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Abstrakt

Korytovité pfehradni nadrze jsou charakteristické vyskytem specifickych horizontalnich
environmentalnich gradientld a umoznuji tim vyskyt nékolika druhd perloo¢ek komplexu
Daphnia longispina v jedné nadrzi. V disledku preference rozdilnych podminek se vyskytuji
jednotlivé druhy na rozdilnych lokalitach. Mym cilem bylo zanalyzovat pomoci deseti
mikrosatelitovych marker(i detailni taxonomickou a klondlni strukturu téchto perloocek na
podélném gradientu prehradni nddrze Zelivka a porovnat ji mezi dvéma sezénami. Zaroveri mi
byly poskytnuty vzorky nové objevené kryptické mitochondridlni linie pravé ze Zelivky. Byla
potvrzena nendhodnost vyskytu jednotlivych druh( i jejich hybrid( v pfehradni nadrzi. Zaroven
se potvrdilo, Ze taxonomické sloZeni nadrze je ve dvou po sobé nasledujicich sezénach
v prostoru relativné stalé. Distribuce jednotlivych klon( se naopak ukazala jako znacné
heterogenni, a to jak v ¢ase, tak v prostoru. Klonalni diverzita rodicovskych druhi byla
prokazatelné vyssi nez u jejich hybridl. To by mohlo znamenat, Ze mezi rodi¢ovskymi genomy
existuji reprodukéni bariéry. Bylo nalezeno i nékolik klond, které se vyskytovaly opakované na
podobnych lokalitach, coz naznaduje, Ze jsou nékteré klony schopné prezimovat u dna nadrzi a

dalsi sezdonu se znovu vyskytuji na podobné lokalité.

Abstract

Canyon shaped reservoirs are characteristic by specific environmental horizontal gradients,
so they enable existence of several species of the Daphnia longispina complex in one water
body. Due to preference of distinct environmental conditions Daphnia species occurre in the
different localities. The aim of my thesis was to analyze detail taxonomical and clonal structure
of Daphnia longispina group by ten microsatellite markers on longitudinal gradient and
compare it between two consecutive seasons. Simultaneously | received newly discovered
divergent mitochondrial lineage from Zelivka reservoir. It was confirmed, that the distribution
of species and their hybrids in water reservoir was non-concidental and the taxonomic spatial
distribution is in two consecutive seasons relatively constant. On the contrary the spatial and

temporal distribution of clones was very heterogeneous. Clonal diversity in the interspecific
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hybrids was lower than in the coexisting parental species. This finding supports the hypothesis,
that there exist reproductive barriers between parental genomes. Most of the clones were
substantively variable, but several clones that occurred in both seasons in similar localities were
found. It is possible that some clones are able of overwintering in hypolimnion and in the spring

recolonized similar localities.

Klicova slova: mezidruhova hybridizace, perloocky, environmentalni gradienty, mikrosatelity,

klondalni diverzita

Key words: interspecific hybridization, cladocerans, environmental gradients, microsatellites,

clonal diversity
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1 Uvod

Environmentdlni gradienty v korytovitych prehradnich nddrzich mohou vytvaret pro
planktonni Zivocichy znaéné rozdilné podminky uvnitf nadrze. Jedna se o specifické
prostiedi, kdy v jedné nadrzi mizeme nalézt oblasti s velkym mnoZstvim potravy a s velkym
predacnim tlakem, a zaroven nachazime oblasti, kde je potravy velmi malo a je velmi maly
predacni tlak. Distribuce perloo¢ek rodu Daphnia je v téchto podminkach obvykle
heterogenni, jednotlivé druhy preferuji riizné oblasti. V nadrzich tak mtizeme nalézt druhy
preferujici jak oligotrofni vody, tak eutrofni vody. V disledku gradient( a rozdilné preference

prostiedi jednotlivymi druhy se zde mohou vytvaret charakteristické hybridni zony.

1.1 Prehradni nadrze

s e

pro zadrzeni vody, a to jak pitné, tak pro zemédélské zavlahy. Ndsledné se zacaly budovat
pro chov ryb, jako zdroj energie a v neposledni fadé i kvlli rekreaci (Straskraba a Tundisi,
1999). Ve stfedni Evropé je nejstar$i nadrzi Jordan, ktery se nachézi v Cechach ve mésté

Téabor. Historické literdrni prameny udavaji jeho vznik do roku 1492 (Broza a kol., 2005).

Prehradni nadrze se na prvni pohled mohou jevit velmi podobné jezer(im, maji mnoho
spoleénych, ale i fadu rozdilnych rysd. Udolni korytovité nadrze vznikaji prehrazenim teky.
V nddrzi tak mizeme najit charakteristicky gradient hloubky, ktery sleduje plvodni sklon
feky (Straskraba, 1998). V pritoku je tedy hloubka nejmensi a smérem ke hrazi nartsta. U
jezer byva nejvétsi hloubka vétSinou v oblasti jeho stfedu. Odtok z nadrzi byva ¢asto ode dna
nadrzi, u jezer byva naopak povrchovy. U nadrzi byva odtok jesté mnohdy ovlivnén vodnimi

elektrarnami, které jsou rlizné vyuzivany v pribéhu dne.



Dalsi rozdilnosti je ptitok. Pfehrady mivaji obvykle jeden hlavni pfitok, ktery do nadrze
pfinasi znacné mnoZstvi materidlu. Z biologického hlediska jsou vyznamné Ziviny ovliviujici
primarni produkci (predevsim slouceniny dusiku a fosforu), dale byva pritokem prinaseno
mnozstvi nerozpusténych ¢astic a mnohé dalsi. V pfitoku do nadrze proto byva velké
mnozstvi Zivin, ale i ¢astic zpUsobujicich zakal (Straskraba, 1998). V pfitoku dochazi k
vyraznému zpomaleni toku, coZ ma za ndasledek zvyseni sedimentace v horni ¢asti nadrze a
smérem ke hrazi sedimentace ubyva. Voda pfi zpomaleni totiz ztrati unaseci schopnost a
velké ¢astice klesaji z vodniho sloupce ke dnu (Sloff, 1997). V nadrzich také nalézame jeden
prevladajici smér proudéni vody, a to od pfitoku ke hrazi. U vétsiny jezer byva distribuce

vody ovliviovana spiSe vétrem (Straskraba, 1998; Hejzlar a Vyhnalek, 1998).

S pritokem vody v nadrZi a gradientem hloubky je spjat dalsi faktor, a to doba zdrZeni.
Doba zdrieni zavisi na mnozstvi pFitékajici vody a objemu nadrze. Cim je doba zdrzeni vétsi,
tim spiSe se bude moci vyvinout teplotni stratifikace nadrze. Jako minimalni doba zdrZzeni pro
vytvoreni teplotni stratifikace se povazuje 10 dni (Straskraba, 1998). Predstavuje to dobu,
ktera je potrebna pro uklidnéni vodni masy. Doba zdrZeni je u nddrzi mnohem kratsi nez u
vétsiny jezer (Straskraba, 1998). Doba zdrzeni také podstatné ovliviiuje kvalitu vody v
podélném profilu. Voda v pfitoku obsahuje velké mnozstvi undSeného materidlu, ktery se
zpomalenim proudu zaéne klesat ke dnu. To, kolik se ho dostane z vodniho sloupce do
sedimentq, zavisi na velikosti ¢astic, michani a na dobé zdrzeni. Doba zdrzeni ale také
ovliviiuje to, kolik €asu maji primarni producenti na zpracovani zivin. Cim del$i bude doba
zdrzeni, tim spiSe bude dochazet k jejich vycerpdani. Ma-li tedy nadrz velkou dobu zdrzeni,
bude se u hraze nachazet voda s podstatné méné Zivinami, mensim zakalem, a tedy i vétsi
prahlednosti nez voda v pritoku (Thornton a kol., 1990, podle Straskraba, 1998).

V neposledni fadé se nadrze od jezer lisi i velikosti povodi. Velikost povodi u prehradnich

nadrzi byva az radové vétsi nez u jezer (Thornton a kol., 1990, podle Straskraba, 1998).

Jak je tedy vidét, prehradni nadrze vytvareji pomérné novy typ prostredi, ktery se znaéné
liSi od jezer. Vyskytuji se v nich jedinecné environmentdlni gradienty, které se jinak bud’
vibec neobjevovaly, nebo byly velmi vzacné. V disledku toho mizeme nachazet nové typy

prostfedi a nové gradienty.



1.2 Gradienty v korytovitych prehradnich nddrZich

V prehradnich nadrzich se vyskytuje mnoho environmentalnich gradientl, nékteré se
vyskytuji i v jezerech, jiné jsou unikatni pro prehrady. Takovy unikatni gradient nadrzi je
naptiklad gradient Zivin a gradient zakalu, které jsou nejsilnéjsi v pfitocich a smérem ke hrazi
sldbnou. Nékteré gradienty dokdzou vytvofit v jednotlivych ¢astech nddrze znaéné rozdilné
podminky, a tak se v jedné nadrzi mize vyskytovat mnoho druhu, které by se jinak pospolu v
jezere vyskytly jen vyjimecéné. To je napfiklad jiz vySe zminény gradient Zivin, kdy v pfitoku
muze byt velké mnoZstvi potravy a u hraze jiz nikoliv. Mzeme tak nalézt v pfitoku druhy
preferujici eutrofni vody a u hraze zas druhy preferujici spiSe oligotrofni prostredi (Seda a
kol., 2007a; Petrusek a kol., 2008a). Pro zpfehlednéni rozdélim environmentalni gradienty na

vertikalni a horizontalni.

Vertikalni gradienty se vyskytuji mnohem castéji nez horizontalni gradienty a midzeme je
nalézt i mimo prehradni nadrze. Mezi nejcastéjsi vertikalni gradienty patfi gradient teploty,
svétla a kysliku. Gradient teploty vznikd u nadrzi, které jsou dostatecné hluboké a maji
urcitou dobu zdrZeni vody. Pokud by byly pfilis mélké, mohlo by dochdazet k michani vody
v celém objemu a teplotni gradient by se nevytvofil (Straskraba a Tundisi, 1999). Pfi
vytvareni teplotniho vertikalniho gradientu zalezi v nasich podminkach jesté na ro¢ni dobé

(Straskraba, 1998).

Podobny priabéh jako gradient teploty ma v letnim obdobi v nasich nadrzich i gradient
kysliku. V Cechéch se €asto vyskytuji eutrofni nadrie, a tomu odpovida i jejich
charakteristicka letni distribuce kysliku. Ta se fidi podle klinogradni krivky, kdy se nejvice
kysliku vyskytuje u hladiny a smérem ke dnu ho ubyva (Lampert a Sommer, 2007). Do vody
se dostava vyménou s atmosférickym kyslikem na hladiné a diky autotrofim. Do hloubky se

pak dostavd pomoci jarniho a podzimniho michani (Lampert a Sommer, 2007).

Posledni vyznamny vertikalni gradient predstavuje gradient svétla. Nejvice svétla se v
nadrzich i jezerech vyskytuje u hladiny a smérem ke dnu ho ubyva. Zalezi predevsim na
mnozstvi ¢astic ve vodnim sloupci. Vodni prostfedi ovliviuji predevsim dvé slozky svétla.

Jednak je to viditelné spektrum svétla, které ovliviiuje orientaci organismu a predevsim



produkci fytoplanktonu, a déle je to infracervena slozka svétla, ktera zplUsobuje ohfivani
vody. Ve stojatych vodach tak rozliSujeme dvé zény. V prvni z nich je dostatek svétla a nazyva
se eufotickou zénou. Druha z nich, ve které je svétla nedostatek a produkce je mensi nez

respirace, se nazyva afotickd zéna (Lampert a Sommer, 2007).

Tyto vertikalni abiotické gradienty mohou zna¢né ovliviiovat distribuci organisma. Teplejsi
vrstvu vody mohou napfiklad preferovat nékteré ryby, naptiklad kaprovité (Prchalova a kol.,
2009). Gradient teploty nepfimo ovliviiuje viskozitu vody a ta vzplyvani fytoplanktonu a
dalSich organism(. Gradient kysliku rovnéz ovliviiuje mnoho organismu, vétsina se bude
vyhybat oblastem s nizkou koncentraci kysliku, ptipadné az mistlim s anoxii. Na druhou
stranu jsou i organismy, kterym docasné anoxické prostredi nevadi. To je zndmé napfiklad
pro nékteré ryby, jako je blatriak americky (Rahel a Nutzman, 1994) nebo pro larvy rodu
Chaoborus (Diptera), které vyuzivaji hypoxickych vrstev jako ukryt pred preddatory (Stratton a
Kesler, 2007). Posledni ze jmenovanych gradient(, gradient svétla, ovliviiuje nejen produkci
fytoplanktonu, ale i orientaci organismu a vyskyt predatoru a jejich kofisti. Nékteré jezerni
perloocky jsou znamé diurnalni migraci slouzici k uniku pred predatory (Longhi a Beisner,

2009; Lampert, 1989; Gido a kol., 2002).

