloradi byl rovnéz zatazen do analyz. Prace zahrnovala analyzu cytochromu b
a mikrosateliti. Celkem byla izolovdna DNA ze 102 jedincii. Pro analyzy mitochondrialni
DNA bylo pouzito celkem 87 sekvenci o délce 1140 bp. Do analyzy mikrosateliti bylo
pouzito 100 jedinct a do naslednych analyz zahrnuto 14 lokusi z 16 amplifikovanych.
Jednotlivé druhy ryb byly dfive popsédny jen na zadkladé morfologickych odlisnosti
(Bogutskaya et al., 2012).

Genetickd variabilita je dtlezitd z hlediska vhodné adaptace na zménu podminek a
slouzi k zajisténi dlouhodobého ptezivani populace. Mira genetické variability je ovlivnéna
pusobenim driftu, ktery zpisobuje ztratu variability z divodu ndhodné fixace alel.
Proti genetickému driftu pisobi selekce, kterd prosazuje vyhodné varianty gent a jejich fixaci
zvySuje rozmanitost. Vysledky obou analyz poukazuji na obecné¢ nizkou genetickou

variabilitu jednotlivych populaci, mezi kterymi je ale signifikatnni diferenciace.

Analyza cytochromu b jednozna¢né oddélila pouze druh 7. miloradi zteky Ljuta
od ostatnich druhti. Struktura haplotypové sit¢ druhu 7. metohiensis ze tfech lokalit —
Zalomka, Cernica, Musnica a nizkd hodnota p-distance naznacuje velkou genetickou
podobnost téchto populaci. Jedinci pochdzejici z teky Musnica méli velmi ridznorodé
haplotypy. Pouze jeden haplotyp byl sdileny s populaci z feky Zalomka, ostatni byly unikatni.
Haplotypy z populace feky Musnica se od sebe liSily o sedm mutacnich kroki, proto byla
hodnota wvnitropopulacni genetické distance vyssi (0,2) nez genetickd distance mezi
populacemi zfek Zalomka a Cernica (0,1). Vysledky analyzy molekuldrni variance
(AMOVA) 1 pairwise Fgst v8ak ukazaly velkou az extrémni miru genetické diferenciace mezi
témito populacemi. Miru diferenciace vyjadiuje Fsr index, ktery signalizuje omezeny genovy
tok mezi jednotlivymi populacemi a odrazi tak vliv genetického driftu.

Nejvyssi p-distance byla zjiSténa mezi populacemi z fek Ljuta a Vrijeka, nejvyssi mira
diferenciace na zakladé¢ Fsr u cytochromu b byla vSak prokédzédna mezi populacemi z fek
Cernica a Ljuta. Populace z feky Ljuta ukédzala extrémni miru genetické diferenciace oproti

ostatnim populacim, jak na mitochondridlnim markeru, tak na mikrosatelitech.
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Nizk4d hodnota p-distance a mirnd geneticka diferenciace mezi tfemi populacemi
Zalomka, Mugnica a Cernica potvrdila velkou podobnost populaci. Reka Musnica leZi v polji
Gatacko mezi obéma lokalitami. Pti zaplavach dochazi k propojeni fek Zalomka i Musnica
(Bogutskaya et al., 2012) a vysledky naznacuji, ze by mohlo dochéazet k migraci ryb mezi
témito lokalitami. Zda se jedna pouze o propojeni nadzemnich tokti v obdobi zaplav nebo i o
podzemni propojeni, neni jasné. V oblasti je pfitomny vysoky pocet estavel, které umoziuji
migraci z nizsich ¢asti do vyssich, migrace tedy miize probihat z polje Nevesinjsko do polje
Gatacko, které lezi ze vSech uvedenych polji v nejvyssi nadmoiské vySce. Gatacko polje a
mohou vyuzivat i tohoto propojeni. Pfipadnd migrace by byla vazana na vysku podzemni
vody a nemusi se vztahovat na kazdou generaci. Dabarsko polje i1 Konavovsko polje jsou
momentalné uzaviené¢ deprese. Populace zobou lokalit vykazuji silnou genetickou
diferenciaci jak mezi sebou, tak i s ostatnimi lokalitami, coz je diisledkem jejich izolace, neni
vSak mozné zjistit, kdy k izolaci doslo.

Buj et al. (2017) se ve své praci zabyvali molekuldrni diverzitou rodu Telestes, coz
vedlo k lepSimu porozuméni geologické historie mediteranni oblasti a pomohlo odhalit
lokélni pfi¢iny distribuce druh. Vysledky odhadnutého c¢asu divergence zalozené na
analyzach cytochromu b a nuklearniho markeru RAG1 korespondovaly s udéalostmi, které
v této oblasti v minulosti nastaly. Haplotypova diverzita byla u druht 7. metohiensis a T.
dabar relativné vysokd, u T. metohiensis vy$$i. Primérnd p-distance mezi témito druhy byla
0,7 %, tedy vyssi nez u mych vysledkl, kde se pohybovala v rozmezi 0,4-0,6 %. U obou
druhlt byl zpozorovan nizky pocet haplotypii (6 — 7. metohiensis a 7 — T. dabar). U T.
miloradi byl v obou piipadech zjistén pouze jeden a ten samy typ haplotypu, coZ odrazi jeho
izolaci, byl ovSem k dispozici maly pocet vzorkl. V dalsi praci Buj et al. (2019) porovnavali
genetickou strukturu dvou vétvi druhu Telestes pleurobipunctatus na izemi Recka a Albénie.
Byly popsany dvé vétve — severni a jizni a hlavni pfi¢inou rozdéleni byl vyzdvih pohoti
Pindos. Geneticka vzdalenost mezi obéma vétvemi byla vysoka s hodnotami mezi 2,8—4 %.
Hodnoty vnitini variability se pohybovaly od 0,1 do 0,9 %, hodnoty byly vyssi nezZ u mych
vysledkl. Byla zjiSténa silna genetickd diferenciace a neptitomnost genového toku a vysledky
poukazovaly na vysokou diverzitu mezi jednotlivymi populacemi. Je mozné, ze v fekéach zije
n¢kolik riznych druht, pro dalsi vyzkum je vSak potteba 1 morfologicka studie.

