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ABSTRAKT

Schopnost disperze sladkovodnich bezobratlych je ovlivnéna mnoha faktory. V soucasné
dobé v ni hraje podstatnou roli také ¢lovék. Mimo jiné stavbou plavebnich kanald znicil pfirozené

hranice mezi povodimi a umoznil tak Sifeni druhli na nova tuzemi.

Tato prace na zakladé genetickych dat urcuje mozné invazni cesty neplivodniho druhu
P. coxalis s.I. do Ceské republiky a snaZi se zhodnotit jeho fylogeografii v ramci Ceské republiky.
Byl osekvenovan gen COl a 28S. Do analyz bylo zahrnuto 96 jedincG z27 populaci z Ceské
republiky. Z volné pfistupné databaze GenBank bylo stazeno 40 sekvenci genu pro COIl a 7

sekvenci genu 28S.

Na tzemi Ceské republiky se nachazeji dvé odliné genealogické linie P. coxalis s.l. (6%
rozdil mezi sekvencemi genu pro COI). Jedna pochazi z recentni invaze z mediteranni oblasti (pres
zapadni invazni koridor a dalsi plavebni kanaly). Druha linie je na naSem Gzemi nejspise ptvodni a

mohla by spadat do poddruhu P. coxalis septentrionalis. Vlysledky jsou diskutovany.

Klicova slova: Proasellus coxalis s.l., COI, invazni cesty, fylogeografie



ABSTRACT

Dispersal of freshwater invertebrates is affected by many factors. Recently, human
activities played a very important role in their dispersal. Among others, constructions of new

shipping canals damages natural boundaries and the species can spread into new areas.

This Master thesis deal with non-indigenous species P. coxalis s.l. On the genetic bases
assess a possible dispersal routes into the Central Europe (and the Czech Republic), and
phylogeography of this species in the Czech Republic. | amplified and sequenced DNA of the
mitochondrial cytochrome oxidase subunit | (COl) gene and 28S nuclear rDNA gene. 96 individuals
from 27 localities in the Czech Republic were analyzed. | also included 40 sequences of the COI

gene and 7 of the 28S gene from the GenBank database.

In the Czech Republic, there are two different genealogic lineages of P. coxalis (with 6%
genetic distance between sequences of the COIl gene). The first lineage comes from recent
invasion of this species from Mediterranean area (through Western invasion corridor and other
shipping canals). The second lineage is probably indigenous in the area and it can probably be

assigned to the subspecies P. coxalis septentrionalis. The results are discussed.

Keywords: Proasellus coxalis s.l., COI, dispersal routes, phylogeography
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Disperze sladkovodnich bezobratlych

1. UVOD

1.1 Disperze sladkovodnich bezobratlych

Disperze obecné oznacuje proces, kterym se organismy (nebo jejich dormantni stadia)
JelikoZ se jednd o velmi Siroky pojem, Casto se jeho definice lisi podle oblasti vyzkumu. V pfipadé
sladkovodnich bezobratlych tak mize byt zuZen naptiklad pouze na zaznamy o suchozemském
prenosu (Bilton et al. 2001). Nebo naopak zahrnuje disperze také pohyb pfimo ve vodé, jako je

drift organism( Ci jejich propaguli po proudu, pohyb lateralni a proti proudu (Malmqgvist 2002).

Kontinentalni sladkovodni ekosystémy predstavuji habitaty charakteristické svou
nespojitosti, obklopené z pohledu vodnich organism( nehostinnou pevninou, jez je pro né
neobyvatelna. OvSem i pres zdanlivou izolaci vodnich habitatl vykazuje mnoho sladkovodnich
druhll Siroké geografické rozsifreni (Bilton et al. 2001, Figuerola & Green 2002a). Nékteré
organismy dosahnou této Siroké distribuce aktivnim letem (dospélcll) pres otevienou krajinu
(Kovats et al. 1996). Mnoho vodnich organismi ovsem postrada mobilitu nutnou k premistovani
z jednoho povodi do druhého, ke kolonizovani novych uzemi ¢i k disperzi do sousednich vodnich
ploch tfeba i v ramci jednoho povodi (Figuerola & Green 2002a). K Sifeni pak vyuZivaji takovych
vektor( prenosu, jako jsou zvitata, vitr nebo vodni proud, které jim zajistujici pasivni transport
mezi témito nespojitymi habitaty (Bilton et al. 2001). Schopnost disperze souvisi s prlibéhem
rozmnozovaciho cyklu, zplsobem Zivota organismu a jeho Zivotni strategii. Nemusi byt vnimana
jen jako mechanismus pro kolonizaci vhodného prostiedi (Malmgvist 2002; Palmer et al. 1996),
ale mlze také silné ovlivnit a byt ovlivnéna mnozstvim vnitrodruhové i mezidruhové kompetice
(Bowler & Benton 2005; Palmer et al. 1996). V kone¢ném dusledku muize pUsobit i na to, jak si
organismy poradi se zménami prostredi, tedy predevsim: klimatickymi zménami, fragmentaci Ci

ztratou habitatu nebo invazi neptvodnich druh( (Bowler & Benton 2005).

V nasledujicich fadcich budou popsany mozné mechanismy disperze vodnich bezobratlych
organismu, s rozvinutim moznosti relevantnich pro studovany organismus Proasellus coxalis. Jak
jiz bylo naznaceno v predchozim textu, mechanismy disperze se tedy vseobecné déli na dva
zakladni zpUsoby. Pti aktivni disperzi je Zivocich schopen Sifit se vlastnim pohybem. V pfipadé
pasivni spoléha na jiné vektory prenosu. V neposledni fadé pak nesmime opominout ani lidskou
aktivitou, jez velmi ovliviiuje disperzi mnoha organism( (Gherardi et al. 2009; Leppéakoski et al.
2002).
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1.1.1 Aktivni disperze.

Aktivni disperze je velmi dlleZitd predevsim v tekoucich vodach. Proud vody postupné
unasi dold po sméru toku vsechny Castice, véetné organism(l ve vodé se vyskytujicich. JelikoZ by
tento jev vedl k postupné extinkci druh( v Usecich hornich tokl, museji se tedy organismy néjaky
zpUsobem pohybovat i proti proudu. A tak v pfipadé druhd vodniho hmyzu, jez maji okfidlena
letuschopna imaga, plati hypotéza tzv. koloniza¢niho cyklu (Muller 1982). Ta rika, Ze ztraty vzniklé
driftem v hornich tocich jsou nahrazeny diky oktidlenym imagim, kterd létaji proti proudu, kde
posléze kladou vajicka (Bilton et al. 2001; Miiller 1982; Williams & Williams 1993).