Pro udolni prehradni nadrze jsou vsak specifické horizontalni gradienty (obr. 1). Nékteré
horizontalni abiotické gradienty, pfedevsim gradient mezi litordlem a pelagidlem, se v
jezerech vyskytuji také, ale nejsou zdaleka tak vyrazné jako v nadrzich. Jednim z
nejtypictéjsich horizontdlnich gradient( je gradient hloubky (Straskraba, 1998). Dalsim
charakteristickym znakem nadrzi je pfitok, ktery prinasi velké mnozstvi materidlu, at uz Zivin,
¢i jen nerozpusténych anorganickych ¢astic, a podporuje tak vznik typickych nadrzovych
gradient(. Ziviny i zakal jsou dal$imi vyznamnymi gradienty charakteristickymi pravé pro

prehrady.

Gradient hloubky je v udolnich prehradnich nadrzich jasné patrny. V pfitoku je hloubka
nejmensi, u hraze naopak nejvétsi (Straskraba, 1998). Je to tim, Ze nadrze postavené
prehrazenim reky kopiruji jeji pavodni tok, ktery byl po gravitatnim spadu. Gradient hloubky
pfimo ovliviiuje mnoho dalsich gradient( a faktord. S narGstajici hloubkou ubyva svétla v

nadrzi. Pokud se tedy v pfitoku na dné vyskytuji fototrofni organismy, brzy se mlze hloubka



zvétsit natolik, Ze svétla bude na dné nedostatek (Caputo a kol., 2008). S narustajici
hloubkou se zvétSuje i velikost vodniho sloupce a s nim klesa teplota u dna, v eutrofnich
nadrzich béhem letni stratifikace zpravidla i mnozstvi kysliku. V neposledni fadé gradient
hloubky sleduji i ryby, jejichZ nejvétsi mnoZstvi nalézame v hornich ¢astech nadrze, kde je

mala hloubka (Prchalova a kol., 2008).

Vétsina prehradnich nadrzi ma zpravidla jeden hlavni pfitok. S nim se do nadrZe dostdavaji i
zZiviny vcetné sloucenin fosforu a dusiku. Od ptitoku smérem ke hrazi pak Zivin ubyva a jejich
ubytek tak predstavuje gradient (Hejzlar a Vyhnalek, 1998; Caputo a kol., 2008). Tento
gradient Zivin nejvice ovliviiuje bakterioplankton a fytoplankton, ktery ma své nejvétsi
hustoty v horni ¢asti nddrze (Gasol a kol., 2002; Caputon a kol., 2008). Bakterioplankton a

fytoplankton ndasledné ovliviiuje vyskyt jednotlivych druh( perloocek, pro které je potravou.

s ]

Gradientzivin (N, P), fytoplanktonu, predace a zékalu

Gradienthloubky a prihlednosti

1

Obrazek 1: Schéma prehradni nadrze Zelivka. Horni zeleny klin pfedstavuje gradient Zivin, predace, zakalu a
fytoplanktonu. V ptitoku nachazime nejvice zivin, véetné fosforu a dusiku, nejvice fytoplanktonu a rovnéz
nejvétsi zakal a predaci. Od pritoku smérem ke hrazi tyto gradienty sldabnou. Naopak spodni modry klin
predstavuje gradienty hloubky a prihlednosti. Hloubka i prihlednost od pritoku smérem ke hrazi vzrista.

Graf byl inspirovan podle ¢lanku (Petrusek a kol., 2008a).
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S Zivinami se do nadrze dostavaji ale i anorganické ¢astice, které zplsobuji zakal a po
zpomaleni toku i sedimentaci. A pravé sedimentace je dalSim vyznamnym horizontdlnim
gradientem. Nejvétsi je v pfitocich a v hornich oblastech nadrze, kde se bude hromadit
nejvétsi mnozZstvi sedimentujiciho materialu (Sloff, 1997). MnoZstvi sedimentl muze rovnéz
vyznamneé ovliviiovat biotu v nadrzi. Napfiklad se jednd o ,,banky” dormantnich stadii
rGznych organismd, ktera se ukladaji na dno. Pokud jsou tato dormantni stadia zanesena
sedimenty, nebudou moci pfirozené pokracovat ve svém vyvoji, pokud nedojde k naruseni
sedimentu. Toto mliZe nastat naptiklad u dormantnich stadii perloocek v efipiich (Vani¢kova

a kol., 2010).

V prehradnich nadrzich existuje samoziejmé mnohem vice horizontalnich gradientd,
naptiklad gradient zakalu, gradient pH, bakterioplanktonu, nicméné pro perloocky v nasich
podminkach nejsou zifejmé tolik podstatné. Detailnéji jsem se gradientdm v korytovitych

prehradnich nadrzich vénoval ve své bakalafské praci (Stodola, 2010).

1.3 Perloocky rodu Daphnia

Perloocky rodu Daphnia (Crustacea, Cladocera) jsou vSudyptitomni obyvatelé pevninskych
vod na vsech kontinentech s vyjimkou Antarktidy (Adamowicz a kol., 2009). Jsou objektem
mnoha biologickych disciplin, jako jsou limnologie, obecna ekologie, ekotoxikologie,
populacni a evolucéni genetika atd. Perloocky maji mnoho predpokladli pro to, aby byly
idedlnim modelovym organismem pro ekologicky vyzkum (Seda a Petrusek, 2011; Colbourne
a kol., 2005). Mezi nejvyznamnéjsi jisté patfi jejich reprodukce. Maji pfimy vyvoj, jejich
generacéni doba je kratkd, velké populace mohou vzniknout po kratkém ¢ase a ty mohou i
diky klonalni reprodukci rychle reagovat na environmentalni zmény. Pomérné snadno se
chovaji. Jsou prahledné, takze funkce jejich orgadn( jsou viditelné zvendi. Snaska vajicek je
v jejich vajecné komurce, coZz umoznuje jednoduché pocitani potomstva. Jsou pomérné malé
(v radech milimetr(), takZe se daji pozorovat okem a pfitom se stale da s jednotlivci bez
problém0 manipulovat. VétSinou se rozmnoZuji cyklickou partenogenezi (Hebert, 1987;

Hobaek a Larsson, 1990; Seda a Petrusek, 2011). Partenogenetické mnozeni jim umoznuje
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v dobrych podminkach rychlé rozmnozovani. Pokud nastanou horsi podminky (zplsobené
naptiklad nedostatkem potravy), zacnou se mnoZit pohlavné a produkovat dormantni stadia
(obr. 2). Perloocky jsou vyznamnym ¢lankem potravniho fetézce pevninskych stojatych vod,
konzumuji zejména fytoplankton (tj. primarni producenty) a samy jsou konzumovany
planktonoZzravymi predatory. V. mnoha jezerech a nadrzich jsou pocCetné velmi vyznamné a
mohou predstavovat klicovy druh. Toto centrdlni postaveni v potravni nabidce z nich déla
vhodny objekt pro studium adaptaci a mnoha interakci uvnitt potravniho fetézce (Lampert,

2006).

Po vétsSinu roku se perloocky rozmnoZzuji nepohlavné. V urcité fazi roku vséak mohou zacit

produkovat pohlavni jedince, a to samecky a pohlavni samice. K tomu dochazi jen velmi

partenogeneze)

Ch’\\

U
0‘ 5)
:E}ﬁ ' sexualni
asexualni rozmnoZovani rozmnozovani

}\ "ll-r.\__{"\f i / . HJ:I
A\ "'-'--_—r
v
diapauza

Obr. 2: Cyklicka partenogeneze u perloocek rodu Daphnia (autorka schématu Katleen Van Der Gucht;
schéma upraveno podle Petruseka a kol. (2008a) a Decaesteckera a kol. (2009). Cyklicka partenogeneze
se u perloocek sklada ze dvou cykll, nepohlavniho a pohlavniho. Nepohlavni rozmnoZovani (zelené)
probiha prevaznou ¢ast roku, samice se mnozi partenogeneticky. K pohlavnimu rozmnozovani (Cervené)
dochazi v obdobi zhorsenych podminek, kdy se rodi i samci a v populaci se vyskytnou efipidlni samice.
Jejich vysledkem jsou dvé dormantni vajicka (embrya ve stadiu gastruly), uloZzena v chitindzni schrance

zvané efipium. Z té se lihne nepohlavné se rozmnoZujici generace samicek.



kratce - v fadu tydnli (Machacek a kol., 2012). Nastup pohlavniho rozmnozovani je obvykle u
perloocek vyvoldn vnéjsimi faktory, jako jsou zména fotoperiody, dostupnost potravy,
teplota i vyskyt predatorli (Hobaek a Larsson, 1990; Seda a Petrusek, 2011; Lampert, 2006).
Po spareni se samci efipidlni samice vyprodukuji oplodnéna dormantni vajicka (embrya ve
stadiu gastruly), kterd jsou po dvou uloZena v chitindzni schrance zvané efipium. V této
schrance jsou schopny prezit obdobi nepfiznivych podminek, a to po dobu i nékolika desitek,
vyjimecné az sto let (Caceres, 1998; Brendonck a De Meester, 2003). Z téchto vajicek se za

pfiznivych podminek vylihnou samice, které se mnozi asexualné.

Pokud vsak ke zhorSeni podminek vibec nedojde, nebo jsou podminky dostatecné pro
preziti jedincli, mohou asexudlné se mnozici jedinci prezit pomérné dlouhou dobu, aniz by
museli tvofit efipia. Jsou znamé i populace perloocek, které nevyuzivaji dormantnich stadii a
dlouhodobé prezivaji i obdobi nepfiznivych podminek jako dospélé pohlavni samice. Jedna
se naptiklad o perloocky D. galeata a D. pulicaria v tatranskych jezerech, které prezimuji pod

ledem (Hamrova a kol., 2011; Slusarczyk, 2009).

Pokud k pohlavni produkci sameck( a pohlavnich samic dojde u rlznych blizce pfibuznych
druh ve stejny okamzik, je mozné, Ze z divodu nedostatecnych izola¢nich bariér mize dojit
ke krizeni. Jakmile nastanou pfihodné podminky, mohou se vylihnout hybridi, ktefi se dale
mnoZi nepohlavné, a mohou dosahnout takového poctu, Ze se v dané oblasti stanou

dominantnimi nad rodic¢ovskymi druhy (Schwenk a Spaak, 1995).

Jedny z nej¢astéji se vyskytujicich perloocek ve stfedni Evropé jsou perloocky komplexu
Daphnia longispina. Rod Daphnia je navic ¢asto nejhojnéjsim planktonnim herbivorem ve
sladkovodnich nadrzich (Machacek a Seda, 2006). Mezi né patti D. cucullata Sars, D. galeata
Sars a D. longispina (znama také jako D. hyalina, vice v praci Petrusek a kol., 2008b).
Jednotlivé druhy jsou si pomérné podobné, navic mohou vlivem nékolika faktor(i ménit tvar
téla, coz stézuje jejich rychlé a snadné urcovani (Dlouhad a kol., 2010). Nejvétsi zmény
muzeme sledovat pfi vyskytu riznych kairomon pochdzejicich od predator( perloocek.
Kairomony jsou chemické latky, které prokazuji pfitomnost dravce a jeho kofist tak mize na
jeho vyskyt reagovat. Pfi jejich vyskytu mohou perloocky vyznamné zmeénit tvar nebo

velikost svého téla a velikost snisky (Weber a Vesela, 2002; De Meester a Weider, 1999).
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Kairomony ale mohou ovliviiovat napftiklad i jejich distribuci. Nejvétsi predaéni tlak je totiz
v horni oblasti nadrze. Vysvétleni, proc¢ se v horni oblasti nddrZe vyskytuje nejvice ryb, jsou
minimalné dvé. MuzZe to byt ddno mnoZstvim potravy pro ryby, tedy hlavné zooplanktonu.
Alternativni vysvétleni je, Ze pfehradni nadrze jsou postavené na rfekach a vyskytuji se v nich

fiéni typy ryb, které hledaji podobné podminky, jaké jsou v fece (Prchalova a kol., 2009).