V mé praci byly nejvyssi hodnoty nukleotidové a haplotypové diverzity zaznamenany
u druhu 7. metohiensis, coz znaci, ze velikost populace je dlouhodobé rozsahlejsi. Populace

z feky Musnica vykazovala nejvyssi nukleotidovou diverzitu, coz korespondovalo s vysledky
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vnitini variability, kterd byla u této populace také nejvyssi, a vysledky odpovidaly centralni
poloze mezi dvéma lokalitami. Vysledky testii neutrality vysly negativné. Negativni vysledky
obou testli neutrality mohou dokladat selektivni sweep, ktery vede ke snizeni genetické
diverzity, nebo recentni expanzi populace po bottlenecku. Negativni hodnota Tajima’s D
muze byt dokladem davného bottlenecku, ktery vede ke ztraté¢ heterozygotnosti a vymizeni
vzacnych alel. Je pravdépodobné, ze dochazi k lokalni izolaci v krasovych oblastech relativné
Casto diky velké proménlivosti prostiedi, ktera je disledkem evorze a lokalni tektonické
aktivity.

Tato teorie odporuje vysledkiim autorti Palandaci¢ et al. (2012), kteti zkoumali a
potvrdili migraci v podzemi u druhu Delminichthys adspersus v jiznim Chorvatsku. Vyzkum
byl zalozeny na analyze cytochromu b a osmi mikrosatelitovych lokusech. Recentni populacni
expanze byla vylouc¢ena a zadny bottleneck zpozorovan nebyl, coz podporuje teorii, Ze
geologicka oblast byla v dobé glacialti refugiem. Vysledky genetické studie v kombinaci
s hydrologickymi daty dolozily opakujici, i kdyz limitovanou, podzemni migraci. Nizka
diferenciace rovnéz mohla byt diisledkem nedavné izolace populaci. Hvézdicovita struktura
haplotypové sit€¢ a nizkd nukleotidova diverzita poukazuji na druhou moZnost, ovSem
mikrosatelitova data podporuji moznost nepravidelné migrace.

Pozitivni hodnoty koeficientu inbreedingu naznacuji pfemiru homozygotii v populaci.
Signifikantni hodnota Fis byla zaznamenana u vSech populaci, coz miize byt teoreticky
vysvétleno nendhodnym parovanim mezi jedinci, které vede k inbreedingu. Toto neni
pravdépodobné, spise jde o velmi nizkou genetickou diverzitu malé populace po bottlenecku.
Inbreeding sniZuje genetickou variabilitu a ma negativni dopad na fitness jedincu, ktefi se
hife adaptuji na zmény. MlZe byt ovlivnén sniZenou hodnotou efektivni velikosti populace,
ktera byla u vétSiny populaci prokazana. Pozitivni hodnoty koeficientu inbreedingu se také
muzou objevovat u populaci, které prodélaly bottleneck (Boessenkool et al., 2007, Lambert et
al., 2005). Snizena geneticka diverzita v disledku bottlenecki se objevuje piedevsim
u podzemnich druhti, které se izoluji a adaptuji na nové stabilni podminky (Poulson & White,
1969). Pricinou nizké diverzity by také mohl byt founder effect (efekt zakladatele), kdy maly
pocet jedincli dal vzniknout nové populaci, ale vtomto pifipadé Slo spiSe o izolaci
subpopulace druhu, ktery byl v minulosti Siroce rozSifeny v dané oblasti, a néslednou
speciaci.

Mala populace je obecné nachylnéjsi k vyskytu inbreedingu a je vystavena plisobeni
genetického driftu. Populace je také citlivéjsi k demografickym zménam a adaptivni potencial

populace je redukovdn. Hodnoty snizené pozorované heteryzogotnosti oproti ocekdvané
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taktéz potvrdily nizkou diverzitu a snizené fitness jedinct. Odhad nulovych alel byl pouzit ke
zjisténi ztraty heterozygotnosti, napt. Wahlundovym efektem. Pfitomnost nulovych alel byla
zaznamenana na nékterych lokusech, ale jen dva lokusy, které vykazovaly soucasn¢ i nizkou
variabilitu, byly z nésledujich analyz vytazeny. Ostatni vylouceny nebyly, aby nedoslo k vétsi
ztrat€ dat. Dabrowski et al. (2014) srovnavali rizné programy na detekci nulovych alel a dosli
k zavéru, Ze tyto programy nejsou spolehlivé, pokud je analyzovan mensi pocet jedincl

a pokud populace neni v Hardy-Weinbergové rovnovaze.

Druh Telestes miloradi byl do této prace zatazen jen pro orientacni srovnani, bylo
k dispozici malo jedinct a vysledky je tfeba brat s rezervou. Na zaklad¢ nepublikovanych
vysledkli genomickych nuklearnich dat pomoci metody ddRADSeq bylo zjisténo, Ze je druh
T. miloradi velmi podobny T. dabar (J. Vuki¢, osobni sdélent).