s

Avsak v tocich Zziji i dalsi benticti bezobratli, ktefi nedisponuji letuschopnymi imagy. Ti se
museji s unasejicim proudem vyrovnat jinym zplsobem. Mnoho druh(l je proto pozitivné
rheotaktickych, tzn., pohybuji se proti proudu, aby snizily svdj drift. OvSem i proudobytny vodni
hmyz s okfidlenymi imdgy vykazuje v nymfalnich instarech pozitivni rheotaxi. (Elliot 1971; Williams
& Williams 1993). Pohyb proti proudu je kromé vodniho hmyzu velmi znamy napfiklad u blesivcl
(Elliott 1971; Hughes 1970; Minckley 1964; Rawer-Jost et al. 1999; Williams & Williams 1993).
Blesivci putuji proti proudu sezénné, pres zimu (v dobé reprodukce) nemigruji (Rawer-Jost 1999;
Williams & Williams 1993). Ackoli obyvaji i biotopy se silnym proudénim, pro migraci preferuji
oblasti s pomalejsim proudem (Hughes 1970; Rawer-Jost et al. 1999). Elliott (1971) ve své studii
pozoroval blesSivce, ktefi migrovali za tmy na povrchu substratu, a méfil vzdalenost, kterou
prekonaji za 24 hodin. Proti proudu jsou schopni urazit az 14 m, po proudu pak do 10 m. Je tedy
zfejmé, Ze migrace proti proudu mlze mit vétsi vyznam, nez jen pouhou kompenzaci driftu (Elliott
1971). To velmi zdatné dokazuje Dikerogammarus villosus, ktery je schopen invadovat proti
proudu rychlosti 30-40 km za rok (Josens et al. 2005). Naproti tomu v dalsi studii se jen jeden z 6
americkych bleSivell (Gammarus bousfieldi) pohyboval proti proudu masové, ostatni druhy
zdoldvaly jen kratké vzdalenosti tak, aby kompenzovaly svou ztratu zplisobenou driftem (Minckley
1964).

Dalsim korySem, u kterého se vyskytuje (a€ jen strohy) zaznam o pozitivni rheotaxi je
Asellus aquaticus. Ten, ve studii zabyvajici se makrobentosem prekonavajicim rybi prechody, byl
schopen pohybu proti proudu, avsak vyluéné vyhledaval mista s pomalym proudem (Rawer-Jost
1999).

1.1.2 Pasivni disperze

Jak jiz bylo napsano vyse, v tekoucich vodach mohou byt organismy pasivné premistovany
proudem. Ackoli si nékteré druhy proti driftu vytvorily adaptace, je presto urcité procento
organismuU proudem pasivné odndaseno. Tito jedinci pak mohou propojovat prostorové oddélené
populace (Bilton 2001) a zachovavat mezi nimi genovy tok. Proudem se vSak organismy Sifi jen
v ramci daného toku. Na nové vodni plochy pak mohou byt pasivné preneseny pomoci ridznych
Zivocich( (napfiklad ptaky, savcii hmyzem) nebo vétru (Figuerola & Green 2002b; Maguire 1963;
Peck 1975).
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Dulezitou roli pfi pasivni disperzi hraje schopnost vytvaret rezistentni dormantni stadia,
kterd jsou velmi cCasta pravé u sladkovodnich bezobratlych, jejichz habitaty (na rozdil od
mofskych) predstavuji Casto nestald prostredi. Tato strategie vznikla v pribéhu evoluce nezavisle
na sobé napfic¢ rznymi taxony. Je nezbytna pro organismy, jez obyvaji prechodné habitaty, jako
jsou napfiklad periodické tliné (Caceres 1997). Vétrem se tak mohou na kratké vzdalenosti Sifit
tfeba vajicka Zabronozky Branchipodopsis wolfi (Brendonck & Riddoch 1999), ¢i obecné vzato
jakdkoli jind mald rezistentni dormantni stadia (Bilton et al. 2001). Vétrné proudy vSsak mohou
unaset také celé jedince létavého hmyzu, a ti jsou pak Sifeny i na velké vzdalenosti (Kelly et al.
2001).

Zivocichové, jakoito vektor prenosu, maji v pasivni disperzi vyznamné postaveni. Jiz
Darwin (Darwin & Beer 2008) ve svém vyznamném dile uvadi moZnost prenosu semen,
bezobratlych ¢i jejich vajicek migrujicimi ptaky. Predklada pozorovani, kdy sladkovodni mékkysi
aktivné pfilnuli na nohy vodniho ptaka (konkrétné kachny), ktery jim pak mizZe pomoci Sifit se i na
velmi velké vzdalenosti. Ze za rozsifenim nékterych druhd stoji migrujici vodni ptactvo, dokladaji i
soucasné studie. Nejlépe dokumentovanym pfipadem je Sifeni sladkovodnich perloocek pomoci
prenosu jejich trvalych vajic¢ek (efipii) vodnim ptactvem. Vyznamnou roli v postglacialni disperzi
tak potencialné predstavuji ptaci pro prenos mezi jednotlivymi habitaty u Daphnia pulex na Sibifi
(Weider & Hobaek 1997). Znama je dale i souvislost mezi genetickou distribuci severoamerickych
populaci Daphnia laevis s hlavnimi tahy tamnich vodnich ptakd, kdy populace Daphnia laevis jsou

si geneticky podobnéjsi na severu a jihu, nez zdpadé a vychodé (Taylor et al. 1998).

Organismy, jeZ jsou Sifeny pomoci Zivocichl, maji v zdsadé dvé moZnosti, jakymi mohou
byt transportovany. A to bud uvnitf (enzoochorie) ¢i na povrchu (epizoochorie) zvitete. Zde budou
pouzivany vyrazy interni a externi transport, jez ve své studii pouZivaji Figuerola & Green (2002a).
Pfi internim transportu museji byt zachovany dvé dllezité podminky: nejdfive musi Zivocich
organismus Ci jeho rezistentni stadium pozfit, a posléze musi tento organismus Ci Castice projit
travicim traktem bez poskozeni. Pro externi transport je predurcujici, jak dobre prenasena castice
¢i organismus k vektoru svého prenosu pfilne a v pfipadé, Ze nejsou prendsena rezistentni
dormantni stadia snasejici Uplné vyschnuti, jak dlouhou dobu je dany organismus schopen preckat
mimo vodni prostiedi (Figuerola & Green 2002a). V nasledujicich ptipadech budou popsany
moznosti disperze jednotlivymi skupinami Zivocichli se snahou podrobnéji pfiblizit varianty

relevantni pro druh Proasellus coxalis, na kterého je tato prace zamérena.

Hmyz

RGzné druhy vazek, motyli, cikady ¢i v€ely mohou na svém téle pfenaset kromé ras také
nalevniky nebo vifniky (Maguire 1963). Dale napfiklad dravi brouci celedi Dytiscidae, mohou
internim transportem rozsifovat vajicka Zabronozky Branchipus schaefferi (Beladjal & Mertens
2009).
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Vodni ptaci

Bylo dokazéano, Ze vodni ptaci spolecné se svou potravou konzumuji i mnoho ¢astic, které
jen projdou jejich stfevem. Kromé semen rostlin maji v potravé zastoupeny napf. vajicka rlznych
druhl perloocek, lupenonozc(, skeblovek ¢i mechovek (Brochet et al. 2010; Figuerola et al. 2003).
Vétsina Castic zUstane po prlichodu stfevem Zivotaschopna. Vzhledem k frekventovanym dennim
migracim vodnich ptakd je tak potencidl k disperzi téchto druh(, pfedevsim na lokalni urovni,
velmi vysoky (Figuerola et al. 2003). Interni transport se ovsem nemusi tykat pouze druh, které
produkuji rezistentni dormantni stadia. Jak prokazali Green & Sanchez (2006), zpUlsob takovéto
disperze je mozny i u larev vodniho hmyzu. Jedna se o druh pakomara Chironomus salinarius,
jehoz larvalni stadium dokaZe bez poskozeni prezZit ve strevé brehouse cernoocasého (Limosa
limosa). Druh Chironomus salinarius ziskava diky této vlastnosti dalsi vyznamny potencial disperze
(Green & Sanchez 2006).