Na distribuci jednotlivych druh( perloocek v pifehradnich nadrzich plsobi mnohem vice
faktor(i nez jen rybi predace. Je to napfiklad mnoZstvi potravy. Té je v pfehradnich
korytovitych nadrzich s jednim dominantnim pritokem nejvice pravé v ptitocich do nadrze.

V pfitocich je tedy nejvice potravy a také nejvétsi predace. To favorizuje mensi druhy, jako je
druh Daphnia cucullata, kterd odolava predaci |épe nez zbylé druhy perloocek (Gliwicz, 1990;
Seda a kol., 2007a; Petrusek a kol., 2008a). Naopak v oblasti hraze muze byt mélo potravy, a
proto se zde vyskytuji druhy, které maji ucinnéjsi filtraéni systém a dokdzou zde prezit.

Z druhového komplexu D. longispina je to pravé Daphnia longispina (v Uzkém smyslu), ktera
se zde vyskytuje. Mezi témito extrémy (prostorové i ekologicky) se vyskytuje Daphnia
galeata (Gliwicz, 1990; Petrusek a kol., 2008a). Také je pravdépodobné, Ze vyskyt
jednotlivych druh( zalezi na intenzité gradientu, respektive zda dochazi k dostate¢nému
rozrdznéni podminek v nadrzi (Ruthova, 2008). Jsou vSak znamy i prehradni nadrze, ve
kterych se i pfes prokazatelné environmentalni gradienty vyskytuje jen jeden druh perloocek
(Petrusek a kol., 2013). | dalsi faktory by ale mohly ovliviiovat distribuci perloocek

v pfehradnich nadrzich, napfiklad gradient parazitace (Wolinska a kol., 2011).

V prehradnich nadrzich se vyskytuje nékolik skupin mikroparazitli napadajicich perloocky.
Jen u nékolika byla vSak nalezena rozdilnd horizontalni distribuce. Jednd se predevsim o
oomycety a prvoky rodu Caullerya (Wolinska a kol., 2011; Duffy a Hall, 2008). Ve studii
Wolinské a kol. (2011), kterd byla provedena na nékolika ¢eskych nadrzich, byly oomycety
nejméné hojné v horni ¢asti nadrze s vysokou turbiditou. S ubyvajicim zdkalem a snizujicim
se mnozstvim chlorofylu pfibyvalo oomycet(, coz v nddrzich zpravidla predstavuje smér od
pritoku ke hrdazi. Naopak prvok Caullerya mesnili tvofil pfesné obraceny gradient své
populacni hustoty. Nejvice se ho vyskytovalo v prostiedi, kde bylo velké mnozstvi
zooplanktonu, tedy s pfibyvajici hustotou hostitele nar(stala i hustota parazita. Nejhojnéjsi

byl v pfitocich, kde bylo nejvice zooplanktonu, a dale v nadrzi ho ubyvalo (Wolinska a kol.,
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2011). Zaroven se ukazalo, Ze rlizné klony perloocek jsou v nadrzich Siroce rozsifrenymi
mikroparazity rlizné napaddany (Yin a kol., 2012b). Pfes vSechna tato zjisténi zatim ale neni

jasné, nakolik paraziti dokaZou ovlivnit distribuci jednotlivych taxon( perloocek.

Vyskyt jednotlivych druhd v pfehradnich nadrzich tedy neni nahodny. Jejich ekologické
naroky, které shrnul Gliwicz (1990) muzou predikovat, jak budou perloocky v prehradnich
nadrzich rozmisténé. To ostatné demonstruji klicové prace vénujici se tomuto tématu (Seda
a kol., 2007a; Petrusek a kol., 2008a), vypracované na ¢eskych nadrzich. Pfehradni nadrze tak
predstavuji relativné novy typ prostredi, ve kterém sice nejsou pevné bariéry, ale zato tu
jsou environmentdlnimi gradienty, které vytvari v jednotlivych ¢astech prehradnich nadrzi
znacné rozdilné podminky. Ty ovliviiuji nejen distribuci jednotlivych druht perloocek a jejich
hybrid( (Petrusek a kol., 2008a), ale i jejich vnitrodruhovou strukturu (Yin a kol., 20123;
Petrusek a kol., 2013). Mezi preferovanymi oblastmi rodi¢ovskych druh( vznikaji i mista
prekryvu dvou druh(. Tyto oblasti jsou zajimavé proto, Ze zde muzZe pravdépodobné

dochazet k hybridizaci.

1.4 Mezidruhova hybridizace

Jiz dlouhou dobu pftitahuje mezidruhova hybridizace pozornost mnoha evolucnich
biologl. Mezidruhovi hybridi maji nové genomy, které jsou vystaveny ptirozenému vybéru, a
tim poskytuji kli¢ k rozlusténi ptic¢iny adaptace a speciace (Schwenk a kol., 2008). Jednu
z moznych definic hybridizace mizeme definovat jako mezidruhové kfizeni jedincli ze dvou
populaci nebo skupin populaci, které jsou rozeznatelné na zédkladé jednoho nebo vice
dédi¢nych znaku (Harrison, 1990, podle Howard, 1993). Definic je vSak mnohem vice a kazda

chape hybridizaci trochu odlisné.

O hybridizaci se nejprve uvazovalo jako o nééem vyjimeéném. Hledaly se pfipady, kdy
k hybridizaci doslo, a snazil se vytvofit obecny ramec, jak k hybridizaci dochazi. Pozdéji, kdyz
se zacaly pouzivat molekularni markery, se zjistilo, Ze k hybridizaci dochazi pomérné casto

(Schwenk a kol., 2008). Rovnéz se rozvinula diskuse o evoluéni uzite¢nosti ¢i naopak
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Skodlivosti hybridizace. Prvni pohled na hybridizaci zastavali pfedevsim botanici. Ti
vyzdvihovali evoluéni potencial hybridnich genotypl, moZznost vzniku novych adaptivnich
vlastnosti a jejich moznost obsadit nova prostiedi. Naopak vétsina zoologli zastavala nazor,
Ze hybridizace ma maladaptivni ucinky, protoZe jedinci produkuji méné plodné, nebo uplné

sterilni potomstvo (Arnold, 1997).

Pfedpokladalo se, Ze ¢astéji dochazi k hybridizaci mezi rostlinami nez mezi Zivocichy.
Odhadovalo se, Ze az mezi 25% rostlinnymi druhy dochazi k hybridizaci a u ZivocisSnych druht
se odhadovalo kolem 10% druh( (Mallet, 2005; Barton, 2001). Jsou vsak i autofi, ktefi
predpokladaji miru hybridizace u nékterych rostlin az kolem 70% (Stace, 1987; podle
Schwenk a Spaak, 1995).

V dnesni dobé se studium mezidruhové hybridizace rozviji znacnym tempem. Prispély
k tomu predevsim nové genetické a ekologické metody, dostupnost fady novych jadernych

markerl, mikrosatelitova DNA, metoda AFLP a dalsi (Schwenk a kol., 2008).

Aby k hybridizaci mezi druhy viibec doslo, musi byt spInéno nékolik podminek. Prvnim
z nich je samoziejmé kontakt izolovanych druhi v ¢ase a prostoru. Zarovert musi byt Zivotni a
rozmnozovaci cyklus obou druhd sladén. V neposledni fadé zalezi na tom, jak ucinné maji

druhy vyvinuty reprodukéni bariéry (Schwenk a kol., 2000; Hobaek a Larsson, 2004).

Samotna hybridizace mize vést k mnoha udalostem. Je to naptiklad ndarlst genetické
diverzity nebo muze byt zdrojem nové adaptace. Velmi ¢asto mezidruhovi hybridi nejsou
v dUsledku rozdilnych rodicovskych genom( plodni. Pomoci rekombinace genetického
materialu maze hybridni genotyp obsadit nové prostredi (Barton, 2001) a zacit hybridni
speciace. Hybridizace mGze mit mnoho dUsledku. Jednim z nich mGze byt zanik jednoho
nebo obou plvodnich druhl (Levin a kol., 1996), nebo mUZe dojit ke koexistenci
rodi¢ovskych druht a hybridd (Moore, 1977). Vétsinou se hybridi jevi jako méné
Zivotaschopni, avsak za urcitych podminek, danych vétsinou prostifedim, mohou byt hybridi
zivotaschopnéjsi nez jejich rodicovské linie (Barton, 2001; Arnold a kol., 2001; Arnold, 1992;
Moore, 1977).
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K hybridizaci mize dochazet na rozhrani dvou rozdilnych prostredi. Tuto oblast pak
nazyvame hybridni zénou. Evolucni hypotézy nabizeji nékolik moznych scénarl vychazejicich
z hybridnich zén mezi druhy. Zakladni teorie jsou tfi. Jedna se o teorii ,,adaptivni speciace”,
teorii ,omezené hybridni prevahy” a teorii ,,dynamické rovnovahy” (Arnold, 1992). Teorie
adaptivni speciace predpoklada, Zze uroven reprodukéni izolace mezi hybridizujicimi taxony
bude vzrlstat Ci klesat v zavislosti na efektivité prirodni selekce proti hybridnim typam.
Teorie omezené hybridni pfevahy zas predpoklada, Zze hybridni zény jsou oblasti
V dusledku toho, Ze hybridni zony mohou byt relativné stalé, mohou rekombinantni jedinci
vytladit rodicovské druhy v tomto unikatnim prostredi. Treti teorie dynamické rovnovahy
predpokladd, Ze hybridni zény jsou udrZzovany pomoci rovnovahy mezi Sirenim hybrid( a
jejich mensi Zivotaschopnosti (Arnold, 1992; Barton, 1979). Nutno vsak dodat, Ze vétSina

definic hybridnich zén vznikla na ptikladech z terestrického prostredi.

Hybridni zény jsou v soucasné dobé mnohem lépe prozkoumany v terestrickém prostredi
nez ve vodnim. Terestrické habitaty ¢asto vykazuji gradienty v ekologickych parametrech,
jako jsou teplota, humidita, vegetacni struktura. Hybridi tam nachazeji priznivé podminky,
predevsim v prechodném prostiedi, ¢i omezenou konkurenci ze strany rodicovskych druhd,
mohou se vyskytovat jak v sympatrii, tak parapatrii s rodi¢ovskymi druhy. Oproti tomu
sladkovodni jezera a tiné se na prvni pohled zdaji byt mnohem vice homogenni. Rozdilnost
v podminkach je spiSe spojena s ¢asem, kdy se podminky béhem roku zna¢né méni. Tomu
odpovida i model doc¢asné prevahy hybrid( (,,temporal hybrid superiority model”), navrieny
pro hybridizujici perloo¢ky rodu Daphnia v jezerech, ktery predpokladad, Zze hybridi mohou
mit prfevahu nad rodi¢ovskymi druhy v ¢asové omezenych obdobich (Spaak a Hoekstra, 1995;

Schwenk a Spaak, 1995).

To je oproti ostatnim modeliim znacny rozdil. Vétsina model( totiz predpoklada pri
dominanci hybrid( ¢astecné ¢i Uplné nahrazeni rodicovskych druh(. U modelu docasné
prevahy hybrid( vSak mUze dojit k sezonni dominanci hybridl a souc¢asné koexistenci
s jednim ¢i dokonce s obéma rodi¢ovskymi druhy. Pravdépodobné k tomu dochazi
v dUsledku ménici se fitness klondlné se mnozicich jedinct. Selektivni sily v jezerech mirného

pasma se mohou béhem roku podstatné ménit. Teploty se mnohdy méni od 0°C po 25°C, a
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to s sebou prindsi i drastickou zménu v potravni nabidce a predacnim tlaku. Zfejmé proto
jsou urcité zmény v Zivotnim cyklu hybrid{ perloocek po ¢ast roku vyhodné a po zbyvajici
nikoliv (Spaak a Hoekstra, 1995). Sezénni zmény teplot a predace mizZeme nalézt i

v prehradnich nadrzich, a tak je pravdépodobné, Ze model do¢asné prevahy hybrid({i by mohl

platit i pro prehradni nadrze.