Analyza mitochondridlniho markeru cytochromu b jasn¢ ukazala, ze T. miloradi a T.
dabar si na mitochondridlni DNA nejsou tak podobni, a 7. dabar a T. metohiensis jsou
ptibuznéjsi. Na haplotypové siti cytochromu b se 7. miloradi 1181 od T. dabar o vice nez 25
mutacnich krokli a p-distance mezi druhy 7. miloradi a T. dabar byla nepatrné vyssi (2,5 %)
nez mezi druhem 7. miloradi a populacemi druhu 7. metohiensis (2,3-2,4 %), zatimco na
zaklad¢é analyzy mikrosatelitd program Structure tyto dvé populace sloucil, a az pii vétSim
poctu K = 5 je oddélil. Pro srovnani, p-distance na zékladé cytochromu b mezi 7. dabar a
populacemi druhu 7. metohiensis se pohybovala mezi 0,4—0,6 %. Ackoliv vysledky z analyzy
mikrosatelitti u druhu 7. miloradi je tieba brat s rezervou, shoduji se s analyzou genomovych
nuklearnich dat a spolecn€ ukazuji na neshodu mezi mitochondrialni a nuklearni DNA. Je
mozné, ze v ptipad¢ 7. dabar mohlo dojit k davné mitochondrialni introgresi predka druhu 7.
dabar s druhem piibuznym s 7. metohiensis nebo jeho pfedkem a nasledné doSlo ke speciaci.
Hybridizace hraje velkou roli ve fylogenezi a speciaci a je mozné ji odhalit pouze kombinaci
mitochondrialnich a nuklearnich markerti. Jedna se o velmi cCasty jev, ktery se objevuje u
blizce ptibuznych druhti (Allendorf et al, 2001, Arnold, 1997, Arnold et al., 1999), ale mtize
se objevit i u druht geneticky vzdalenéjsSich (Freyhof et al., 2005). Nejcastéji byla hybridizace
prokazana pravé u kaprovitych ryb (Scribner et al., 2001). Mitochondrialni introgrese je
specificky pfipad hybridizace, ktery v extrémnich ptipadech vede k nahrazeni
mitochondridlnitho genomu dvou druhG (mitochondridlni past). Objevuje se, pokud je
pfitomny geneticky tok mezi dvéma populacemi, mezi kterymi dochézi k hybridizaci. Hybridi
se poté opétovné zkiizi s parentdlni populaci (Rhymer et al., 1996). Zjisténi mitochondrialni

introgrese miiZze byt jedind cesta k odhaleni hybridizace v minulosti u druhti, u kterych doslo
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k alopatrické speciaci (Weisrock et al., 2005). Introgrese je ovlivnéna selekci a genetickym
driftem. Za urcitych okolnosti mize introgresi ovliviiovat drift, ktery umoziluje fixaci mirné
Skodlivych alel v malych populacich. Pokud se v mtDNA v jedné populaci fixuje dostatek
téchto alel, primérné fitness mtize byt nizsi nez u pribuzného druhu ve stejné oblasti. Selekce
by poté zapficinila introgresi mtDNA z populace s vyssi fitness do populace s fitness nizsi
(Ballard & Whitlock, 2004).

Mitochondrialni introgresi u dvou druhti rodu Squalius na Balkanském poloostrové
se zabyvali Perea et al. (2016). Byla zjisténa mitochondridlni introgrese druhu Squalius
keadicus u dvou populaci druhu Squalius peloponensis z povodi Miras a Pamissos v Recku
(jih Peloponéského poloostrova). Nukledrni analyza odhalila ptislusnost jedinct z téchto dvou
populaci k druhu S. peloponensis, zatimco mitochondridlni genom klastroval s druhem
S. keadicus. K introgresi pravdépodobné doslo disledkem sekundarniho kontaktu mezi
populacemi. Recentni paleogeografické udélosti mély pravdépodobné vliv na divergenci
mitochondrialni linie. Béhem pleistocénu dochézelo k mnoha tektonickym pohybtiim, které
doslo 1 u druhu 7. miloradi. Krasova oblast je dynamické prostiedi, voda si nachédzi cestu
riznymi puklinami a roz$ifuje prostor nebo méni smér. Dochézi k propojeni raznych toka
nebo jejich izolaci, ¢asto muize dojit k jejich opétovnému spojeni a populace, které byly
dlouhou dobu izolovany, se opé&t zkiizi.

Dalsi pfipad mitochondridlni introgrese byl zjistén u druhu Scardinius dergle zijiciho
v Bosn¢ a Hercegovine (Freyhof et al., 2005). Scardinius dergle je morfologicky jasné
identifikovatelny jako ¢len rodu Scardinius, ale analyza mitochondridlniho genu cytochromu
b odhalila podobnost sekvenci s druhem Squalius tennelus, se kterym Zije sympatricky. Ani
u jednoho jedince se neobjevily morfologické znaky rodu Squalius nebo znaky spolecné
pro oba druhy. Squalius tennelus byl nasbiran v povodi jezera Busko, které bylo vytvofeno
v 60. letech stavbou piehrady na fece Ricina. Scardinius dergle byl chycen v jezirkach
pod ptehradou. V dnesni dobé se druhy v jezirkdch spole¢né nevyskytuji, ale ziji spolecné
v jezefe Busko (Freyhof et al., 2005). Mitochondridlni introgrese byla dale zjiSténa napf.
u cichlid z jezera Victoria (Meyer et al., 1990) nebo u koljusek z Sesti jezer v Britské

Kolumbii (Taylor & McPhail, 2000).