Externi transport pomoci ptakd je velmi rozsifeny napfiklad u mékkysd. Nejranéjsi zminku
o ném publikoval Darwin (Darwin & Beer 2008), jak jiz bylo zminéno vyse. Mékkysi snadno prilnou
na nohu vodniho ptdka, kde se dokaZzou udrzet velmi dlouho. Nékteré duhy, jako napf. Tryonia
navic diky pritomnosti operkula snadno predejdou vysouseni. Pravé u rodu Tryonia a také
Planorbarius byla dokazana jasna spojitost jejich distribucni historie s vodnimi taznymi ptaky. Jsou
ovsem schopny disperze nejen externim, ale v nékterych pfipadech i internim transportem
(Wesselingh et al. 1999). Schopnost pfilnout na kachni pefi byla dale zaznamenana u perloocky
Cercopagis pengoi (Makarewicz et al. 2001). TaktéZ Segerstrale (1954) ve svém pokusu pozoroval
u bleSivce Gammarus lacustris aktivni ,,nalézani“ na kachnu. Byl schopen se udrzet na pefi mimo
vodu az dvé hodiny, coz byla nejdelsi doba v experimentu. Neni tedy vylouceno, Ze by preckal i

Ill

delsi casovy interval. Navic na kachnu ,nalézal” velmi ochotné a rychle. Je ovSsem zajimavé, Ze
Gammarus pulex tuto schopnost (aktivné prilnout na pefi) nemda. Zdad se tedy, Ze zatimco
Gammarus lacustris mlze byt Siten vodnimi ptaky, Gammarus pulex nikoli. Toto chovani bylo
jednim z faktor(l podminujicich historické rozsiteni obou druhl v Dansku a Fennoskandinavii
béhem glacial(. Diky pasivni disperzi se dnes Gammarus lacustris vyskytuje i na velmi izolovanych

vodnich plochach a mimo jiné témér ve vsech pohoftich Norska (Segerstrale 1954).

Savci

O nékolik let pozdéji, po pokusu, jez uskutecnil Segerstrale (1954), byl Gammarus
lacustris, spolecné s dalsSim bleSivcem druhu Hyalella azteca, nalezen v Kanadé i v srsti vodnich
savcll - ondatry a bobra (Peck 1975). Dalsi semiaquaticky Zivocich - nutrie fi¢ni (Myocastor coypus)
- predstavuje také vyznamny potencial disperze vodnich bezobratlych. Jeji srst umozZiiuje pfenaset
kromé rezistentnich stadii také Zivé organismy, mezi které patii rlizné druhy perloocek, virnika,
larev dvoukfidlych, chvostoskok( ¢i krouzkovcll celedi Naididae (Waterkeyn et al. 2010).
Vektorem prenosu ovsem nemuseji byt pouze vodni obratlovci. Mnohdy staci k pfilnuti jen kratky

kontakt Zivocicha s vodni plochou. Napfiklad cysty tfi velkych koryst tfidy Branchiopoda (Triops
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numidicus, Branchipus a Tanymastigites) se zachytily na nohdach ovci, které se pohybovaly v mélké
Casti tné (Thiéry 1997). Taktéz prase divoké (Sus scrofa) prendsi ve své srsti mnoho dormantnich
stadii riznych druh( vodnich bezobratlych. Vzhledem ke zplsobu svého Zivota casto vyhledava
mokfiny, ve kterych se ,vali“ a mize tedy predstavovat velmi vyznamny vektor disperze na lokalni
urovni (Vanschoenwinkel et al. 2008), i kdyZ néktefi jedinci jsou schopni urazit i vice jak 250 km
(Andrzejewski & Jezierski 1978) a potencidlné tak mohou prendset organismy i na delsi

vzdalenosti (Vanschoenwinkel et al. 2008).

Disperze organismt na velké a kratké vzdalenosti (long/short-distance dispersal)

Podle vzdalenosti, na kterou je dany organismus/jeho dormantni stadium schopen se
rozsifit/byt Sifen, miZeme dale rozdélit disperzi také na kratké a dlouhé vzdalenosti. Green &
Figuerola (2005) povazuji za disperzi na dlouhé vzddlenosti situaci, pfi které se sladkovodni
organismy $ifi mezi vodnimi plochami vzdalenymi od sebe nejméné 10 km. Vzhledem k zachovani
Zivotaschopnosti organism( (pokud se nejednd o velmi rezistentni stadium), je jejich transport
Casové omezen (Figuerola & Green 2002a). Pravdépodobnost prenosu na velké vzdalenosti je
proto vétsinou nizka (nizsi nez u kratkych vzdalenosti) a rozhodujici pro Uspésnost takové disperze
je predevsim celkovy pocet pfenesenych propaguli/organism( (Trakhtenbrot et al. 2005). Jak
vyplyva zprehledu mechanism( disperze sladkovodnich bezobratlych, v pfenosu na velké
vzdalenosti hraje klicovou roli migrujici vodni ptactvo (napf. Brochet et al. 2010; Green &
Figuerola 2005; Taylor et al. 1998; Wesselingh et al. 1999), které je schopné za kratky casovy
interval urazit pomérné velkou vzdalenost (Clausen et al. 2002). Avsak dalekého transportu jsou, i
kdyz v mensi mife, schopni také savci, jako nutrie Fi¢ni (Waterkeyn et al. 2010) ¢i prase divoké
(Andrzejewski & Jezierski 1978). Také lidska aktivita velmi ovliviiuje disperzi mnoha organisma

(Leppédkoski et al. 2002; Panov et al. 2004), této problematice bude vénovana nasledujici kapitola.

Na lokdlni drovni se uplatiuji vSechny vyse zminéné mechanismy disperze.
Vanschoenwinkel et al. (2008) navic povaZuje za velmi pravdépodobné, Ze savci maji daleko vétsi
vyznam pfi pasivnim prenosu sladkovodnich organisml na kratké vzdalenosti, nez bylo zatim

publikovano, jelikoZ takovychto studii je stale velmi malo.

1.1.3 Disperze zprostiredkovana ¢lovékem (human-mediated dispersal)

Clovékem zprostiedkované disperze (Ize pouZit vyraz introdukce) mohou byt rozliseny do

dvou hlavnich kategorii. A sice jako introdukce zdmérné a neimysiné (Panov et al. 2004).