V jezerech a rybnicich dochazi pomérné casto k hybridizaci perloo¢ek rodu Daphnia.
Hybridizace perloocek je zndma jiz relativné dlouho (Hebert, 1985; Weider, 1992; Schwenk a
Spaak, 1995), vyskyt prostorové omezenych hybridnich zén v pfehradnich nadrzich byl
dokumentovan pomérné nedavno (Petrusek a kol., 2008a). V ¢eskych korytovitych nadrzich,
v ramci komplexu Daphnia longispina, dochazi k hybridizaci mezi Daphnia cucullata a
Daphnia galeata, Daphnia galeata a Daphnia longispina. Mezi Daphnia longispina a Daphnia
cucullata se vsak v nadrzich hybridi nenasli (Seda a kol., 2007a; Petrusek a kol., 2008a; Yin a
kol., 2012; Petrusek a kol., 2013). O vyskytu téchto hybridl ale vime z mnohych evropskych
jezer (Schwenk a Spaak, 1995; Yin a kol., 2010). Tato jezera vSak pravdépodobné nemaji
rozvinuté horizontalni gradienty v pelagickém prostredi. Jedno z moznych vysvétleni jejich
nepfitomnosti v korytovitych prehradnich nadrzich je, Ze jednotlivé druhy perloocek
vétsinou preferuji rozdilné podminky, a tak se v prehradnich nadrzich vyskytuji v rozdilnych
oblastech (Petrusek a kol., 2008a). Daphnia cucullata se vyskytuje v eutrofnich jezerech,
Daphnia galeata v mesotrofnich az eutrofnich jezerech a Daphnia longispina preferuje

spiSe mezo az oligotrofni jezera (Gliwicz, 1990; Schwenk a Spaak, 1995).

V prehradnich nadrzich mazeme v disledku plsobeni mnoha gradient( nalézt vSechny tfi
druhy v jedné nadrzi. Eutrofnim jezerdm v nadrzich nejvice odpovida oblast pfitoku. Zde
mulzZeme nejcastéji nalézt perloocku Daphnia cucullata. Naopak pro Daphnia longispina je
nejvhodnéjsi oblast v okoli hraze. Mezi nimi, ¢asto i v celé délce nadrze, jsou pak vhodné
podminky pro vyskyt Daphnia galeata (Gliwizc, 1990; Seda a kol., 2007a; Petrusek a kol.,
2008a; Petrusek a kol., 2013). Ne vzdy vSak najdeme v ¢eskych prehradnich nadrzich viechny
tfi druhy a obcas je mozné nalézt i odliSnou distribuci, nez kterd byla popsana vyse (Seda a
kol., 2007b; Seda a kol., 2007a; Petrusek a kol., 2008a). Tam, kde se prekryvaji vyskyty dvou

rodic¢ovskych druh(, vznika oblast, kde mliZze dochdzet k hybridizaci.
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To, Zze environmentalni gradienty mohou ovlivnit planktonni biotu, je zndmé. Nejsnaze je
mdZeme nalézt ve vertikdlnim sméru u stratifikovanych vod. Casto miiZzeme nalézt v jezerech
vertikalni migraci zooplanktonu (Gliwicz, 1986). Pfehradni nadrze svou specifi¢nosti
umoznuji vznik vyraznych horizontalnich gradientt. Ty ovliviuji pfimo ¢i nepfimo cely
potravni fetézec v nadrzi, a to od fytoplanktonu (Hejzlar a Vyhnalek, 1998), pres perloocky
(Petrusek a kol., 2008a) azZ po ryby (Prchalova a kol., 2009; Vasek a kol., 2004). Nendhodny
vyskyt perloocek v nadrzich je prokazan mnoha pracemi (Seda a kol., 2007a; Petrusek a kol.,
2008a3; Yin a kol., 2012a). Navic se ukazuje, Ze environmentalni gradienty ovliviiuji nejenom
samotné druhy a mezidruhové hybridy, ale i jednotlivé klony perlooc¢ek v ramci jednoho

druhu (Yin a kol., 2012a; Petrusek a kol., 2013).

Korytovité prehradni nadrze by mohly skryvat dalsi zajimavé objevy. Nedavno se ukdzalo,
Ze mnohé evropské populace perloocek jsou pravdépodobné mnohem diverzifikovanéjsi, nez
se myslelo. Nejen v pfehradnich nddrzich se diky pfesnéjsim genetickym metodam podafilo
objevit dalsi, dosud neznamé, linie perloo¢ek komplexu D. longispina. Na zakladé analyzy
mitochondridlni DNA byly objeveny linie, které by mohly pfedstavovat kryptické druhy
(Petrusek a kol., 2012). V piehradni nadrzi Zelivka byla takovato linie rovné? nalezena.

Vzorky DNA této linie mi byly poskytnuty od Anne Thielsch k porovnani s mymi vzorky.

Vyskyt hybridnich zén v terestrickém prostredi je pomérné Casty, ve vodnim prostredi se
o téchto zénach dosud moc nevédélo. S narlstajicim poctem praci o hybridizujicich druzich
se vSak objevuji i naznaky, Ze hybridni zény existuji i ve zdanlivé homogennim vodnim
prostiedi. Pomineme-li perloocky v prehradnich nadrzich, podobnym pfikladem ve vétSim
prostorovém meéfitku je i vyskyt hybridizujicich klanonoZcl v severni ¢asti Atlantiku (Parent a

kol., 2012).

1.5 Cile prdce

Cilem mé praci bylo nejprve detailné zanalyzovat populacni strukturu perloocek

druhového komplexu Daphnia longispina na podrobném podélném gradientu prehradni
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nadrie Zelivka ze vzork( odebranych v letech 2009 a 2010. Vyhodnocovéni bylo zaméfeno na
taxonomické sloZzeni nejen samotnych rodicovskych druh( a jejich hybrid(, ale i na klonalni
diverzitu vztazenou k environmentdlnim gradientiim v prehradnich nadrzich. Zaroven byla
porovndvana struktura a mira podobnosti jednotlivych vzorkl mezi lokalitami a mezi
sezonami 2009 a 2010. Dale jsem se ve své praci snazil nalézt odpovéd, zda jednotlivé klony
perloocek vykazuji preferenci k urcité lokalité a zda se tyto klony na danych lokalitach
objevuji i v ndsledujici sezéné. V neposledni fadé jsem také porovnaval klondlni DNA

ziskanou od Anne Thielsch s mymi vzorky.
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2 Material a metodika

2.1 Lokalita

Vzorky zooplanktonu byly odebirany v letnich mésicich v letech 2009 a 2010 z korytovité
pfehradni nadrze Zelivka (oficidlni nazev nadrze je Svihov, b&7né se viak pouziva nazev
Zelivka; obr. 3). Nadrz je protahld, kafionovitého tvaru s jednim hlavnim p¥itokem. Nachazi se
ve stfednich Cechach (od 49°43'N, 15°5'E do 49°34'N, 15°14') na fece Zelivce, jeji hraz je 4
kilometry od soutoku s fekou Sazavou. Zelivka byla napusténa v roce 1975 a byla postavena
jako zdroj pitné vody pro Prahu a dalsi stfredoceskd mésta. Rozlohou 1602 ha je nejvétsi

voddrenskou nadrii a je étvrtou nejvétsi nadrzi v Ceské republice. Maximalni hloubka u hraze

Zahradky

Pritok
Vojslavice ?

Obr. 3: Schéma jednotlivych odbé&rnych bod( na prehradni nadrzi Zelivka.
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je 49 metr(, vzdalenost od ptitoku ke hrazi (méreno v plvodnim koryté reky) Cini pfi plném

stavu nadrze 39 km a maximalni vyska hladiny se nachdazi v nadmorské vysce 379 m.n.m.

Objem nadrze &ini 309 miliont metr( krychlovych a pfi pramérném roénim pratoku 19 m3.s™

je teoreticka doba zdrZeni nadrze 188dni (BrozZa a kol., 2005; Seda a kol., 20073;

www.pvl.cz).

2.2 Odbér vzorkiu

Vzorky byly odebirany ze Sesti mist nddrze a to tak, aby byl pokryt jeji podélny gradient.

Jednalo se o stanovisté Pfitok, Vojslavice, Zahradky, Stfed, Most a Hraz (obr. 3). Na téchto

mistech byly vzorky odebirdny na nejhlubSim misté nadrze (nad pdvodnim korytem feky),

obvykle na mistech, kde jsou fixné umistény bdje vyuzivané pracovniky Povodi Vitavy.

Odbérné stanovisté Pritok se v jednotlivych letech drobné liSilo (tab. 1). ZaleZelo predevsim

na stavu napusténi prehrady. Konkrétni misto bylo voleno tak, aby maximalni hloubka

nadrze byla cca 4 metry. Nejvétsi vzdalenost mezi odbérnymi body byla 6,7 kilometru

(vzduSnou ¢arou), a to mezi stanovistém Hrdz a Most. Vzdalenosti mezi dalSimi odbérnymi

body smérem k pritoku se zmensSovaly.

Lokalita: Hraz Most Stred Zahradky | Vojslavice Pritok
2010 49°43'N 49°40'N 49°40'N 49°37'N 49°36'N 49°35'"N
15°5'E 15°9'E 15°14'E 15°15"E 15°12'E 15°14"E
49°35"N
2009 /- /- /- /- A= | Leerae
datum
odbéru 31.7.2010 2.8.2010 1.8.2010 1.8.2010 1.8.2010| 2.8.2010
hloubka 49 36 27 18 10 4
prahlednost 320 270 180 170 150 115
datum
odbéru 5.8.2009 6.8.2009 4.8.2009 6.8.2009 4.8.2009| 3.8.2009
hloubka 48 35 25 18 10 5
prahlednost 310 310 220 250 185 110

Tabulka 1: Detaily jednotlivych odbér(
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Na stanovistich Most a Hraz byly v roce 2009 odebirany vzorky i podle vertikalniho
gradientu — epilimnion, metalimnion a hypolimnion. Ten byl uréen pomoci sond, kterymi
jsme méfili teplotu a mnozstvi rozpusténého kysliku. V roce 2010 byly vzorky takto odebrany
pouze z oblasti hraze. Vzorky se odebiraly skrz cely vodni sloupec planktonnimi sitémi
s Apsteinovym ndstavcem o prliméru 310 mm a velikosti ok 200 pum, 240 mm a velikosti ok
140 um, u hraze pak siti o priméru 400 mm a velikosti ok 175 um. Jednotlivé sité s rozdilnou
velikosti ok byly voleny podle aktualniho mnozstvi fytoplanktonu. Vzorky byly z jednotlivych
vodnich vrstev (epilimnion, metalimnion a hypolimnion) odebirany pomoci stahovaci sité,
ktera umoznuje odebrani vzork( z jednotlivych hloubek, aniz by doslo ke kontaminaci z jiné
hloubky. Nasledné byl materidl ze sité vlozen do 50ml PE lahvi¢ek a zakonzervovan 96%
etanolem. Pokud bylo nasbiraného materialu vétsi mnozstvi, provedla se fixace etanolem
opakované. Zaroven s odebiranim vzorku byla sbirdna data o teploté vody ve vertikalnim
profilu, mnoZstvi rozpusténého kysliku, prahlednosti vody (Obr. 4 a 5, méfeno Secchiho

deskou ¢i planktonni siti).

Prahlednost

350 -
300 -
250 -

200 -

150 -
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50 |
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W2 AJsoupajynid

Obr. 4: Priihlednost na jednotlivych odbérnych stanovistich v roce 2010
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Obr. 5: Vertikalni gradienty teploty a kysliku z lokality Hraz v roce 2010

Na konci roku 2012 mi byly rovnéz dodany dva vzorky klonu do té doby nezndmé
mitochondridlni linie komplexu D. longispina (Petrusek a kol., 2012), kteru objevila Anne
Thielsch z tymu Klause Schwenka z Universitat Koblenz - Landau (SRN). Vzorky byly plvodné
odebrany ze Zelivky z oblasti hraze v roce 2010 na prelomu &ervence a srpna a nasledné
z nich byly zaloZeny klonalni kultury, které byly uchovavany v Landau. Dodané vzorky byly

zpracovany spolu s ostatnimi vzorky ze Zelivky z vlastnich odbér.

2.3 Priprava DNA

Z kazdého vzorku bylo na Petriho misce pod stereomikroskopem (zvétSeni 4 — 10x)
nahodné vybrano 48 samicek. Pokud se jednalo o efipidlni samici (pouze 1 pfipad), bylo
nejprve efipium odstranéno (embrya v efipiu by obsahovala i samc¢i DNA). Vzorky byly pres
kapku destilované vody (kvlli odstranéni etanolu) vlozeny do PCR desti¢ek o 96 jamkach
s roztokem pufru H3 a proteinazy K o objemu 50-100ul (Schwenk a kol., 1998). Po dobu

vybirani byly vzorky v proteindze chlazeny ledem.
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Izolaéni roztok obsahoval 10 mM Tris-HCl (pH 8.3), 0.05 M KCl, 0.005% Tween 20, 0.005%
NP-40 Nonidet a 1.5 pug.ml™* proteinazy K. Vzorky byly inkubovény ve vodni lazni po dobu 4 —
16 hodin pfi teploté 56°C. Na zavér byly vzorky zahtaty na 96°C po dobu 10 minut. Protokol
byl pfevzat z prace Brede a kol. (2006) a upraven podle Thielsch a kol. (2009). DNA izolaty

byly uchovavany v mrazdku pfti teploté -20°C.