Oblast krasu byla vzdy nejvice studovéna z hlediska podzemni fauny, tzv. troglobiontti
(Sket, 1999, Sket & Zaksek, 2009, Fiser et al., 2002). V ponornych fekéach se vyskytuje velké

mnozsvi Zivocichi, ktefi jsou pfizplsobeni k Zivotu v podzemnich vodach, tzv. stygobionti.
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Nizka geneticka variabilita je typickd pro mnoho vodnich Zivoc¢ichl Zzijicich v podzemi,
napt. Gammarus minus (Culver, 1982). V Mexiku byla na zdklad¢ analyzy cytochromu b
a mikrosatelitli zhodnocena geneticka diverzita jeskynni ryby Astyanax (Strecker et al., 2003).
Byly porovnany ctyfi jeskynni populace (Pachon, Sabinos, Tinaja, Chica) se ctyfmi
populacemi druhu Astyanax fasciatus zijictho v fekach v oblasti Yucatdnu. Analyza
mikrosateliti odhalila, Ze tfi ze Ctyf jeskynnich populaci (kromé Chica) vykazovaly velmi
nizkou variabilitu a mezi jednotlivymi populacemi nebyl zjistén genovy tok. Nizka variabilita
bottlenecky, které jsou odrazem environmentalnich podminek jako jsou pfisun zivin ¢i
kolisani hladiny podzemni vody. Byla také zjiSténa mitochondrialni introgrese. Na zakladé
mitochondrialni analyzy jeskynni populace Pachon klastrovala spole¢né s populaci Zijici
v povrchovych vodach, ale mikrosatelity odhalily ptislusnost k podzemnim populacim. Autofti
se ovSem domnivaji, Ze introgresi zapfiCinila zatim jesté neobjevena jeskynni populace, ktera
je ptizptuisobena zivotu v podzemi. Dalsi molekularni vyzkum jeskynnich ryb rodu Lucifuga
probihal na Kubé a Bahamdach. Vysledky naznacily rychlou evoluci béhem poslednich par
milioni let, kdy paleogeografické udalosti mély vliv na formovéni soustrovi. Byla zjisténa
silna geograficka struktura linii a druhd z divodu dlouhodobé izolace (Garcia-Machado et al.,
2011). Distribuce haplotypu ukazuje, ze v né€kolika piipadech byly u jeskynnich ryb zjistény
jedine¢né haplotypy mtDNA, coz své€d¢i o velmi omezeném nebo zZadném toku genti mezi
relativné blizkymi geografickymi lokalitami (Slatkin & Maddison, 1989; Martin a
Bermingham, 2000). Na zdkladé¢ metody RAPD byla zkoumana nukleotidova diverzita Ctyt
druhti jeskynnich ryb v Thajsku. Vyzkum vychazi z ptedpokladu, Ze Zivocichové Zijici
v podzemi maji niz$i populacni velikost nez populace Zijici na povrchu (Borowsky et al.,

2001).

Vysledky mé prace ukazaly, ze populace druhit 7. dabar 1 T. metohiensis maji nizky
pocet jedincli, populace nejsou geneticky variabilni a aredl jejich vyskytu je velmi maly.
Z toho vyplyva, ze oba druhy jsou zna¢n¢ zranitelné a ohrozené. V soucasnosti je v databazi
IUCN veden pouze druh T. metohiensis, ktery je zatfazen do kategorie zranitelny, avSak podle
mapy IUCN jeho aredl chybn€ zahrnuje nejen areal druhlQ 7. metohiensis, T. dabar a T.

miloradi, ale 1 mnohem v¢&tsi izemi.

Krasova polje patii mezi oblasti, které¢ jsou vysoce ohrozeny antropogenni ¢innosti.

Vystava prehrad a tuneli brani zdplavam, ¢imz dochazi k narusSeni celého ekosystému.
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Cerpani podzemni vody, zemédélstvi a zneéiiténi ohrozuji nejen podzemni Zivoéichy.
Neméné¢ dualezitym faktorem je i introdukce neptivodnich druhii. Naptiklad Telestes v tece
Musnica nebyl v poslednich letech nalezen, jelikoz se na mist¢ rozmnozily oukleje (Alburnus
neretvae) (J. Vuki¢, osobni sdé€leni). Klimatické zmény a oteplovani mohou mit rovnéz

negativni dopad na Zivot ryb, jelikoz zminéné druhy ziji v chladnéjsich vodéch.
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Byla zhodnocena genetickd variabilita druhu Telestes dabar, T. metohiensis a
orienta¢né i 7. miloradi.

Celkem bylo analyzovano 102 jedincti z 5 lokalit v oblasti krasovych polji ve
vychodni Hercegoving a jiznim Chorvatsku.

Pro analyzy byl pouzit mitochondridlni marker cytochrom b a 14 mikrosatelitovych
lokust.

Bylo ziskdno 87 sekvenci cytochromu b o délce 1140 bp a byla zjisténa délka
mikrosatelitovych alel u 100 jedinct.

Geneticka variabilita jednotlivych populaci byla velmi nizka.

Negativni vysledky testd neutrality na zakladé analyzy cytochtomu b poukazuji
na selektivni sweep, nebo recentni expanzi populaci po bottlenecku.

Analyzou cyt b byl jednozna¢né oddélen pouze druh 7. miloradi od ostatnich dvou
druht.

Vysledky u druhu 7. dabar mohou naznacovat mitochondridlni introgresi.

Pomoci Fis koeficientu byla potvrzena pfitomnost inbreedingu v populacich.

Populace maji nizkou efektivni velikost, jsou nachylnéjsi k demografickym zméndm
a jejich adaptacni potencidl je redukovan.

Ryby jsou ohrozeny budovanim kanalti a hrazi, které maji branit zaplavam a které
zpiisobuji vysychani polji.