Zamérné introdukce

Lidské pretvareni sladkovodnich systéma introdukovanim neplvodnich druhl ma

v Evropé dlouhou historii. Nejranéjsi prikladem jsou jiz ve stfedovéku provadéné introdukce kapra

11



Disperze sladkovodnich bezobratlych

obecného (Cyprinus carpio) na Gzemi Evropy (Copp et al. 2005). V druhé poloviné 19. stoleti se ve
zvySené mife zacaly v Evropé vysazovat i dalsi druhy ryb, zejména z dlvodl zasobovani, vétsi
pestrosti potravni nabidky a pro sportovni Ucely (Gherardi et al. 2009). Zvyseni komercni rybi
produkce bylo spjato i potfebou zajisténi potravy pro tyto chovy a tedy s dovozem velkého
mnozstvi korysa, predevsim rGznonoich jako Gammarus pulex, G. tigrinus, Pontogammarus
robustoides (JazdZzewski 1980). Komeréni vyuZiti se netykd jen ryb. Napfiklad rak bahenni (Astacus
leptodactylus), do Ceské republiky introdukovadn roku 1892, se stal pfedmétem chovu po
zdecimovani populaci nasich pdvodnich druhl rakd ra¢im morem (viz nize). Ovéem jen do doby,
nez zacal byt chranén zdkonem, stejné jako rak fi¢ni a kamendac¢ (Horka 2006). Nékteré druhy jsou
Sifeny i pro sv(j ozdobny vyznam prostfednictvim akvarijniho a zahradnického obchodu, pficemz
z téchto chovll mohou uniknout do volné pfirody (Bilton et al. 2001; Gherardi et al. 2009).
Napfiklad jele¢ek velkohlavy (Pimephales promelas), chovany ¢asto jako okrasnd ryba v
zahradnich nadrzich, se nyni vyskytuje a rozmnozZuje na Uzemi Velké Britanie, kde je neplvodni
(Copp et al. 2007). BEhem 20. stoleti celkovy pocet neplvodnich druhi v Evropé vyrazné stoupl. A
to hlavné po roce 1940, kdy byla disperze (vSeobecné, tedy nejen zamérné introdukce)
nepuvodnich druhll podporovédna vétsi mobilitou a obchodem v pribéhu 2. svétové valky
(Gherardi et al. 2009).

Neumyslné introdukce (disperze)

V nékterych pfipadech mohou byt ovsem spolecné s organismem, ktery je introdukovan,
neumyslné sifeny i jiné druhy (Panov et al. 2004) a téz parazité ¢i plvodci nemoci vysazovanych
organismu (Gherardi et al. 2009). Jako tomu bylo pfi introdukci okouna nilského z Viktoriina jezera
do jednoho zjezer ve Spojenych Statech Americkych, s nimZz se do nové lokality rozsitila
i perloocka Daphnia lumholtzi (Havel & Hebert 1993). Nebo napfiklad introdukce americkych rak(
- raka pruhovaného (Orconectes limosus) a raka signalniho (Pacifastacus leniusculus) - do Ceské
republiky (a dalSich statll) méla za nasledek zavleceni oomycety Aphnomyces astaci, ktera je
plvodcem raciho moru, nemoci smrtelné pro neamerické druhy rak( (Filipovad et al. 2006a;
Filipova et al. 2006b).

NeumyslIné disperze organismi zplsobené lidskou aktivitou jsou ale predevsim spjaty se
stavbou plavebnich kanald, transportem v balastni vodé (zejména na dlouhé vzdalenosti) a s lodni

dopravou vseobecné.

Plavebni kanaly

Jako vysledek primyslovych a ekonomickych aktivit ¢lovéka vzniklo v Evropé, zejména
v poslednich dvou stoletich, cetné mnoizstvi plavebnich kanall (Bij de Vaate et al. 2002). Tyto
stavby odstranily pfirozené hranice mezi povodimi jednotlivych fek, jez se v Evropé ustdlily na

konci pleistocénu (Herhaus 1977; Nehring 2002). Propojena povodi pak umoznila expanzi mnoha
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(do té doby biogeograficky oddélenym) druhdim, at uz diky jejich pfirozené disperzi - aktivni pohyb
proti proudu, undseni driftem (Jazdzewski 1980; Nehring 2002; Van der Velde et al. 2002), pfenos
pomoci jinych ZivocichQ, napf. ptakd (Nehring 2002) ¢i transportu na lodich (JazdZewski 1980;
Nehring 2002; Reinhold & Tittizer 1997; Van der Velde et al. 2002). Z fek a kanal( vznikla sit vice
jak 28.000 km dlouhd, spojujici 37 evropskych zemi (Galil et al. 2007). Tato vodni sit nyni
propojuje dfive pfirozené geograficky oddélend povodi mofi jizni Evropy (Kaspické, Azovské,
Cerné, Stfedozemni) a severnich evropskych mofi (Baltské, Severni a Bilé). Existuji v ni ¢tyfi hlavni

invazni koridory: severni, centralni, jiZzni a zapadni (Panov et al. 2009).

Severni koridor spojuje Cerné a Azovské more s Kaspickym motem diky Azovsko-Kaspické
vodni cesté. Kanal mezi fekami Volha-Don propojuje tato jizni more pres Volho-Baltsky kanal

s morem Baltskym a Bilym, zahrnujici kanal Bilé-Baltské mofe (Galil et al. 2007; Panov et al. 2009).

Centralni koridor zaji$tuje spojeni Cerného mote s Baltskym pres Dnépr a kanal Bug-
Pripyat. Centralni koridor je pak spojen s Labem a Severnim morfem diky kanalim Visla-Odra a
Havel-Odra. Propojeni Labe s Rynem je zajisténo pres Stfedozemni kanal (Mittelland Canal) a
kanaly Dortmund-Ems a Ryn-Herne (JazdZewski 1980; Galil et al. 2007).

Jizni koridor vznikl diky propojeni Rynu a Dunaje kandlem Mohan-Dunaj. Z feky Mohan
kvlli postavenému kanalu kazdoroc¢né odtece velké mnozstvi vody. Deficit musi byt kompenzovan
pfesunem vice jak 100 mil. m® vody zDunaje ro¢né kanalem zpatky do Mohanu. Mnoha
organismim z dunajského ekosystému a Pontokaspiské oblasti je tak diky tomuto jevu usnadnéno

Sifeni pfimo do vod zdpadni Evropy (Bij de Vaate et al. 2002; Nehring 2002).

Zapadni koridor spojuje kandlem Rhéna-Ryn Stfedozemni mofe se Severnim a feky Rhénu
a Ryn (Panov et al. 2009). Rada stargich splavnych kanald, které sice dnes nemaji pro komeréni
dopravu velky vyznam, spojuji povodi fek a umoznuji Siteni druhlim z mediteranni oblasti az do
povodi Severniho mofre ¢i Atlantského ocednu. Jsou to kandly Canal du Centre, Canal de Briar a
kanal Ryn-Marna (Galil et al. 2007). VSechny hlavni kandly véetné dat zprovoznéni jsou prehledné

znazornény na obrazku (obr. 1).
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Obr. 1. NejduleZitéjsi evropské vodni cesty a invazni koridory vodnich organism(. U kazdého
plavebniho kanalu je uvedeno datum zprovoznéni. Jednotliva ¢isla oznacuji nasledujici kanaly:
1. kanal Volha-Don, 2 Volho-Baltsky kanal

. Kanal Bilé more-Baltské more

. Kanal Bug-Prypjat

. Kanal Visla-Odra

. Kanal Havel-Odra

. Stfedozemni kanal

. Kandl Dortmund-Ems

. Kanal Ryn-Herne

10. Kanal Mohan-Dunaj

11. Kanal Rh6éna-Ryn

12. Canal du Centre

13. Canal de Briar

14. Kanal Ryn-Marna

15. Kanal Kiel

Podle Galil et al. (2007), upraveno.

O 00N UL &~ W

14



Disperze sladkovodnich bezobratlych

Neni zndmo presné mnoiZstvi, ale odhaduje se, Ze az 65 druhll se muze Sifit napfic
evropskymi vodnimi cestami (Galil et al. 2007). Je zajimavé, Ze ackoli jsou neplivodni druhy
zastoupeny témér vSemi taxonomickymi skupinami, je nejvice invaznich druhl reprezentovano
hlavné korysi a mékkysi (Devin et al. 2005; Leuven et al. 2009). Znacna ¢ast invaznich druh( ma
pontokaspicky plivod a v minulosti se rozsitily severnim a centralnim koridorem (Bij de Vaate et al.
2002; Galil et al. 2007). Ovsem otevienim plavebniho kandlu Mohan-Dunaj v roce 1992, diky
némuz se vytvoril jizni invazni koridor, se pontokaspickym druhim naskytla nova cesta do zapadni
Evropy, ktera je v soucasnosti velmi vyznamnym donorem téchto organismi (Galil et al. 2007;
Tittizer 1997; Van der Velde et al. 2002).