2.4 Mikrosatelitovd analyza

Pro charakterizaci populacni struktury (véetné uréeni taxon(l) byla pouzita metoda
mikrosatelitové analyzy. Dfive se pro uréeni taxonli komplexu Daphnila longispina nejvice
pouzivala alozymova elektroforéza (Petrusek a kol., 2008a; Seda a kol., 2007a; Spaak, 1996).
Druhové specifické alely na nékterych lokusech jsou vhodné pro uréovani rodicl a kfizencl
v ramci hybridizujicih populaci (Dlouha a kol., 2010) tato metoda byla i relativné nedavno
stdle pouzivana i pro studium vnitropopulacni variability (Zeis a kol., 2010; Seda a kol.,
2007b; Petrusek a kol., 2013). Alozymova metoda ma vsak diky relativné nizké variabilité
znacna omezeni pfi uréovani multilokusovych genotypd. Je pravdépodobné, Zze v mnoha
pfipadech multilokusovy genotyp definovany pomoci alozymU predstavuje skupinu geneticky
podobnych klon( (Thielsch a kol., 2009). Proto byla pro tuto praci zvolena metoda
mikrosatelitovych markeru. V porovnani s ostatnimi dosud pouzivanymi metodami se jevi

mikrosatelitové markery jako jedny z nejpresnéjsich (Dlouha a kol., 2010).

Mikrosatelitové markery, zndmé taky jako kratké tandemové repetice, jsou polymorfni
DNA useky skladajici se z opakujicich se sekvenci nukleotid(l. Opakujici se sekvence mohou
byt dlouhé od dvou do sedmi paru bazi. Pocet, kolikrat jsou jednotky v daném
mikrosatelitovém lokusu opakovany, je zna¢né proménlivy. To je vlastnost, ktera je ¢ini
uzitenymi jako genetické markery. Vétsina vyuzivanych mikrosatelitd se vyskytuje
v nekddujici oblasti genomu, a tak by rozdily v poctu opakovani nemély mit vyznamny vliv na
funkci okolnich gen(. V typické mikrosatelitové analyze jsou mikrosatelitové lokusy

amplifikovany pomoci polymerazové retézové reakce (PCR) pouzivajici fluorescencné
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oznacené primé a neoznacené zpétné primery. Délky amplifikovanych mikrosatelit( jsou

nasledné porovnany s urcitym velikostnim standardem (GeneMapper, 2005).

Nékteré primery uréené pro evropské druhy perloocek byly ptivodné vyvinuty pro jiné
taxony Ci regiony (napfiklad pro Daphnia pulicaria ¢i severoamerické Daphnia galeata
mendotae) a na evropskych populacich komplexu Daphnia longispina byly az nasledné
odzkouseny ¢i pro né upraveny, nékteré byly pro né nové navrzeny (Brede a kol., 2006).
Deset mikrosatelitovych lokus vhodnych pro multiplexing pro zjisténi detailni genetické
struktury populace Daphnia longispina v ¢eskych nadrzich bylo vybrano na zékladé

zkuSenosti Nory Brede (osobni sdéleni od Adama Petruska).

Polymerdazova retézova reakce (PCR) byla provedena v PCR destic¢kach o objemu
jednotlivych zkumavek 200ul. Fragmenty oznacené fluorescencné znacenymi primery byly
amplifikovany pomoci Type-it Microsatellite PCR kit (Qiagen) pro 10 mikrosatelitovych
lokusU. Kazdy vzorek v multiplex PCR reakci vyuZivajici Type-it Microsatellite PCR kit
obsahoval 11pl: 1ul izoldtu DNA, 5,5 ul Type-it Multiplex PCR Master Mix, 1,6ul vody a rGzné
mnozstvi kazdého primeru v zavislosti na konkrétnim lokusu (viz. tabulka 2 nize). Reakce
probihaly v termocykleru iCycler Thermal Cycler (BIO-RAD). Cyklus pro reakci zacinal
denaturaci po dobu 15-ti minut pti 95°C, nasledné 30 cykll pfi teploté 94°C po dobu 30
sekund (denaturace), 54°C po 1,5 minuty (nasedani primeru) a nasledné zahrati na 72°C po
jednu minutu (navazani primeru). Poslednim krokem bylo 30 minut pfi teploté 60°C,

nasledovalo jiZ jen zchlazeni na 4°C.

SwiD18 | Dpu512 | SwiD2 Dgm109 | SwiD1 Dp281 Dp196 | SwiD10 | SwiD12 | SwiD14

04uM |[03pM [03uM [03puM [03uM [0,05uM |02uM | 0,2puM [ 0,3 uM | 0,3 uM

Tab. 2: MnoZstvi jednotlivych primer(

Z kazdého vzorku bylo odebrano 0,1 ul a pridalo se 8,8 ul formamidu a 0,2 ul velikostniho
standardu pro fragmentacni analyzu (GeneScan 500LIZ Applied Biosystems), poté byly vzorky
vystaveny teploté 96°C po dobu 3 minut. Fragmentacni analyza byla provedena v
sekvenacnim centru PFF UK na sekvendtoru ABI Prism 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied

Biosystems).
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Dodané vzorky klon od Anne Thielsch byly zpracovdny s ostatnimi vzorky z vlastnich

odbérda.

2.5 Vyhodnoceni dat

Celkem bylo vyhodnoceno 855 jedincl pomoci programu GeneMarker V2.2.0 (Obr. 6).
B&hem vyhodnocovani jsem zjistil, Ze lokus SwiD 10 nenf pro populaci perlooéek ze Zelivky
zcela vhodny a pro pozdéjsi vyhodnoceni dat nebyl pouzit. U tohoto lokusu dochazelo
k ziskani pfilis mnoho informaci. Ve vysledku bylo pouzito 754 jedincu, kterym nechybély
zadné informace o lokusech, nebo chybély informace o jednom (87 jedinct) ¢i maximalné

dvou (26 jedinc) lokusech.

Pro vizualizaci genetické struktury populace perloocek v nadrzi byla pouzita faktorialni
korespondencni analyza za pouziti programu GENETIX 4.0.5.2 (Belkhir a kol., 2004). Byla
zkoumana podobnost multilokusovych genotyp( charakterizovana pomoci alel na deviti

mikrosatelitovych lokusech. Pomoci tohoto programu byl kazdy odlisSny multilokusovy
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Obr. 6: Vyhodnoceni vzorkl pomoci GeneMarker V2.2.0
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genotyp (MLG) zobrazen jako samostatny jedinec.

ProtoZe zadny z pouzitych mikrosatelitovych lokust nebyl fixovan pro druhové specifické
alely, pouzil jsem program NewHybrid 1.1 (Anderson a Thompson, 2002), ktery spocetl
posteriorni pravdépodobnost, Ze dani jedinci ndleZi k jednomu z rodi¢ovskych druh ¢i
hybrid(. Tento program je vsak navrzen pro praci pouze se dvéma rodicovskymi druhy, a
proto bylo nejprve nutno rozdélit jedince do jednotlivych skupin. K tomu byl pouZit program
Genetix. Na zakladé vysledku z vizualizace faktorialni korespondencni analyzy (Genetix) byly
populace rozdéleny do nékolika skupin a nasledné po dvou zpracovany programem
NewHybrid (Dlouhd a kol., 2010). Ten umoZiuje pouZit geneticka data k identifikaci hybrid(.
NevyZzaduje znalost frekvence rodi¢ovskych alel, je aplikovatelny nejen na lokusy
s fixovanymi rozdily mezi druhy, ale i na lokusy bez fixovanych rozdil(. Bez dfivé;jsi znalosti
druhové specifickych alel mizZzeme rozdélit jedince ve smisené populaci do druh( ¢i taxona.
Je zde pouZit pravdépodobnostni model, ve kterém rodi¢ovské druhy a rGzné ttidy kfizenct
(F1 hybridi, F2 hybridi a zpétni kfizenci) tvori smés, ze které je vzorek vybiran. Pivod taxon(
byl zkouman ve tfech testech. Nejprve byla zkoumana skupina tvorena rodicovskymi druhy
D. galeata, D. longispina a jejich rekombinantnimi genotypy, poté obdobné kombinace pro
rodi¢ovské druhy D. cucullata a D. galeata a naposledy kombinace D. longispina a D.
cucullata. Analyza v programu NewHybrids probihala po minimalné 10° iteraci, které

probihaly po zahofovaci (,,burn in“) fazi o 10° iteracich.

Nasledné bylo provadéno porovnani klonalni diversity mezi hybridy a jejich rodi¢ovskymi
druhy. Klonalni diverzita MLG/N (pocet multilokusovych genotypu délena velikosti vzorku)
byla vypoctena pro kazdou populaci. K tomu byly pouzity programy MS Excel a GenAlEx 6.5
(Peakall a Smouse, 2012). Nasledné doslo k porovnani jednotlivych populaci v rdmci lokalit i

sez6n a rovnéz byla porovnana klonalni diverzita a struktura.
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3 Vysledky

Pomoci mikrosatelitovych marker( bylo ogenotypovano 857 jedincu. Celkem bylo pomoci
GeneMarkeru uspésné vyhodnoceno 754 jedincd, z toho bylo 408 jedinc(i z roku 2009 a 346
jedincl z roku 2010. K tomu byli zpracovani jesté 2 jedinci laboratorniho klonu ziskané od

Anne Thielsch, které byly odebrany ze Zelivky z oblasti hraze na konci éervence v roce 2010.

3.1 Taxonomické sloZeni

Data ziskana pomoci programu GeneMarker byla rozdélena jednotlivé roky a nasledné
zpracovana faktorialni korespondencni analyzou v programu Genetix. Na zdkladé vizualizace
faktorialni korespondencni analyzou byli jedinci rozdéleni do nékolika zakladnich skupin
(obr. 7). Nasledné byly tyto skupiny dat vkladany po dvou do programu NewHybrids (tento
program je navrzen pro praci pouze se dvéma rodi¢ovskymi druhy, a proto bylo nejprve
nutno rozdélit jedince do jednotlivych skupin). Na zdkladé posteriorni pravdépodobnosti

spoctené timto programem bylo uréeno do taxonu 726 jedincl s pravdépodobnosti

A)

D.galeata
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Obr. 7: Vysledky faktorialni korespondencni analyzy (Genetix) zaloZzené na deviti mikrosatelitovych
markrech. V analyze A) je zobrazeno 408 jedinct za rok 2009 rozdélenych do 3 skupin, a to D. galeata, D.
longispina a hybridi D. galeata x D. longispina. V analyze B) je zobrazeno 346 jedincd za rok 2010 a jsou

zde vidét rodicovské druhy D. longispina, D. galeata, D. cucullata a hybridi D. galeata x D. longispina.

minimalné 95% (viz tabulka 3), coZ pfedstavuje 96% jedincu.

Ve zkoumaném obdobi byly nalezeny vSechny tfi o¢ekdvané rodicovské druhy (Daphnia
longispina, D. galeata a D. cucullata). Posledni zminény druh byl vSak nalezen pouze v roce
2010. Zaroven byli nalezeni F1 hybridi D. galeata a D. longispina. F1 Hybridi D. longispina a
D. cuculata a F1 hybridi D. galeata a D. cucullata nebyli programem NewHybrids nalezeni.

Rovnéz nebyli timto programem témér zadni jedinci (aZ na jednu jedinou vyjimku) urceni

jako zpétni kfizenci.

Nejbéznéjsim rodicovskym druhem komplexu Daphnia longispina byla D. galeata, ktera
tvorila kolem poloviny vsech vzork( po oba dva roky. V roce 2009 byla druhym nejbéznéjsim
druhem D. longispina, kdezto v roce 2010 to byli F1 hybridi D.galeata a D.longispina. Jejich
vyskyt byl zhruba polovi¢ni nez u rodi¢ovského druhu D. galeata (tab. 3). V roce 2009 byli

nejméné zastoupeni F1 hybridi (Daphnia cucullata nebyla objevena viibec). V roce 2010 byla
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nejmensim poctem zastoupena D. cucullata, a to pouze 9% ze vSech analyzovanych jedincu

tohoto roku.