Pro dalsi vyzkum by bylo vhodné ziskat vyssi pocet vzorkli predevSim druhu 7.

miloradi a provést analyzu sou€asné a minulé migrace na zakladé genetickych dat.
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Prilohy

Ptiloha €. 1 Protokol pro izolaci DNA-Genomic DNA Mini Kit, prevzato z www.geneaid.com

Genomic DNA Mini Kit (Tissue)

For research use only

Sample: up to 30 mg of tissue (tallsnips, liver, kidney, brain, adipose tissue, earpunches, Insacts eic.)
Yield: 10-20 pg (0.5 cm of mouse 1ail, 20 mg of mouse kver), 20-50 pg (20 mg of mouse kidney)
Format: spin column

Time: within 30 minutes

Elution volume: 30-200

Storage: dry at room temperature (15-25°C)

introduction

The Genomic DNA Mini Kit (Tissue) was designad specifically for purifying intal DNA (inchuding genomic, mitochondrial and
viral DNA) from a variety of tissue and Insect samples. The provided micropestie can efficiently homogenize tissue samples
to shorten the time in the Lysis Siep. Proteinase K and chaotropic salt are used 1o lyse cells and degrade protein, allowing
DNA to be easily bound by the glass fiber mairix of the spin colunwn. Once any contaminants have been removed, using a
Wash Buffer (containing ethanot), the purified DNA is eluted by a low salt Elution Buffer, TE or waler. The entire procedure
can be completed without phenolichioroform exiraction or alcohol precipitation. The purified DNA (approximately 20-30 kb)
Is sultable for use in PCR or other enzymatic reactions.

Quallty Control
The quality of the Genomic DNA Mini Kit (Tissue) is tested on a lot-io-jot basis by isolating genomic DNA from a 20 mg mouse
liver sample. The purified DNA (more than 10 pg with an A260/A280 ratio of 1.8-2.0} s quaniified with a spectropholomeler

and analyzed by electrophoresis.

Component GT004 GT050 GT100 GT300 Package Size Catalogue Number
GT Buffer 3ml 30 ml 30 ml 75 ml Gonommiz DA Mini IR §Piood/Cultwed G
GBT Buffer aml 40 ml 20 ml 75 ml Blood/Cultured Cell) 10/25 preps GDMO010/25
W1 Buffer 2ml a5ml 25 ml 130 ml
= 50/100/300 preps | G5050/100/300
Wash Buffer 1 mi 25 mi 25ml 50 ml 100 preps: P10
(Add Ethanol) (4 mi) (100ml) | (100 mi) (200 mi) 10/25 preps GPMO10/25
- [ ]
Proteinase K 1mg 11mg 11mg x2 | 65mg 100/300 preps GBY100/300
(Add ddH,0) (0.1 mi) (1.1 mi) (1.1mix2) | (6.5ml)
Elution Buffer 1Tml 30 ml 30 ml 75 mi 100/300 preps GMB100/300
GS Columns, 4 50 100 300 | 100700 progs |
T —  m—i = Con e —
4 1] 100 30

*“Add absolute ethanol (see the bottle label for volume) to the Wash Buffer prior to intial use
“*Add ddH,0O (see the botiie label for volume) fo prepare Proteinase K (voriex fo dissolve and spin down) and siore at 4°C

Caution
GBT Buffer containe guanidine hydrochioride. During operation, always wear a lab coat, disposable gioves, and prolective
goggles.

Genomic DNA Mini Kit (Tissue) Functional Test Data

Figure 1. Genomic DNA from a variely of tiesue samples wes exdrecied using the Genomic DNA Minl Ki (Tissue). The
memm»)_mwmmwmm-ﬁmﬂ

2 = Mouse Tol

3 = Fish Muscle

4 = Fruit Fly (Drosophile)

M =Geneaid 1 Kb DNA Ladder

g w

=)

Ver.02.10.17 Page 10f2 www.geneaid.com
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Genomic DNA Mini Kit (Tissue) Protocol

IMPORTANT BEFORE USE

* Add ddH,O (see the bottie label for volume) IoplaparaPrulaInaseK(vnﬂaxtodlunlvosﬂsplnduwn)andsbraa“"c
» Add abslute ethanol (see the bottie label for volume to the Wash Buffer prior to Initial
+ Addltional requi : microcentrifuge tubes, al ethanol, (opﬂonaI)RNaaeA(m mg/mi), ddH,O

« Cut up to 30 mg of animal tissue (or 0.5 cm of mouse tail) then transfer it to a 1.5 ml microcentrifuge tube.
NOTE: If tissue has a higher number of cells (e.g. spleen or liver), reduce the starting material to 10 mg.
Tissue * Use the provided Micropestle to grind the tissue to a pulp.
Dissociation + Add 200 pl of GT Buffer to the tube and homogenize the sample tissue by grinding.
+ Add 20 pl of Proteinase K to the sample mixture then shake vigorously and incubate at 60°C for 30 minutes.
NOTE: During incubation, invert the tube every 5 minutes.
+ Add 200 pl of GBT Buffer then shake vigorously for 5 seconds.
E Incubate at 80°C for at least 20 minutes to ensure the lysate is clear. Inkubace na 56°C pfies celocu noc \
NOTE: During incubation, invert the tube every 5 minutes. If insoluble material is present following incubation,
Step 1 centrifuge for 2 minutes at 14-16,000 x g then transfer the supernatant to a new 1.5 ml microcentrifuge tube.
Lysis At this time, preheat the required Elution Buffer (200 pul per sample) to 60°C (for Step 4 DNA Elution).
Optional Step: RNA Degradation (If RNA free gDNA is required, perform this optional step)
+ Following 60°C incubation, add 4 pl of RNase A (10 mg/ml) to the sample lysate then shake vigorously.
* Incubate at room temperature for 5 minutes.

+ Add 200 pl of absolute ethanol to the lysate then immediately shake vigorously for 10 seconds.

Step 2 NOTE: If precipitate appears, break it up as much as possible with a pipette.
DNA * Place a GS Column in a 2 ml Collection Tube.
Binding « Transfer the mixture (including any precipitate) to the GS Column then centrifuge at 14-16,000 x g for 2 minutes.

+ Discard the 2 ml Collection Tube then transfer the GS Column to a new 2 ml Collection Tube.