Nasledujici priklady uvadi druhy, které se Sifi jednotlivymi koridory:
Severni koridor

Velmi invazni druh, ktery se jako prvni z pontokaspickych druhl rozsifil do Evropy, je slavicka
mnohotvarna (Dreissena polymorpha). Do vod zapadni Evropy invadovala pravé severnim
koridorem (Bij de Vaate et al. 2002; Nehring 2002).

Centralni koridor

| tuto cestu vyuzivd ke své expanzi Dreissena polymorpha (Bij de Vaate et al. 2002; Olenin &
Leppakoski 1999). Z dalsich organism( Pontokaspické oblasti vyskytujicich se nyni i vzapadni
Evropé to jsou napftiklad vidlonoZec Limnomysis benedeni ¢i bleSivec Pontogammarus robustoides
(Olenin & Leppakoski 1999).

Jizni koridor
Jak bylo popsano vyse, jizni koridor predstavuje v soucasnosti nejvyznamnéjsi cestu Sifeni pro
pontokaspické druhy (Galil et al. 2007; Tittizer 1997; Van der Velde et al. 2002). Invaduji jim

napriklad rGznonozci Dikerogammarus villosus (Bernauer & Jansen 2006; Devin et al. 2001) a

Chelicorophium curvispinum Ci stejnonozec Jaera istri (Bernauer & Jansen 2006).
Zapadni koridor

Druhy z mediterdanni oblasti se Sifi zapadnim koridorem. Jsou jimi krevetka Atyaephyra
desmaresti, rliznonoZec Echinogammarus berilloni (Bernauer & Jansen 2006), stejnonoZci
Proasellus meridianus (Tittizer et al. 2000; Wolff 1973) a Proasellus coxalis (Tittizer et al. 2000),

druh studovany v této préci.

Balastni voda.

Balastni voda se pouziva ke stabilizaci nakladnich lodi v ptipadé, Ze nejsou plné nalozené
(Gollasch et al. 2002). Obvykle je umisténa ve speciadlnich balastnich tancich nebo pfimo

v prazdném nakladnim prostoru lodi (Galil et al. 2007). S touto vodou muiZe byt nabrano také
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nescetné mnozstvi Zivych planktonnich i bentickych organism( a diapausnich vajicek bezobratlych
Zivocich(l (Duggan et al. 2005; Gray et al. 2007). Vzhledem k podstaté plavebniho pramyslu je
zfejmé, Ze lodé museji nabrat vodu v jednom misté a vypustit ji poté na jiné, geograficky oddélené
lokalité. Balastni voda tak nabizi velky potencidl k transportu neplvodnich druhd na nova uzemi
(Gollasch et al. 2002), kterd mohou byt i mnoho tisic kilometrl vzdalena (Carlton & Geller 1993;
Ricciardi & Maclsaac 2000). Dokladem vyznamu balastni vody jakoZto prostfedku disperze na
dlouhé (mezikontinentalni) vzdalenosti je invaze druh( zPontokaspiské oblasti do
severoamerickych Velkych jezer (Ricciardi & Maclsaac 2000). V pripadé zivych organism( k tomu,
aby mohly byt vypustény na novych lokalitdch, museji nejdfive prezit celou dobu transportu v
tanku, nékdy i tydny trvajici (Carlton & Geller 1993). Organismim museji dale vyhovovat také
environmentdalni podminky nové lokality jako teplota, salinita, Ziviny, dostupnost potravnich
zdroju Ci pritomnost dalSich konkurentll nebo predator(i (Nehring 2005). Pro eliminaci invazi
neplvodnich druh(l zbalastni vody je tak napftiklad v severoamerickych Velkych jezerech
zavedena regulace, kdy lodé museji jesté pred vplutim na Velka jezera smichat balastni vodu se
slanou morskou vodou. Toto opatieni ma zabranit proniknuti striktné sladkovodnich organismd,

ovsem neucinkuje na organismy euryhalinni (Ricciardi & Maclsaac 2000).

Skutecnosti, Ze balastni voda je primarné pravé brakického nebo morského plivodu,
vysvétluje Nehring (2002) maly vyznam zaocednské lodni dopravy pro Sifeni sladkovodnich
neplvodnich druhl v ramci zapadni Evropy. Toto tvrzeni v dalsi studii dokumentuje udaji, Ze
v Némecku bylo z 98 neplvodnich sladkovodnich bezobratlych balastni vodou zavleceno pouze 15
(Nehring 2005). Balastni vodu pouZivaji rovnéz i lodé ve vnitrozemské dopravé. Reinhold & Tittizer
(1997) se zabyvali disperznim potenciadlem lodi v plavebnim kanale Mohan-Dunaj a vysledek, byt
vjiném kontextu, potvrzuje ned(leZitost disperze balastni vodou pro sladkovodni organismy.
Zatimco v chladicich filtrech a na trupu lodi nalezli mnoho organismi riznych taxon(, v balastni

vodeé byl objeven pouze jediny klanonoZec.

Rozsifeni Proasellus coxalis vlivem lidské aktivity

Vybudovani plavebnich kanalli mélo zfejmé pozitivni vliv i na disperzi druhu P. coxalis.
Z puvodniho arealu vyskytu, ktery je v okoli vychodniho pobfezi Stredozemniho mofe, v jizni Italii,
Sicilii a Egejskych ostrovech (Gruner 1965), se podle Tittizer et al. (2000) pravdépodobné rozsiFil
z jizni Francie pres feku Rhonu, Sadnu, Doubs, kanal Rhoéna-Ryn - zprovoznén roku 1834 (Galil et
al. 2007) - a Ryn do severniho Némecka a ostatnich sousednich zemi. V Némecku byl prvni ndlez
zaznamenan roku 1931 na dolnim Rynu. V 50. letech byl poprvé nalezen u usti feky Ems, v 90.
letech pak v Labi vokoli Hamburku a také u usti feky Wesser (Tittizer et al. 2000). Nyni se
pravidelné nachazi nejen ve vnitrozemskych (Tittizer 2000), ale také v brakickych vodach
Severniho more (Nehring & Leuchs 2000). Jeho Sifeni Nehring & Leuchs (2000) pfipisuji jak lodim
(na jejich povrchu i v balastni vodé), tak i aktivnimu pohybu. VZdy je ale podle nich disperze

tohoto druhu do zapadni Evropy mozna jen diky vybudovanym plavebnim kanallim. Dale uvadéji,
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Ze P. coxalis je jedinym druhem z mediteranni oblasti, ktery se vyskytuje v brakickych vodach

estuarl Severniho more.