Vyskyt taxonu D. galeata |D. longispina | D. cucullata | F1 D. galeata x longispina
rok 2009 198 (52%) 114 (30%) 0 68 (18%)
rok 2010 151 (43%) 68 (20%) 30 (9%) 97 (28%)

Tab. 3: Procentualini zastoupeni jedincl v jednotlivych taxonech na zékladé rozdéleni podle

posteriorni pravdépodobnosti z programu NewHybrids.

Ziskané informace o jednotlivych taxonech byly vztazeny k lokalité, kde byly jednotlivé
vzorky odebrany. Distribuce perloo¢ek v pfehradni nadrzi Zelivka nebyla ndhodna, jednotlivé
druhy preferovaly rozdilné oblasti nadrze, a to podle predpokladaného vyskytu
environmentalnich gradientl. Navic se ukazalo, Ze v meziro¢nim porovnani je taxonomicka
struktura nadrze pomérné stald (az na vyskyt perloocek D. cucullata). Perloocky D. cucullata
se vyskytovaly predevsim v horni ¢asti nadrze v oblasti pritoku. Jejich nejvétsi vyskyt byl
zaznamenana pfritomnost byla na lokalité Zahradky (11 km od pfitoku). Perlooc¢ky D. galeata
dominovaly jak oblasti pfitoku, tak v oblasti stfedu. Jejich nejvétsi vyskyt byl v roce 2009
v oblasti pfitoku, naopak v roce 2010 dominovaly az mezi touto oblasti a oblasti stfedu
nadrze. Perloocky D. longispina mély nejvétsi vyskyt v oblasti hraze kolem metalimnia
(obr. 8). Mezidruhovi hybridi D. galeata a D. longispina preferovaly stfedni a spodni ¢ast
nadrze. Jednalo se tedy o lokality mezi preferovanymi oblastmi rodi¢ovskych druh(l. Pfresné

pocty jednotlivych druhi v jednotlivych sezénach jsou v pfiloze €. 1.

Béhem vyhodnocovani se ukazalo, Ze perloo¢ky Daphnia longispina jsou podle faktoridlni
korespondencni analyzy mnohem diversifikovanéjsi nez ostatni druhy. Rozdil v kompaktnosti
jednotlivych druh( byl tak markantni, Ze prvotni Uvahy byly, Ze se jedna o dva samostatné
taxony. Jednou z hypotéz bylo i to, Ze by se mohlo jednat o divergentni linii nalezenou Anne
Thielsch a pfipadné jeji hybridy s D. longispina. Perloocky z ,,oblaku longispina“ byly proto
podrobeny dalSimu zkoumani. Jednalo se pfedevsim o samostatné analyzy v programech
Genetix a NewHybrids. Pomoci téchto programi se vsak ukazalo, Ze jde pouze o znac¢nou

heterogenitu Daphnia longispina.
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Meziro¢ni porovnani vyskytu jednotlivych druh( perloocek

A) rok 2009

Zahradky

Vojslavice

Pritok

B) rok 2010

Zahradky

Vojslavice

PFitok

. D. cucullata . D. galeata . D. longispina . D. galeata x D. longispina . Zpétny ktizenecs D. galeata

Obr. 8: Na schématu A) v pfitoku je vidét dominantni vyskyt perloocek D. galeata, v oblasti
stfedu se objevuji hybridi D. galeata a D. longispina a nejblize hrazi se vyskytuji i perloocky
D. longispina. Na vertikalnim gradientu na lokalitach Hraz a Most je vidét, Ze v oblasti
epilimnia (E) je znacné mnoizstvi D. galeata a hybridd. AZ v oblasti metalimnia (M) a
hypolimnia (H) dominuji v oblasti hraze perloocky D. longispina. Na schématu B) je oproti
roku 2009 vidét v oblasti pritoku vyskyt perloocek D. cucullata, kterych od pritoku smérem

ke hrazi rychle ubyva. Distribuce ostatnich druh je velmi podobna roku 2009.
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3.2 Klondlni struktura

Jednim z novych pozorovani na prehradni nadrzi Zelivka bylo i srovnani klondlni diverzity
v Case a prostoru. To bylo provedeno pomoci programd MS Excel a GenAlEx. Celkem bylo
objeveno 552 genotypl, z ¢ehoZ se vyskytovalo 475 unikatnich genotypl a 74 se objevilo
vicekrat. Pomérné casto se shodné genotypy nachazely na dvou a vice lokalitach (ve 40
pripadech). Dva genotypy hybrid( D. galeata a D. longispina se vyskytovaly v roce 2010
témér v celé nadrii, byly objeveny na Ctyrech ze Sesti odbérnych lokalit (nebyly nalezeny jen
na nejvyse polozenych stanovistich Vojslavice a Pritok). V roce 2009 nebyl ani jeden z téchto
genotypl objeven. Pfitom bylo objeveno 15 genotypd, které se vyskytovaly v obou letech.
Vyskytovaly se jak na stejné lokalité, tak ve tfech pripadech byly nalezeny pouze na rGznych
lokalitach. V poloviné pfipad( byly klony v roce 2010 pocetnéjsi, nez v roce 2009 (z 15
genotypd, které se opakovaly). Obecné se viak neda fici, Ze se nejpocetnéjsi klony

vyskytovaly i v nasledujicim roce.

Nejvétsi multilokusova bohatost (MLG/N) se u mych vzorkl vyskytovala na lokalitach
Vojslavice a Pritok. Jednalo se tedy o stanovisté nejblize pfitoku do nadrze. Na dalSich

lokalitach smérem ke hrazi byla jiz MLG bohatost rlizna (tab. 4) a neda se tedy fici, Ze by
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Tab. 4: Multilokusova bohatost na jednotlivych lokalitach v jednotlivych sezénach
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odpovidala néjakému prevladajicimu trendu. Priimérnd klonalni diverzita v prehradni nadrzi
Zelivka byla 0.735 (MLG viech jedinct déleny poétem jedinc(). Priimérna klonalni diverzita
perloocek D. galeata a D. longispina byla podobna celkové MLG bohatosti celé populace.
Naopak perloocky D. cucullata vykazovaly mnohem vétsi MLG/N, a to 0.965. V analyzovaném
vzorku byl nalezen pouze jediny klon D. cucullata, ktery se vyskytoval v celé populaci jen
dvakrat. Naopak hybridi perlooéek D. galeata a D. longispina méli v roce 2010 velmi nizkou
klonalni diverzitu, MLG/N byla pouhych 0.448 (vice v tabulce ¢. 5). Nejvétsi mnoZstvi

opakované nalezenych klon(i (111) za obé dvé sezény se vyskytovalo u perloocek D. galeata,

A) B)
2009 MLG N MLG/N 2010 MLG N MLG/N
D. longispina 81 111 0.730 D. long. 49 66 0.742
D. galeata 165 206 0.801 D. gal. 115 152 0.757
F1 hybridi 55 78 0.705 F1 hybridi 44 98 0.449
D. cucullata N/A N/A N/A D. cuc. 28 29 0.656

Tab. 5: Porovnani jednotlivych multilokusovych genotypl (MLG) délenych poctem jedinct (N) pro
jednotlivé roky 2009 (A) a rok 2010 (B).

nasledovali hybridi D. galeata a D. longispina (100), vyrazné méné bylo klon( u perloocek D.
longispina (71) a jen jediny klon byl opakované nalezen u D. cucullata. Tabulku

s opakovanym vyskytem jednotlivych klond je mozné nalézt v pfiloze (¢. 2).

Samotné klony od Anne Thielsch, které mély divergentni mitochondrialni DNA, se ve
vizualizaci z faktorialni korespondencni analyzy vyclenily a nespadaly do zadné skupiny
(mozno vidét na obrdazku €. 7 B, kde jsou zndzornény jako jeden osamoceny cerveny bod
v levém dolnim rohu). Nejblize mély k perloo¢kdm Daphnia longispina. Pfi porovnani
jednotlivych alel klon( a ostatnich jedinct se ukdzalo, Ze tyto klony maji dvé jedinecné alely
(SwiD 1, 128 137 a SwiD 14, 181 181), které se u ostatnich jedincl nevyskytovaly. Zbylé alely

se v mych vysledcich béZzné vyskytovaly.
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Diskuse

Ma prace byla zamérena na detailni taxonomickeé slozeni perloo¢ek komplexu Daphnia
longispina v korytovité prehradni nadrzi Zelivka. V priib&hu mé prace byla na Zelivce
objevena pravdépodobné kryptickd mitochondrialni linie perloocek (Petrusek a kol., 2013).
Vzorky této linie jsem se svymi mél moznost porovnat. Oproti dfivéjSim pracim zamérenym
na Ceské prehradni nadrze (Petrusek a kol., 2008a; Seda a kol., 2007a) bylo zvoleno mnohem
detailnéjsi prostorové vzorkovani a rovnéz byla zvolena odliShd metoda pro charakterizaci
populaéni struktury. PGvodni alozymova metoda ma diky relativné nizké variabilité znacna
omezeni pfi ur¢ovani multilokusovych genotypu. Je pravdépodobné, Zze v mnoha pripadech
multilokusovy genotyp definovany pomoci alozymu predstavuje skupinu geneticky
podobnych klon( (Thielsch a kol., 2009). Proto byla pro tuto praci zvolena metoda
mikrosatelitovych markeru. Diky ni bylo moZzné sledovat zmény v taxonomickém a klonalnim
sloZzeni populace perloocek a zaroven sledovat mnozstvi vyskytujicich se klon(i. V porovnani
s ostatnimi dosud pouzivanymi metodami se jevi mikrosatelitové markery jako jedny

z nejpresnéjsich (Dlouha a kol., 2010).

Korytovité prehradni nadrze predstavuji diky svym specifickym vlastnostem zajimavy
modelovy systém vhodny pro pozorovani prostorové distribuce druh(. Environmentalni
gradienty ovliviuji vyskyt jednotlivych druhtd perloocek komplexu Daphnia longispina
v korytovitych pfehradnich nadrzich, jejich mezidruhovych hybridl a ziejmé ovliviiuji i jejich
vnitropopulaéni dynamiku. Je to umoznéno predevsim v disledku vyskytu nékolika relativné
stalych podélnych environmentdlnich gradient(, které mohou vytvaret na podélné ose
nadrze znacné rozdilné podminky prostredi. Ty umoznuji vyskyt vice pribuznych druh
perloocek komplexu Daphnia longispina na vice lokalitach v jednom vodnim prostredi a

umoznuji tak i snadnéjsi vznik jejich hybridd (Seda a kol., 2007a; Petrusek a kol., 2008a).

V mé prdci se potvrdilo, Ze prostorova distribuce jednotlivych taxontd v nadrzi neni
nahodna a sleduje obecny trend pozorovany v nadrzich. Nemusi jit vSak jen o rlizné taxony.

Na prehradni nadrzi Rimov je nékolikrat zdokumentovan vyskyt pouze perlooéek D. galeata,
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kde jednotlivé klony preferuji rozdilné ¢asti nadrze (Seda a kol., 2007b; Petrusek a kol.,
2013). V roce 2009 byly na nadr#i Zelivka nalezeny tfi taxony perlooéek (D. longispina, D.
galeata a jejich hybridi D. longispina a D. galeata) a v roce 2010 byly nalezeny ¢tyfi taxony
(oproti pfedchozimu roku se navic vyskytovaly perloocky D. cucullata). Jednotlivé taxony
mély po oba dva roky v prehradni nadrzi podobné lokality vyskytu. V pfitoku byly v roce 2010
nalezeny perloocky D. cucullata a D. galeata, kterych od pfitoku smérem ke hrazi ubyvalo.
Naopak hybridi perloocek D. galeata a D. longispina a samotné perloocky D. longispina se
vyskytovaly az blize ke hrazi. Nejvyssi lokalitou, kde se hybridi D. galeata a D. longispina
vyskytli, byla po oba dva roky lokalita Zahradky, kterd se nachazi az nad stfredem nadrze.
Samotny rodicovsky druh D. longispina se v obou letech vyskytoval pod touto lokalitou.
Dominantni vyskyt tohoto druhu byl az na lokalitach Hraz a Most, a to pfedevsim v oblasti
metalimnia. Vyskyt rodi¢ovskych druh( se az na perloocky D. cucullata, které se jeden rok

vlbec nevyskytovaly, ukazal jako pomérné staly.