* Add 400 pl of W1 Buffer to the G8 Column then centrifuge at 14-16,000 x g for 30 saconds.
= Discard the flow-through then place the GS Column back In the 2 mi Collection Tube.
Step 3 = Add 800 pl of Wash Buffer (make sure ethanol was added) to the GS Column.
Wash o Centrifuge st 14-18,000 x g for 30 seconds.

Discard the flow-through then place the G8 Column back In the 2 mi Collection Tube.
s Cantrifuge for 3 minutes at 14-16,000 x g fo dry the column matrix.

Standard elution volume is 100 pl. If less sample is to be used, reduce the elution volume (30-50 pl) to increase DNA concentration. If
higher DNA yield is required, repeat the DNA Elution step to increase DNA recovery and the total elution volume to approx. 200 pl.

Step 4 + Transfer the dried GS Column to a clean 1.5 ml microcentrifuge tube. pridédno 75ul Elution Buffer,

DNA Elution * Add 100 pl of pre-heated Elution Buffer or TE to the CENTER of the column matrix. 5 min absorpce, centrifuga
* Let stand for at least 5 minutes to ensure the Elution Buffer or TE is completely absorbed.
+ Centrifuge at 14-16,000 x g for 30 seconds to elute the purified DNA.

2x opakovano

Troubleshooting
Possible Reasons/Solution

Too much tissue was used
* |f using more than 30 mg of tissue, separate into multiple tubes.
Sample fissus was not lysed completely
» Add additional Proteinase K and exiend the incubation tme In the Lysis Step.
Clogged Column . Wmhwmmhzmmn1+1nghmmbmmuw

Precipitate was formed at DNA Bmdlng step
* Reduce the sample material.
* Following ethanol addition, break up any precipitate as much as possible prior to loading GS Column.
Sample tissue was not lysed completely
* Add additional Proteinase K and extend the incubation time in the Lysis Step.
Column was clogged at DNA Binding step
* Following the Lysis Step, remove the insoluble debris by centrifugation.
Low Yield * Prior to loading the column, break up the precipitate in the ethanol-added lysate.
Incorrect DNA Elution Step
* Ensure that the Elution Buffer or TE is added to the center of the GS Column matrix and is absorbed completely.
Incomplete DNA elution
* Elute twice to increase the DNA recovery.
Residual ethanol contamination
* Following the Wash Step, dry the GS Column by centrifuge at 14-16,000 x g or incubate at 60°C for 5 minutes.

Eluted DNA does not

perform well in RNA/Protein contamination
downstream + Perform optional RNA Degradation step/reduce the sample amount.
applications Genomic DNA was degraded
* Use fresh samples or freeze fresh samples in Aquid nitrogen immediately and store at -80°C.
Ver.02.10.17 Page 2 of 2 www.geneaid.com
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Priloha €. 2 Frekvence alel v jednotlivych populacich vygenerované programem FSTAT.

Populace: Zalomka Cernica Vrijeka Musnica Ljuta
Locus: BL130

N 28 30 25 8 4

79 0.393 0.017 0.000 0.000 0.000
85 0.107 0.100 0.900 0.188 1.000
87 0.464 0.800 0.080 0.625 0.000
89 0.018 0.033 0.020 0.188 0.000
93 0.018 0.050 0.000 0.000 0.000

TTTTT

Locus: BL144

N 28 28 25 7 4
p:122 1.000 0.696 0.880 1.000 1.000
p: 126 0.000 0.054 0.000 0.000 0.000
p: 130 0.000 0.250 0.120 0.000 0.000

Locus: Lsouw05

N 28 29 24 9 4
:177 0.000 0.000 0.042 0.000 0.000
:185 0.536 0.000 0.083 0.000 0.000
:187 0.036 0.000 0.583 0.278 0.000
:189 0.000 0.000 0.063 0.167 0.000
:191 0.321 0.983 0.104 0.278 0.000
:193 0.000 0.017 0.063 0.000 0.125
:195 0.000 0.000 0.000 0.000 0.625
:201 0.036 0.000 0.063 0.000 0.000
:203 0.036 0.000 0.000 0.111 0.250
:205 0.036 0.000 0.000 0.056 0.000
: 207 0.000 0.000 0.000 0.111 0.000

T © T T T T T T T T T

Locus: BL161

N 30 30 26 9 4
p:195 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000
:197 0.983 0.983 1.000 1.000 1.000
p:199 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000

©

Locus: BL1153

N 29 28 26 9 4
p:220 0.741 0.857 1.000 0.833 1.000
p:222 0.259 0.143 0.000 0.167 0.000

Locus: Lsoul9

N 30 30 26 9 4
p: 178 0.683 0.833 1.000 0.944 1.000
:180 0.317 0.017 0.000 0.056 0.000
p: 182 0.000 0.150 0.000 0.000 0.000

©
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Locus: Lsou29
N 30 28

:312 0.000 0.036
:314 0.950 0.857
:316 0.017 0.107
:318 0.017 0.000
:320 0.000 0.000
:322 0.000 0.000
:324 0.017 0.000

Locus: BL12B
N 30 31

:149 0.000 0.048
:151 1.000 0.952

Locus: Lsou34
N 30 31

:230 0.450 0.016
:232 0.200 0.032
:234 0.017 0.016
:236 0.100 0.661
:240 0.183 0.226
:242 0.000 0.000
:246 0.000 0.000
:248 0.033 0.016
:250 0.000 0.000
:252 0.000 0.032
:254 0.017 0.000
:256 0.000 0.000

Locus: Lsou08
N 28 31

:191 0.089 0.081
:193 0.018 0.081
:195 0.054 0.129
:197 0.250 0.323
:199 0.089 0.194
:201 0.089 0.194
:203 0.089 0.000
:207 0.286 0.000
:209 0.036 0.000