Vliv neptivodnich druhl na ekosystém

Druhy, které jsou Sifeny, at uz zamérné nebo neimysiné, lidskou ¢innosti, mohou mit
casto minimalné pozorovatelny vliv na plvodni spolecenstva (Gherardi et al. 2009). Introdukce
nékterych druh(l jsou vSeobecné vnimany dokonce jako prospésné, shrnuto ve studii Ewel et al.
(1999). | presto, Ze je neplvodnich druh(, které jsou v novém aredlu vyskytu problematické pro
tamni spolecenstva, pomérné malo, mizou mit katastroficky dopad na Zivotni prostfedi, potazmo
i lidskou ekonomiku (Gherardi et al. 2009).

Zarnym prikladem muize byt Dikerogammarus villosus. Tento bleSivec ma diky své
agresivité a velké dravosti velmi negativni dopad na pdvodni spole¢enstva makrozoobentosu. Zivi
se larvami vodniho hmyzu, stejnonozZci i jinymi plvodnimi i neplvodnimi bleSivci (Dick et al. 2002;
Tittizer et al. 2000). Ze svych obéti ¢asto pozie pouze hlavu ¢i ¢asti koncetin, aniZ by je celé
zkonzumoval (Dick et al. 2002). Navic je schopen velmi rychlé disperze, za rok urazi az 30-40 km
(Josens et al. 2005). Jeho migrace vodnimi cestami se neustale vyviji a rychle postupuje na nové
lokality (Devin et al. 2001). Ze svého plivodniho aredlu vyskytu (Pontokaspické oblasti) se po
Evropé sifi diky plavebnim kanallim, jak bylo popsano vyse. S balastni vodou doslo k zavleceni i do
Severni Ameriky (Ricciardi & Maclsaac 2000). Jeho vyskyt byl zaznamenan také v Ceské republice
(Petrusek 2006).

Dreissena polymorpha je dalsim klasickym prikladem druhu, ktery mlze mit za jistych
okolnosti velmi negativni dopad jak na plvodni spoleCenstva, tak i na hospodafrstvi. Stejné, jako
D. villosus, se tento druh z Pontokaspické oblasti Sifil do Evropy diky kanalim (viz vySe) a do
Severni Ameriky s balastni vodou (Ricciardi & Maclsaac 2000). Pravé americké populace zpUsobuiji
hospodarské problémy, jako naptiklad ucpavani potrubi (Nalepa 1994). D. polymorpha miie
redukci abundance zooplanktonu ovliviiovat i strukturdlni zmény ve spolecenstvu. Dale mize byt
pri¢inou dramatického sniZzovani pocetnosti ostatnich mlz(i, kterym filtrovanim ubird potravu
(Karatayev et al. 1997). Ji# vice ne? 100 let se tento druh vyskytuje i v Ceské republice. U nds zatim
nezplsobuje Zzddné hospodarské problémy, pouze v pripadé vyssi hustoty lze predpokladat vliv na
nase vodni mékkyse (Beran 2006).

V pripadé P. coxalis nebyl pozorovan Zadny negativni vliv na ekosystém. Naopak,
v koexistenci s nasSim béinym druhem Asellus aquaticus se vétSinou vyskytuje v mensich

pocetnostech (Horecky et al. 2006; Horecky & Spacek 2007), ackoli byl v laboratorni studii

kompeti¢nim vitézem nad A. aquaticus (Constantini & Rossi 1998), viz nize.
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1.2 Poznamky k taxonomii a biologii druhu Proasellus coxalis

1.2.1 Taxonomie P. coxalis

Na Uzemi Ceské republiky se z vodnich bezobratlych fadu Isopoda nachazeji pouze dva
druhy. Na rozdil od berusky Asellus aquaticus, bézné se v nasich vodach vyskytujici, ma druh P.
coxalis z dlvodu své velké variability pomérné sloZité taxonomické clenéni. Jeho zarazeni do

systému bezobratlych Zivocichl je podle Martin & Davis (2001) nasleduijici:

Podkmen: Crustacea
Trida: Malacostraca
Rad: Isopoda
Podfad: Asellota
Celed: Asellidae

Druh: Proasellus coxalis Dollfus, 1892

P. coxalis je povazovan za polytypicky druh. Vyznacuje se velkou morfologickou
variabilitou. Taxonomické studie, zaloZzené predevsim na téchto morfologickych odliSnostech,
popsaly az 23 viceméné geograficky oddélenych poddruht (Herhaus 1977). Dalsi revize rliznych
autord vsak odhalily nedlslednost pfi taxonomickém zafazeni. Nékolik poddruhl se nepravem
fadilo do skupiny P. coxalis a nyni jsou povaZovany jako samostatny druh, jiné predstavuji naopak
pouze ekotypy P. coxalis, nékteré byly nové popsany (Argano & Campanaro 2004; Stoch 1989;
Stoch et al. 1996).

Ketmaier et al. (2001) se zabyval touto skupinou v Italii, Sardinii a Jordansku. Poukazuje na
prekvapivé vysokou genetickou rozdilnost jednotlivych populaci a podporuje hypotézu, Zze pod
jménem P. coxalis je ve skutecnosti ukryto nékolik geneticky rozdilnych druhi. Ke stejnému
zavéru dospél i ve své dalsi studii (Ketmaier 2002). Ketmaier et al. (2001) dale vytyka soucasné
taxonomii celého rodu Proasellus, Ze nereflektuje jeho fylogenezi a planuje dalsi geneticka
srovnani v Sirsi geografické Skdle. Ta jiz ¢astecné probéhla. Jeji prvni vysledky byly zatim jen
prezentovany (data nebyla publikovana) a naznacuji ddvnou divergenci nékterych populaci z Itélie

a Sardinie (Campanaro et al. 2004).

Je dulezZité také poznamenat, Ze Stoch (1989) zpochybriuje pfitomnost P. coxalis v Evropé
a tyto populace oznacuje jako P. banyulensis. Stejny autor v dalsi publikaci pak se svymi kolegy
podotyka, Ze P. banyulensis je v Evropé Siroce rozsifen a pravdépodobné je zde autochnonni, ikdyz
je mnohymi autory povaZzovan za nepuvodni ve stfedni Evropé (Gerecke et al. 2005). Navic
upozornuji, Ze ackoli byl tento druh dlouho oznacovan jako P. coxalis, byl jiz definovan jako

samostatny druh P. banyulensis (Gerecke et al. 2005; Stoch 1989). Nazory ovsem nejsou
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podloZeny 7Zadnou fylogeografickou studii. Sohledem na nedostatek spolehlivych uréovacich
znakl se nyni druh P. coxalis konzervativné uvadi jako komplex (morfologicky velmi podobnych)
druhl P. coxalis (P. coxalis — group, nebo téZ P. coxalis s.I.) a tradi¢né se vymezuje mimo jiné
predevsim tvarem endopoditi na 2. paru samcich pleopodl (Argano & Campanaro 2004; Stoch et
al. 1996).

1.2.2 Biologie a ekologie P. coxalis, jeho srovnani s A. aquaticus

P. coxalis obyva vody stojaté i tekouci, tam ale vyhledava habitaty s klidnéjSim proudem,
vyskytuje se také ve vodach brakickych. Zivi se rostlinnou hmotou a detritem, potravni strategii je
drti¢, sbérac (Gruner 1965, Nehring 2006). Biologie a ekologie P. coxalis je velmi podobnda nasemu
béZznému druhu A. aquaticus, jenz je podrobné popsan napf. v Lelldk et al. (1972). Bude tedy

vénovana pozornost predevsim tém vlastnostem, kterymi se oba druhy lisi.