Tento nendhodny vyskyt perloocek komplexu Daphnia longispina mizeme pozorovat na
mnoha ¢eskych nadrzich (Seda a kol., 2007a; Petrusek a kol., 2008a; Ruthova, 2008; Horova,
2009). V naprosté vétsiné nadrzi nalézame druh D. galeata ktery se vyskytuje na vétsiné
lokalit nadrzi. Na lokalitach v ptitoku se mnohdy vyskytuje D. cucullata a na opacném konci
nadrzi D. longispina. Ne vidy se musi vyskytnout. To, zda se opravdu vyskytuji, zfrejmé zalezi
na intenzité gradientu, zda dochazi k dostateénému rozriznéni podminek v jednotlivych
Castech nadrze (Ruthova, 2008). Je zndmo i nékolik nadrzi, kde tento model distribuce druh
neplatil. Jednalo se napftiklad o nadrze Se¢, kde u hraze byl zaznamenan vyskyt D. cucullata
(Seda a kol., 2007b), a nadrz Zlutice, kde byl naopak nalezen druh D. longispina v pFitoku
(Horova, 2009).

Davodd, proc se D. cucullata vyskytuje v pfitocich jen obcas, maze byt nékolik. Jednou
z moznosti je, Ze vétsSina perloocek v pritoku se na jate objevuje lihnutim z efipii. Téch se
v pritocich vyskytuje podstatné méné nez napfiklad u hraze (Vanickova a kol., 2010). Zaroven
je oblast pfitoku pro uchovavani efipii méné stabilni v podminkdach nez napfiklad v oblasti
hraze. Oblast pfitoku mlze totiz byt ovlivnéna urcitymi vlivy, které mohou poskodit vajecnou
banku nachazejici se na dné. Jednim z téchto vlivi mize byt kolisajici vyska hladiny, kterou

mohou zpusobovat napfiklad déletrvajici sucha. D.cucullata navic v praci Horové (2009)
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vykazovala pomérné zna¢nou sezdnnost. Vyskytovala se predevsim v letnich vzorcich a

s nastupujicim obdobim horsich podminek mizela. V podzimnich vzorcich jiz nebyla mnohdy
vlibec zaznamendna. To by mohlo nasvédcovat tomu, Ze jarni populace téchto perloocek
opravdu pochazi z efipii, a ne z prezimujicich jedinc. Perloocky D. galeata a D. longispina
maji rovnéz ucinnéjsi filtracni systém nez D. cucullata, a tak je mozné, Ze v obdobi
podzimniho michani jsou tyto perloocky konkurencéné vylouceny (dochazi ke zméné potravni
nabidky a obecné je potravy pro perloo¢ky méné). Pfezimovat by jich ve vodnim sloupci
mohlo vyrazné méné nez konkurencnich druht (Gliwicz, 1990; Horova 2009). V praci Horové
(2009) se ukazalo, Ze podobny podzimni Ubytek, jako mély perloocky D. cucullata, byl
zaznamenan i u jejich hybrid( s D. galeata. Zaroven je také mozné, ze v dobé jarniho lihnuti
se jiz v oblasti pritoku vyskytuji perloocky D. galeata, které se do pritoku mohly dostat ze
stfedni ¢asti nadrZe. Navic jsou ucinnéjsimi filtratory, takZze mohou vyvijet zna¢ny kompeti¢ni

tlak na D. cucullata.

Déle byli v Zelivce po oba dva roky nalezeni hybridi D. galeata a D. longispina. Vyskytovali
se predevsim ve stfedni a spodni ¢asti nadrze, tedy mezi oblasti s dominantnim vyskytem
perloocek D. galeata a v oblasti vyskytu perloocek D. longispina. Tento vyskyt hybrid(
podporuje domnénku, Ze pfitomnost podélnych environmentalnich gradientl v prehradni
korytovité nadrzi pravdépodobné mohla zlepsit podminky pro vyskyt hybrid(. Mezidruhovi
hybridi vétSinou dokazou vyuzit vyhodnych vlastnosti jednotlivych rodi¢ovskych druh( a
mohou je nejlépe uplatnit v podminkach, které uz nejsou plné optimalni pro rodi¢ovsky
druh. MUze také dochazet k rozdilné preferenci hloubek mezi rodi¢ovskymi druhy a jejich
hybridy (Spaak a Hoekstra, 1995; Schwenk a Spaak, 1995). Zpravidla je tedy mGzeme
v prehradnich nadrzich najit na prekryvu dvou oblasti dominantniho vyskytu jednotlivych

rodi¢ovskych druht (Petrusek a kol., 2008a; Seda a kol., 2007a).

Hybridi perloocek D. cucullata a D. galeata nebyli ani jeden rok nalezeni. Dlvod, proc¢
tomu tak bylo, mlZze byt vice. Jednim z mozZnych vysvétleni by mohla byt mald Gspésnost pfi
kfizeni rodi¢ovskych druh(. To se ukazalo pfi laboratornim experimentdlnim k¥izenim D.
galeata a D. cucullata, pfi kterém se zjistilo, Ze Uspésnost kfizeni je nizka (Schwenk a kol.,
2001). Dalsi mozZnosti je, Ze prezivani hybrid(i D. galeata a D. cucullata v obdobi zhorsenych

podminek je podstatné mensi nez u hybridl D. galeata a D. longispina. Ve spodni ¢asti
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nadrze je totiz mozné, ze hybridni perloocky v zimnim obdobi pfezimuji pobliz dna, coz
v pfitoku s nedostatec¢nou hloubkou nemusi byt mozné (Seda a Machdacek, 1998). Kazdy rok
by se zpét do vodniho sloupce (po skonéeni nepftiznivych podminek) mohly dostat pouze

z vajecné banky (efipia, kterd pfezimuji na dné nadrze), ¢i novou hybridizacni udalosti.

V praci Horové (2009), ktera byla vypracovana na zakladé dat z deviti ¢eskych
korytovitych nadrzi, se rovnéz ukazalo, Ze hybridi D. galeata a D. cucullata se ¢asto viibec v
nadrzich nevyskytuji, nebo se vyskytuji mnohem méné, nez D. galeata a D. longispina.
Nicméné to uspokojivé nevysvétluje fakt, proc¢ se hybridi D. galeata a D. cucullata na
nékterych jinych ¢eskych nadrzich vyskytuji, a na Zelivce ne. Hybridi D. galeata a D. cucullata
v nadrzi Zelivka nebyli nalezeni ani v dfivéjich studiich na pfehradni nadrzi Zelivka (Petrusek
a kol., 2008a; Seda a kol., 2007a). Stejné jako hybridi D. galeata a D. cucullata nebyli v téchto
pracich nalezeni ani hybridi D. longispina a D. cucullata. U nich je to ale pravdépodobné
z jiného dlvodu. Rodic¢ovské druhy totiz preferuji odliSné environmentalni podminky, a tak
se vyskytuji na opacnych koncich nadrze. Vznika tak ekologicky podminéna prostorova
bariéra, v jejimz dlsledku nedochazi ke kontaktu rodi¢ovskych druh(, a tak je i

nepravdépodobné, Zze by mohlo dojit k hybridizaci (Petrusek a kol., 2008a).

Jak jsem jiz jednou zminil, dominantni vyskyt vétsich druh( perloocek v oblasti hraze je
pravdépodobné dan jejich vyssi filtracni Gcinnosti a nizsim selekénim predaénim tlakem ze
strany ryb (Gliwicz, 1986; Gliwicz 1990, Gliwicz 2003; Prchalova a kol., 2008; Vasek a kol.,
2004). Malé druhy jako D. cucullata a jejich hybridi jsou proto v oblastech dolni ¢asti nadrze
zfejmé kompeticné vylouceny. Zajimavé je ale to, zZe velké perloocky jako D. longispina a
jejich hybridi jsou v dusledku selektivniho predacniho tlaku znevyhodnény nejen v oblasti
pritoku. Na vertikdlnim profilu z let 2009 a 2010 z oblasti hraze a z roku 2009 z oblasti mostu
(obr. 7) je vidét Ze v epilimniu dominuje predevsim mensi druh D. galeata a az v metalimniu
se nachazi maximum vyskytu D. longispina, coz by mohlo ukazovat na pritomny selekéni
predacni tlak ze strany ryb (Prchalova a kol., 2009). Podobny vyskyt byl jiz zaznamendan i v
ostatnich pracich vénujicich se strukture populaci prehradnich perloocek (Petrusek a kol.,

2008a; Seda a kol., 2007a; Ruthova, 2008; Horova, 2009).
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Vyskyt F2 hybrid( a zpétnych kfizenc(i v porovndni s pracemi Ruthové (2008) a Yina a kol.
(2012a), které vyuzivaly v pfehradnich nadrzich (Vir, Vranov, Stanovice) mikrosatelitovych
markeru, a proto jsou jejich vysledky srovnatelné, byl naprosto zanedbatelny. V mé praci se
podatilo identifikovat pouze jednoho zpétného ktizence. PFi sniZeni kritéria pro uréeni
taxonu, respektive hybridni kategorie, na zakladé posteriorni pravdépodobnosti z programu
NewHybrids z 95% na 80% byl uréen jesté jeden potencidlni zpétny kfizenec. V obou
pfipadech se jednalo o zpétného kfizence rodi¢ovského druhu D. galeata a kfizence D.
galeata x D. longispina v roce 2009 na lokalitach Stfed a Most epilimnion. Oproti tomu
v obou zminovanych pracich bylo nalezeno vice zpétnych kfizencl i F2 hybridi (zpétni
kfizenci v préci Yina a kol. (2012a) predstavovali 3.1 % a v praci Ruthové (2008) na nadrzi
Vranov predstavovali zpétni kfizenci na lokalité hraz - epilimnion az 19 %). Mozny vyskyt F2
hybrid( a zpétnych kfizencu je zfejmé ovlivnén dalsimi faktory. Jiz nékolikrat se ukazalo, Ze
ve stejnych environmentdlnich podminkach ve stejném vodnim Utvaru v nasledujicich
sezonach nemusi byt stejny vyskyt taxona. Ve stejnych podminkach byla zaznamenana
koexistence nékolika taxonl i dominance jednoho jediného (Yin a kol., 2010, Spaak, 1996). Je
tedy pravdépodobné, Ze vyskyt zminovanych F2 hybrid(i a zpétnych kfizenc( je podminén i

konkrétni lokalitou a konkrétni genetickou strukturou potencidlnich rodi¢ovskych populaci.

Diky pouZité metodé mikrosatelitovych marker( bylo mozné sledovat zmény nejen
v taxonomickém sloZeni perloocek komplexu Daphnia longispina, ale i v klondlnim sloZeni a
diverzité na velmi podrobném prostorovém méfritku. Nejvétsi MLG bohatost se u mych
vzorkU vyskytovala po oba dva roky na lokalitach Vojslavice a Pritok, tedy u dvou nejvyse
poloZzenych odbérnych lokalit. Na dalSich lokalitach byla MLG bohatost rlizna. Nejvétsi
multilokusovou bohatost vztazenou k poctu jedincl jednoho taxonu mély perloocky D.
cucullata, které mély MLG/N 0.965, coz znacné prevySuje priimérnou bohatost vsech druht
po oba dva roky (MLG/N 0.735 - vypocteno jako primér vsech taxon( za oba dva roky).
Pridmérna bohatost perloocek D. cucullata byla vyssi oproti ostatnim druhlm i v porovnani
s pracemi Ruthové (2008) a Yina a kol. (2012a). Naopak nejmensi genotypickou bohatost

méli hybridi D. galeata a D. longispina v roce 2010, a to pouhych 0.448.

Vysoka genotypicka bohatost perloocek D. cucullata naznacuje moznost, Ze tyto

perloocky preckavaji obdobi nepfiznivych podminek predevsim ve formé efipii (Vanickova a
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kol., 2010). Pokud by tyto perloocky preferovaly vétsi (¢i dominantni) podil dormantnich, a
tudiz sexudlnim rozmnoZovanim vzniklych stadii na obnoveni populace, vysvétlovalo by to do
znaéné miry jejich vysokou genotypickou bohatost. Nasvédcuje tomu i fakt, Ze tyto perloocky
se v praci Horové (2009) v podzimnich vzorcich pfilis nevyskytovaly. Vykazovaly tak sezénni
dynamiku, kdy jejich ¢astéjsi vyskyt byl zaznamendn v letnich mésicich oproti podzimu.
Naopak hybridi D. galeata a D. longispina pravdépodobné mohou preckavat nepfiznivé
podminky v hlubsich ¢astech pfehradni nadrze. Mohla by tomu nasvédcovat i jejich nizka

genotypickd bohatost.