26
0.000
0.731
0.000
0.000
0.212
0.019
0.038

26
0.000
1.000

24
0.083
0.146
0.021
0.479
0.000
0.000
0.000
0.000
0.188
0.021
0.042
0.021

25
0.000
0.000
0.060
0.520
0.300
0.080
0.020
0.020
0.000

9
0.056
0.667
0.167
0.111
0.000
0.000
0.000

0.000
1.000

0.125
0.313
0.000
0.313
0.000
0.000
0.063
0.188
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.333
0.500
0.083
0.083
0.000
0.000
0.000

4
0.000
0.000
0.000
0.000
0.625
0.375
0.000

0.000
1.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.625
0.250
0.125
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.750
0.250
0.000
0.000
0.000
0.000
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Locus: LceC1
N 30 30

: 87 0.033 0.083
: 89 0.317 0.117
: 93 0.333 0.250
: 95 0.017 0.133
: 97 0.017 0.067
: 99 0.150 0.000
:101 0.117 0.033
:103 0.017 0.317

Locus: RSer10
N 26 26

:183 0.077 0.000
:185 0.250 0.077
:187 0.038 0.000
:189 0.096 0.423
:191 0.038 0.481
:193 0.442 0.000
:197 0.038 0.000
:199 0.000 0.019
:201 0.019 0.000

:205 0.000 0.000
Locus: N7K4
N 30 28

: 150 0.000 0.000

152 0.183 0.054
154 0.717 0.179
156 0.033 0.000
158 0.033 0.768
160 0.000 0.000
162 0.033 0.000

Locus: CypG24

N 30 30
133 0.083 0.450
137 0.017 0.000
139 0.500 0.333

:141 0.383 0.217
:145 0.017 0.000

25
0.020
0.820
0.060
0.040
0.060
0.000
0.000
0.000

24
0.042
0.854
0.000
0.042
0.000
0.042
0.000
0.000
0.000
0.021

26
0.019
0.058
0.596
0.192
0.058
0.058
0.019

26
0.077
0.058
0.827
0.038
0.000

7
0.071
0.000
0.571
0.214
0.000
0.000
0.071
0.071

0.000
0.000
0.071
0.500
0.143
0.071
0.143
0.000
0.000
0.071

0.000
0.000
0.643
0.071
0.143
0.000
0.143

0.313
0.000
0.500
0.188
0.000

4
0.000
0.000
0.500
0.000
0.000
0.000
0.500
0.000

0.000
1.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.375
0.625
0.000
0.000

0.000
0.000
1.000
0.000
0.000
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Piiloha ¢&. 3 Frekvence genotypii v jednotlivych populacich vygenerované programem
GenePop, dveé rady cisel predstavuji urcitou kombinaci alel, napv. 79/79, 79/85, 85/85 atd.

Locus: BL130

Pop  Genotypes:

79 79 85 79 85 87 87 89 85 87 89
79 85 85 87 87 87 89 89 93 93 93 Total

Zalomka 4 2 1 121 6 1 0 1 0 O 28
Cernica 0 0 1 1 4 201 0 0 2 1 30
Vrijeka 0 0 22 0 1 1 1 0 0 0O 25
Musnica 0 0 1 01 4 1 1 00 0 8
Ljuta. 004 00O0OO0OO0OO0OTOTPO 4

Total: 4 2 29137 314112 1 95

Locus: BL144

Pop  Genotypes:
122 122 122 126 130
122 126 130 130 130 Total

Zalomka 28 0 0 0 O 28
Cernica 152 7 1 3 28
Vrijeka 190 6 0 O 25
Musnica 7 0 0 0 O 7
Ljuta 4 0000 4
Total: 73 2 131 3 92

Locus: Lsou05

Pop  Genotypes:

177 185 185 187 189 185 187 189 191 187 191 1593 193 195 185 189 191 201 195 203 185

191 207
177 185 187 187 189 191 191 191 191 193 193 193 195 195 201 201 201 201 203 203 205

205 207 Total
Zalomka 0 100 1 0 8 0 0 400 000101001110 28
Cernica 0O00OOOOO®20100O0O0O0O0O0OO0OO0OO0OO0OSQO0 29
Vrijeka 104111 0102101000101 000©O0©0 24
Musnice 0 0 0 2 1 011 10000O0O0DO0CO0DO0ODO0DI11IO0T1I1 9
Ljuta 0O00OOOOOOOODOODI1I1O0O0OODCOD?2OQ0O0TO0TP©O 4
Total: 1104 142 82 1351111111112 2121 9
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Locus: BL161

Pop Genotypes:
195 197 197
197 197 199 Total

Zalomka 0 29 1 30
Cernica 1 29 0 30
Vrijeka 0 26 0 26
Musnica 0 9 0 9
Ljutaa 0 4 0 4
Total: 1 97 1 99

Locus: BL1153

Pop Genotypes:
220 220 222
220 222 222  Total

Zalomka 16 11 2 29

Cernica 21 6 1 28

Vrijeka 26 0 0 26

Musnica 6 3 0 9

Ljuta. 4 0 0 4

Total: 73 20 3 96
Locus: Lsoul9

Pop Genotypes:
178 178 180 178 182
178 180 180 182 182 Total

Zalomka 15 11 4 0 O 30
Cernica 22 1 0 5 2 30
Vrijeka 26 0 0 0O 26
Musnica 8 1 0 00 9
Ljuta 4 0 0 00O 4

Total: 75 13 4 5 2 99



Locus: Lsou29

Pop  Genotypes:

312 312 314 314 314 318 314 320 320 314 322
312 314 314 316 318 318 320 320 322 324 324