P. coxalis je, stejné jako A. aquaticus, bivoltinni, s hlavnimi populaénimi maximy na jare a
na podzim (Fléssner 1987; Peskova 2008; Uvira 1985). V jejich Zivotni strategii vSak existuji urcité
rozdily. Sezéonni reprodukéni periody nejsou u P. coxalis striktné vymezeny, mohou se meénit
v zavislosti na prlmérnych teplotach daného roku, pravidelné se ale objevuje prodlouzeni
podzimni periody do poloviny listopadu. (Na rozdil od A. aquaticus, jehozZ reprodukce trva striktné
od brezna do fijna.) Vyskytuje se i mala tendence k reprodukci v pribéhu zimy. Umisténi, délka a
intenzita reprodukce jsou plasti¢téjsi a daleko vice ovlivnény teplotou nez u A. aquaticus.
P. coxalis se zacCina pafit pfi mensich velkostech, coZ zvysuje plodnost zejména u jedincq, ktefi se
nachdzeji na rozhrani jednotlivych velikostnich trid (FIosner 1987). Jesté pred samotnym parenim
tvori, stejné jako A. aquaticus, pre-kopulacni pary, a k samotnému pareni dochazi v momenté
svlékani samicky, kdy jsou odkryty jeji pohlavni otvory (Lelldk et al. 1972). Na druhou stranu,
pareni A. aquaticus ve vyssich velikostnich tfidach je kompenzovano vétsi plodnosti, jelikoZ pocet
vajicek v marsupiu koreluje s délkou téla. Tyto uvedené rozdily v Zivotni strategii mohou byt dany

predevsim odliSnym geografickym plvodem obou druhi (FIésner 1987).

Pfi vzajemné koexistenci obou druh( dorista A. aquaticus mensich rozmér( a celkové
dosahuje mensich pocetnosti. P. coxalis ma ale predevsim diky schopnosti lepsSiho vyuziti
potravnich zdroju rGzného plvodu a téZ schopnosti rist nezdavisle na pritomnosti jiného druhu
lepsi kompeti¢ni vlastnosti. Casto tedy na konkrétnich lokalitdch vitézi a je také a lepsim
potencialnim kolonizatorem (Constantini & Rossi 1998). OvSem nutno poznamenat, Ze studie
(Constantini & Rossi 1998) byla provadéna za laboratornich podminek. Ve vzorcich z Ceské
republiky predstavuje P. coxalis jen zfidka dominantni taxon a vétSinou se vyskytuje v mensich
pocetnostech (Flasarova 1975; Horecky & Spacek 2007; vlastni pozorovani). TéZ zmitiovana studie,
kterou provedl Fléssner (1987) a jez byla lokalizovand do podnebnych podminek srovnatelnych
s Ceskou republikou, doklada, e abundance obou druhl se mezi jednotlivymi lety stfidaly. Kdyz
byla primérna rocni teplota vyssi, byl pocetnéjsi P. coxalis, zatimco v letech s nizSimi teplotami se

vice dafilo druhu A. aquaticus.
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1.2.3 Morfologie P. coxalis

Samci P. coxalis obecné dosahuji délky téla do 10 mm, samice okolo 6,6 mm. Ve srovnani
s nasim béznym druhem A. aquaticus (jehoz samci béZné méfi 12 mm a samice 8 mm, ale mohou
mit délku az 20 mm - samci a aZ 15 mm - samice), nabyva P. coxalis tedy mensich délek téla
(Gruner 1965). A to iv pripadé mensich rozmérQ A. aquaticus danych kompeti¢nim stresem
(Constantini & Rossi 1998). Kromé délky téla odlisuji oba druhy morfologické rozdily, které maji
determinacni funkci. Vzhledem k chybéjicimu popisu P. coxalis v u nds bézné dostupnych klicich,
jsou zde uvedeny nasledujici determinaéni znaky, éerpano z: Flasarovd (1975), Horecky & Spacek
(2007), Gruner (1965).

Kresba

Kresba na temeni hlavy je velmi rychlym a celkem spolehlivym uréovacim znakem, je ,slita“
a trojuhelnikovitého tvaru (obr. 2). Zatimco A. aquaticus ma dvé , brylovité” oddélené skvrny (obr.
3).

Obr. 2. P. coxalis, kresba na temeni Obr. 3. A. aquaticus, kresba na temeni
hlavy. Foto: autorka prace. hlavy. Foto: autorka prace.

2. pleopod samcti

Endopodit 2. paru pleopodd samcl tvofi na vnitini strané ,bambulkovity” vystupek (obr. 4),

A. aquaticus ma tento vystupek Savlovitého tvaru (obr. 5).

Obr. 5. A. aquaticus,
Savlovity vystupek

na vnitfni strané
endopoditu

2. samciho pleopodu.
Podle Gruner (1965),
upraveno.

Obr. 4. P. coxalis,
,bambulkovity”
vystupek na vnitini
strané endopoditu
2. samciho
pleopodu.

Podle Gruner
(1965), upraveno.
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2. pleopod samic

2. par pleopodli samic je dvakrat delsi nez Siroky (obr. 6), zatimco u A. augticus ma kruhovity tvar
(obr. 7)

Obr. 7. A. aquaticus,
2. par samicich
pleopodd.

Podle Gruner (1965),
upraveno.

Obr. 6. P. coxalis,

2. samici pleopod.
Podle Gruner (1965),
upraveno.

1. pereopod samcli

1. pereopod samcl ma distalni konec ovalny, jasné zahnutého tvaru (obr. 8), u A. aquaticus je
pfitomen trojhranny vybézek (obr. 9).

Obr. 9. A. aquaticus,
trojhranny vybézek

1. samciho pereopodu.
Podle Gruner (1965),
upraveno.

Obr. 8. P. coxalis,
1. samci pereopod.
Podle Flasarové
(1975), upraveno.

21



Datované vyskyty P. coxalis v Evropé a v Ceské republice

1.3 Datované vysKkyty P. coxalis v Evropé a v Ceské republice

P. coxalis je béZnym a Siroce rozsirenym druhem oblasti Sttedozemniho more. V literature
je Casto citovano rozsiteni, jez uvadi Gruner (1965): vyskytuje se v jizni Italii, Sicilii a Egejskych
ostrovech, odkud se rozsifil doseverni Afriky, Syrie, Palestiny, Recka, Chorvatska, Slovinska,
severni Itdlie, jizni Francie, Spanélska a Portugalska. Zatim vSak nebylo podloZeno

fylogeografickou studii.
V severni Francii byl zaznamendn roku 1930 (Devin et al. 2005).

V roce 1931 byly prvni vyskyty evidovany také v Némecku v dolnim Poryni (Tittizer et al.
2000). Dale v roce 1956 z povodi fek Maas a Saale, kde se nejdfive rozliSovaly dva poddruhy: P.
coxalis peregrinus Herbst, 1956 a P. coxalis septentrionalis Herbst, 1956. Pozdéji byly na zakladé
podrobnéjsi morfologické studie slouceny tyto stfedoevropské formy do poddruhu P. coxalis
septentrionalis (Herhaus 1977). V 80. letech pfibylo pak nalezl z povodi fek Ryn, Weser a Labe,
v 90. letech poprvé spatfen v okoli Hamburku (Tittizer et al. 2000).

V 70. letech byl objeven také na jihu Svédska, dal$i ndlezy pochazeji z let 1999 a 2000
(Lundin 2003).

Ve Svycarsku byl poprvé zaznamenan v roce 1974 na hornim toku Ryna (Heuss 1976).