Pti porovndni klonalni diverzity pomoci multilokusovych genotypt (MLG) se ukazalo, Ze
primérna genotypicka bohatost celé populace je 0.735. V porovnani s praci Ruthové (2008)
je tato bohatost nepatrné mensi. Nejvétsi podil na tomto rozdilu v mé praci maji hybridi
perloocek D. galeata a D. longispina z roku 2010, jejichz genotypickd bohatost je oproti
rodi¢ovskym druhim podstatné mensi. Podobny rozdil v bohatosti MLG mezi rodi¢ovskymi
druhy a jejich hybridy se vyskytuje i v praci Yina a kol. (2012a, 2010), kde rovnéz hybridi maji
mensi klonalni diverzitu nez rodi¢ovské druhy vyskytujici se na stejném misté. Je to
rodi¢ovskych druht. Uz samotna hybridizace je pravdépodobné méné uspésna nez sexualni
rozmnozovani rodi¢ovskych druht (Schwenk a spol., 2001). V praci Keller a kol. (2007) bylo
nalezeno zna¢né mnozstvi prazdnych efipii, které prisuzovali pravé hybrid(im. Podil sexudiné

vzniklych hybridd bude pravdépodobné oproti rodicovskym druhiim tedy mensi.

Jednim z novych pozorovani bylo i srovnani klonalni diverzity v ¢ase a prostoru. Naprosta
vétsina genotypll se vyskytovala pouze jednou na jedné lokalité po jednu sezénu. Bylo ale
objeveno i nékolik klon(, které se vyskytovaly nejenom na vice lokalitach, ale vyskytovaly se i
po obé dvé sezdny. Dokonce byly objeveny dva genotypy, které se vyskytovaly témér v celé
nadrzi. Zajimavé bylo, Ze v roce 2009 nebyl ani jeden z téchto genotypl objeven. Dlvodd,
pro¢ tomu tak bylo, mize byt nékolik. Pravdépodobné se v roce 2009 jednalo o pomérné
vzacné klony, u kterych se nepodafilo ani pomérné hustym vzorkovanim zachytit jejich
lokalitu vyskytu, pfipadné byla jejich pocetnost natolik nizkd, Ze byly pod limitem detekce.

Ackoliv tyto klony nebyly v roce 2009 zaznamenany, je pravdépodobné, Ze se jiz v tomto roce
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vyskytovaly a oproti ostatnim klonim mély zfejmé urcité vyhody a dokazaly se po

pfezimovani oproti ostatnim znacné rozsifit.

Na Rimovské piehradé byly ve studii Sedi a kol. (2007b) nalezeny dvé odli$né linie
perloocek D. galeata. Jedna z nich se v obdobi letni stratifikace vyskytovala v pomérné
nepfiznivych podminkach hypolimnia, kdezto vétsina perloocek preferovala epilimnion.
Perloocky z oblasti hypolimnia byly vSak |Iépe adaptovany na obdobi nepfiznivych podminek
a mély tak vétsi Sanci na preziti, nez letni Uspésnéjsi linie. Na jare pak mohly snaze

znovuosidlit nadrz, nez druha linie. V praci Yina a kol. (2012a) mizZeme podobné jako u mych

vysledk( nalézt klony, které se vyskytuji opakované ¢i na vétsiné lokalit.

V roce 2009 bylo zaznamenano nékolik klonU, které byly velmi pocetné, ale v dalsi sezéné
nebyly vibec zaznamenany. Obecné se tedy neda fici, Ze nejpocetné;jsi klony jednoho roku

se budou s jistotou vyskytovat i v ndsledujicich letech. Je to mozna proto, Ze tento

vvvvvv

vvvvvv

obdobi (Seda a kol., 2007b; Yin a kol., 2010). Takovych se v mych vzorcich vyskytovalo hned
nékolik. Podobny ubytek dominantnich klond byl zaznamenan i v préci Yin a kol. (2012a),
avsak jeho pozorovani zahrnovalo pouze jednu sezénu. Existence klon(, které jsou v dobé
letni stratifikace vzacné a jsou prizplsobeny horsim podminkam, se zfejmé ukazala uz ve
studii Sedi a kol. (2007b), kde byly objeveny klony D. galeata, které se nevyskytovaly typicky
v epilimniu, ale naopak hloubé&ji v nadrzi. Tyto klony by tak mohly |épe prezit obdobi
zhordenych podminek s nedostatkem potravy. Usp&snost téchto klond by pak mohla byt

v nasledujicim obdobi podstatné vétsi, protoze by jich uz na zacatku sezény bylo vice nez

téch, které se lihnou z efipii, a dale by se pak rozmnozovaly partenogeneticky.

Se svymi genotypy jsem rovnéz porovnaval dva stejné klony s divergentni mitochondrialni
DNA. Tyto klony se totiz vyrazné liSily svou mitochondrialni DNA od zbylych perlooéek
nalezenych v Zelivce. Jednim z moznych vysvétleni, pro¢ se tyto klony od ostatnich ligily

pravé na zakladé mitochondrialni DNA, byla i mozZnost, Ze by se jednalo o kryptické druhy. Ve
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stfedni a severovychodni Evropé bylo totiz objeveno nékolik pfipadd, které této hypotéze

nasvédcuji (Petrusek a kol., 2012).

Klony (ackoliv byly odebrané ze stejné nadrze ve stejny rok) se od mych vzork( opravdu
liSily. Na rozdil od jmenované studie jsem vSak nemél udaje o mitochondridlni DNA mych
vzork(. Dovezené klony obsahovaly dvé unikatni alely, které se v mych vzorcich
nevyskytovaly. Samotné klony byly pomoci NewHybrids spolehlivé uréeny jako D. longispina.
Jednim z moznych vysvétleni, pro¢ klony od Anne Thielsch nebyly v mych vzorcich objeveny,
je ten, Ze se jednalo o malo zastoupeny klon v pfehradni nadrzi. Pfi odbéru vétsiho mnozstvi
perloocek a jejich nasledném transportu do Némecka (vzorky byly transportovany Zivé),
mohlo dojit béhem cesty rovnéz k urcité selekci. BEhem transportu totiz nemohly byt
technicky zajistény identické podminky, jako se vyskytuji v pfehradni nadrzi, a tak se mohly
vyselektovat klony, které transport zvladly oproti nékterym jinym klonim lépe.

Pravdépodobnost nalezeni nového ,vzacného” klonu pak mohla zna¢né vzrust.

Ukazalo se tedy, Zze v pfehradnich nadrzich korytovitého tvaru mizeme nalézt mnoho
environmentalnich gradientl, které vyznamné ovliviuji distribuci zooplanktonu a perloocek
predace a mnozstvi potravy. Nejvice planktivornich ryb nachazime v oblasti pfitoku, kde se
rovnéz vyskytuje nejvétsi mnozstvi potravy (Prchalova a kol., 2009; Vasek a kol., 2004). Je
zde proto znacny selekéni tlak na velikost perloocek. Proto se praveé v pritoku vyskytovaly
perloocky D. cucullata, které nejlépe ze jmenovanych odoldvaji rybi predaci (Spaak a
Boersma, 2006). Naopak na opacném konci pfehradni nadrze nachazime oblasti s daleko
mensim predaénim tlakem, ale také daleko mensim mnoZstvim potravy. Vyskyt jednotlivych
druhl perloocek je ovlivnén environmentalnimi gradienty a samotny vyskyt odpovida
ekologickym narokim nejenom jednotlivych druhf, jejich hybridd (Gliwicz 1990), ale i
jednotlivych klond téchto perloocek (Yin a kol., 2012a; Petrusek a kol., 2013). Podobna
distribuce perloocek byla nalezena i v nékolika dalSich pracich napfiklad Petruska a kol.

(2008a), Sedi a kol. (2007a) a Ruthové (2008).
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V mé prdci se potvrdil nendhodny vyskyt jednotlivych druh( perlooé¢ek komplexu Daphnia
longispina, které preferovaly v pfehradni nadrzi rozdilné oblasti. V pfitokové oblasti byly
v roce 2010 nalezeny perloocky D. cucullata, kterych od pritoku rychle ubyvalo, a naopak
pribyvalo perloocek D. galeata, kterych se vyskytovalo nejvice kolem stfedu nadrze. V roce
2010 byly tyto perloocky dominantnim druhem i v pfitoku. Perloocky D. longispina
preferovaly spiSe hlubsi oblasti nadrze a vyskytovaly se az v okoli hraze v hlubsich vrstvach
metalimnia. Hybridi perloo¢ek D. galeata a D. longispina preferovali oblast mezi
dominantnim vyskytem svych rodic¢ovskych druh(. Vyskyt jednotlivych taxonl byl
v meziro¢nim porovnani relativné staly, ale D. cucullata v roce 2009 v piehradni nadrzi
Zelivka nebyla vilbec zaznamenéna. Environmentalni gradienty ale zfejmé ovliviiuji nejenom
samotné druhy a jejich hybridy, ale i klonalni strukturu v nadrzich. Klonalni diverzita
mezidruhovych hybridl byla podstatné mensi, nez jejich rodicovskych druhl. To by mohlo
znamenat, Ze existuji reprodukéni bariéry mezi rodi¢ovskymi genomy. Distribuce jednotlivych
klon( se ukazala jako znacné heterogenni, a to jak v prostorovém, tak casovém méritku.
Naprosta vétSina analyzovanych klond byla unikatni a vyskytovala se jen v jednom exemplafi
na jedné lokalité. Bylo ale objeveno i nékolik klon(, které mély opakovany vyskyt, a to bud’
na vice lokalitach, nebo i mezi jednotlivymi sezénami. Vyskyt stejnych klonl mezi
jednotlivymi sezonami by mohl naznacovat, Ze tyto klony jsou schopné prezit obdobi horsich
podminek v hypolimniu nadrZe a na jafe se snaze vyskytnou na lokalitach, kde se vyskytovaly
predchozi sezdénu. Prekvapivé nejcastéji se vyskytujici klony byly objeveny pouze v jednom
roce. Tyto klony byly vétsinou nalezeny na vétsiné odbérnych stanovist. Je vsak mozné, ze
v prvnim roce se vyskytovaly na jinych lokalitach nebo jich bylo tak malo, Ze byly pod
detekénim limitem. Nové objevena divergentni mitochondrialni linie nebyla mezi mnou

analyzovanymi jedinci vibec nalezena.
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Lokalita

Prilohy

Pfiloha ¢. 1
2009 D. longispina D. galeata F1 hybridi D. cuculata Zpétni kfizenci
Hraz epi. 3 29 19 0 0
Hraz meta. 33 5 7 0 0
Hrdz hypo. 15 12 9 0 0
Most epi. 3 20 20 0 1
Most meta. 36 3 4 0 0
Most hypo 24 7 15 0 0
Stred 1 31 9 0 0
Zahradky 0 25 1 0 0
Vojslavice 0 27 0 0 0
Pritok 0 41 0 0 0
2010 D. longispina D. galeata F1 hybridi D. cuculata Zpétni krizenci
Hraz epi. 14 9 21 0 0
Hraz meta. 34 0 14 0 0
Hraz hypo. 6 3 24 0 0
Most 12 6 27 0 0
Stred 0 37 6 0 0
Zahradky 0 42 5 2 0
Vojslavice 0 30 0 2 0
Pritok 0 20 0 26 0

Pocet jedincl na dané lokalité

Pocet jedincl daného taxonu vyskytujici se v jednotlivych sezdnach na jednotlivych stanovistich.
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Vyskyt jednotlivych klonl na jednotlivych odbérnych lokalitach. Kédy v druhé horni lince oznacuji jednotlivé
odbérné lokality v jednotlivych rocich. Jsou fazeny zleva od hraze doprava po pfitok. Kéd HE — Hraz
epilimnion, HM — Hraz metalimnion, HH — Hypolimnion, ME — Most epilimnoin, MM — Most metalimnion,
MH — Most hypolimnion, M — cela lokalita Most v roce 2010, S — Stfed, Z — Zahradky, V — Vojslavice, P —
PFitok. V prvnim levém sloupci jsou jednotlivé kody klond, které se vyskytovaly vickrat. Dale v tomto sloupci
jsou barevné oddéleny populace s oznacenim long pro D. longispina, gal pro D. galeata, F1 pro hybridy D.
galeata a D. longispina a na zavér oznaceni cuc pro D. cuculata. Symbol 0 oznacuje lokalitu, kde dany klon
byl v minulém / nasledujicim roce nalezen, - oznaduje lokalitu, kde klon nebyl ani v jedné sezéné nalezen,

Ciselny Udaj oznacuje pocet klon(, které se vyskytovaly na dané lokalité v dany rok.
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