Zalomka 0 0 27 1 1 0 0 0 O 1 0
Cernica 1 0 226 0 0 0 O 0O o0 o
Vrijeka 0 0 16 0 0 0 5 3 0 1 1
Musnica 0 1 4 3 0 1 0 0 O O O
Ljuta 0 00 00O O O 1 3 0 o
Total: 1 1 6810 1 1 5 4 3 2 1
Locus: BL12B
Pop  Genotypes:

149 149 151

149 151 151 Total
Zalomka 0 0 30 30
Cernica 1 1 29 31
Vrijeka 0 0 26 26
Musnica 0 0 7 7
Ljuta 0 0 4 4
Total: 1 1 96 98
Locus: Lsou34

Pop  Genotypes:

Total

28
26

97

230 230 232 230 230 232 234 236 230 232 236 240 240 240 230 240 246 248 232 236

250 232
252 236 250 232

230 232 232 234 236 236 236 236 240 240 240 240 242 246 248 248 248 248 250 250

250 252
252 254 254 256

Zalomka 7 4 1 1
Cernica 0 0 1 O
Vrijeka 1 0 1 1
Musnica 0 0 2 O
0 00O

Ljuta

Total: 8 4 5 2 3 5 1 257 3 10 3 2

0 3 0
001
110
2 10
0 0 O

O |
o o ©
o o ©
o o ©
= o ©
N o O
= o ©
o o O
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o o ©
O = ©

16 3 010020O0O0O0O0O0O0O0I11O0O0
151 0 101 0 001 0O0O0OO0OO0OOT11ITO0TU0TO

O = O

1211124111211

o o N
o o &
© o~
o o -
o o ©
o o -
o o~
o o~

Total

30
31
24
8
4
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Locus: Lsou08

Pop Genotypes:

191 193 193 195 191 193 195 197 191 195 197 199 193 197 199 201 197 201 203 191 197

199 201 203 207 207
191 193 185 195 197 197 197 197 199 199 199 199 201 201 201 201 203 203 203 207 207

207 207 207 207 209 Total
Zalomka 0 0 0 0213200110111 1013111232 28
Cernica 21 200053110519 01000O000O0000O0°O0 31
Vrijeka 0O0o00O0OO0OO0OO0OS3100024%600110100100O0O0TGQ0C 25
Musnica 0 0 01 0021 0010O010O0O0O0O0O0OO0O0OO0OO0O0OTGO0O 6
Ljuta 0O00O0OOOOO2O002O00O0O0OO0OO0OO0OOODSOOSOOOSOODO0O 4

Tota: 2 1 2 1 2 1 13181 1 6 121 112 3 11 1 3 2 1 1 2 3 2 94

Locus: LceCl

Pop Genotypes:

87 87 89 87 93 89 93 95 89 93 95 93 99 93 97 99 101 93 95 97 101 103
87 89 89 93 93 95 95 95 97 97 97 99 99 101 101 101 101 103 103 103 103 103

Total
Zalomka 0 2 8 0 6 1 0 0O OOOS5131200O0WO010 30
Cernica 1 320402102 1000000323125 30
Vrijeka 01180 1 2 00 2 1 00 0O0OO0ODO0ODO0ODO0ODO0ODO0ODO0ODTDO 25
Musnica 0 0 0 1 2 01 1 00 0OO0OT1O0O0O0OT1O0O0OTO0TFTO0 7
Ljuta 00O0O010O0O0ODOO0OCOOO2O0O0I1O0O0OO0OTO0OTDO O
Total: 1 6 281 143 3 2 2 3 1 51 6 1 214 3 135 96

Locus: RSerl10

Pop Genotypes:
183 185 187 185 187 189 189 191 183 185 189 191 193 189 193 191 191 189 197
185 185 187 189 189 189 191 191 193 193 193 193 193 197 197 199 201 205 205 Total

Zalomka 1 5 1 1 0 0 0 o0 3 1 4 1.6 0 2 0 1 0 O 26
Cernica 0 2 0 0 O 6 10 7 0 0 O O O o0 O 1 0 0 O 26
Vrijegka 2 19 01 o0 0O O O O O O O 1 O O 0 O 1 0 24
Musnica 0 0 0 0 1 1 2 0 0 0 1 0 O 1 0 0 0o 0 1 7
Ljuta c 4 o000 O O O O O OO O O O 0 O o o 4
Total: 3 301 2 17 127 3 1517121111 87
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Locus: N7K4

Pop  Genotypes:
152 154 154 156 152 154 156 158 154 156 154
152 154 154 154 156 156 158 158 158 158 160 160 162

Zalomka 3 0 5 17 o0 1 0 2 O O O O 2
Cernice 1 0 12 3 0 O 0O 3 0 20 0 0 O
Vrijeka o129 6 1 1 2 0 0 1 2 1
Musnica 0 0 0 3 1. 0 0 O O 1 O 0 2
Ljuta o o o0 o0 o 0o o0 o0 3 1 0 o0 0O
Total: 41 8 32 7 2 1 7 3 22 1 2 5

Locus: CypG24

Pop  Genotypes:
133 133 133 137 139 133 139 141 139
133 137 139 139 139 141 141 141 145 Total

Zalomka 0 1 4 0 9 0 7 8 1 30
Cernica 8 0 5 0 6 6 3 2 0 30
Vrijegka 2 0 0 3 20 0 0 1 O 26
Muspical 0 2 0 2 1 2 0 O 8
Ljuta 0 0 0 0 4 0 0 O0 O 4
Total: 11 1 11 3 41 7 12 11 1 98
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Piiloha ¢. 4 Grafy zndzornujici pozorovanou a ocekavanou heterozygotnost v lokusech
Jednotlivych populact spocitané v programu GenAlEx a zpracované v programu Microsoft
Excel. Ho = pozorovand, He = ocekavana.
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Musnica
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