Vyskyt P. coxalis v Ceské republice

Na uzemi Ceské republiky byl P. coxalis poprvé zaznamendn jiz roku 1947 v jizinich
Cechéach v Horusicich u Veseli nad Luznici, na Moravé roku 1956 v Podskalském potoce na okrese
Olomouc. Ve stfednich Cechach jsou objevy datovany z roku 1951 z pfehrady Slapy u Cholina.
V severnich Cechach byl pak nalezen roku 1974 v louZi u feky Plouénice u Novin pod Ralskem.
Vsechny tyto nalezy jako poddruh P. coxalis septentrionalis determinovala a posléze publikovala
Flasarova (1975).

Vroce 1994 byl poprvé zjistén i vlabi (Flasarovd 1996). Dalsi zdaznamy, tentokrate
z Palavy, dokladaji Kubicek & Opravilova (1999).

Po roce 2000 jsou evidovany nélezy témér z celého tzemi Ceské republiky, jejich lokalizaci
publikovali Horecky et al. (2006). Aktualni data o vyskytu jsou také shromazdéna na portale CHMU
(CHMU - Vybér profilQi jakosti povrchovych vod, taxon: Proasellus coxalis). Obrazek 10 pfiblizné
ilustruje soucasny vyskyt P.coxalis a vznikl zaclenénim téchto dat do vySe zminéné mapy.
Horecky et al. (2006) ale poznamenavaiji, Ze rozsiteni P. coxalis je pravdépodobné vyrazné vétsi,
neZ se uvadi, a vzhledem k malému povédomi o tomto druhu nejspiSe dochazelo k jeho zaméné

s béznym druhem A. aquaticus.
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[ ]
oo’ Obr. 10. Mapa zndazornujici soucasny
4 ° o vyskyt druhu P. coxalis na Uzemi
L ] v v
. .=.- L e Ceské republiky. Cerné body jsou
gee nalezy evidované na portale
. S .' CHMU (viz text). Podle Horeckého
Fe :': et al. 2006, upraveno.
® o
nee ® .
L ]

Akoli byly populace na Uzemi Ceské republiky determinovany jako
P. coxalis septentrionalis, vzhledem kvySe popsanym taxonomickym nejasnostem, bude dale

pouzivano pouze druhové zarazeni P. coxalis s.I.
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2. CILE PRACE

V uvodu byla probirdna schopnost disperze sladkovodnich bezobratlych organismu.
Vyznamnad cast této kapitoly byla vénovana vlivu lidské cinnosti, kterd v mnoha ohledech vede
k $ifeni nepdvodnich druhil organism@ na novd Gzemi. V Ceské republice se vyskytuje mnoho
nepuvodnich druh( sladkovodnich Zivocichl. Patfi mezi né i Proasellus coxalis s.l., druh
s pvodnim aredlem vyskytu v mediteranni oblasti. Siteni do stfedni Evropy se pfiklada lodni
dopravé skrze plavebni kandly (Tittizer et al. 2000). Jeho prvni nélez v Ceské republice je vak
datovén v daleko dfivéj$i dobé, ne? byl evidovan na Uzemi Némecka. Proto se Horecky & Spacek
(2007) domnivaji, Ze spie nez lodni dopravou mohl byt do Ceské republiky zavlecen spole¢né
s dovozem ryb ¢i vodniho ptactva z mediteranni oblasti, nebo se rozsitil pfirozené pomoci tazného

vodniho ptactva.

Na zdkladé porovnani genetickych dat populaci z Uzemi Ceské republiky a daldich zemi,

predevsim statl jizni Evropy, jsou cily této prace:
e urcit, zdali se P. coxalis sifi z mediteranni oblasti diky lodni dopravé;

e nebo byl na nase Uzemi zavlecen jinym zplsobem (napftiklad s dovozem vodniho ptactva),

Ci je pfirozené Siten pomoci tazného vodniho ptactva;

e prozkoumat fylogeografické vztahy populaci P. coxalis s.l. na Gzemi Ceské republiky.

V préci vzniklé na Katedre ekologie zamérené na fylogeografii A. aquaticus, bylo mimo jiné
zjisténo, Ze pfi porovnani populaci z lotickych a lentickych habitatd mezi nimi neexistuje geneticka
variabilita, ktera by byla vazana k typu habitatu. Tento vysledek vedl| k zavéru, ze mezi populacemi
zthni a tok( musi byt propojeni a berusky vodni tedy museji byt néjakym zplsobem schopny
prekonat sous oddélujici jednotlivé vodni plochy (Stfizek 2012). JelikoZ se P. coxalis vyskytuje ve
stejnych habitatech jako A. aquaticus a ekologii si jsou druhy velmi podobné, predpoklada se, Ze
se budou Sifit podobnymi mechanismy. Z vySe zminénych ddvodu je soucasti této prace i pokus

s migracni tani, ktery je oviem jen okrajovy a ma pouze informativni charakter. Jeho cilem je:

e 7zjistit, zdali jsou berusky v dusledku stresovych faktor(i (vysychani habitatu) schopny
samy aktivnim pohybem prekonat (na kratkou vzdalenost) suchozemskou bariéru mezi

vodnimi plochami.
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3. METODIKA

3.1 Sbérdat

Vzorky populaci P. coxalis byly odebirany v priibéhu let 2008 az 2013. Odebrani jedinci byli
ptfimo v terénu umistovani do Cistého 96 % etanolu. V laboratofi pak nasledovala determinace a
prebirani od A. aquaticus, jelikoz se tyto druhy vyskytuji casto spolecné a u nékterych, predevsim
mensich jedinc(, neni kresba na hlavé pouhym okem jasné rozpoznatelna. Vzorky byly odebirany
autorkou této prace, dalSimi studenty i pracovniky Katedry ekologie Pfirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy v Praze a také pracovniky statnich podnikl Povodi Labe a Povodi Vltavy, jejich
jména jsou uvedena vtabulce umisténé v prilohach. Cast vzorkG oviem vznikla peélivou
determinaci dfive nasbiranych vzork( populaci A. aquaticus, jez byly uréené pro praci obhajenou

vrv

minuly rok (Sttizek 2012) a mezi kterymi byli nachazeni i jedinci P. coxalis.

Vzorky vSech populaci byly nasledné pouzity k dalsim analyzam. Vzhledem ke vzacnéjsimu
vyskytu P. coxalis se ne vzdy podafilo (a to i pfes znacné lovné usili) odebrat vice jak deset jedincU.
Aby doslo kco nejvétsiimu pokryti tzemi Ceské republiky, musely byt do analyz zafazeny i

populace, které citaly tfeba jen jediného jedince.

Lokality, z nichZ pochazely vzorky populaci, byly rozdéleny do skupin podle povodi nasich
velkych fek. Mapa (obr. 11) znazorfiuje umisténi vSech zkoumanych lokalit a vymezuje hranice

povodi.
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Obr. 11. Mapa znazornujici pfiblizné umisténi lokalit. Svétle Sedé linie naznacuji hranice
povodi.
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3.2 Izolace DNA, purifikace a sekvenace

Z nasbiranych vzorki byla izolovana DNA. Izolace probihala v laboratofi Katedry ekologie a
byla provddéna pomoci komeréné prodavaného kitu DNeasy Blood & Tissue Kit od firmyQIAGEN®.
DNA byla izolovdna minimalné z jednoho jedince kazdé populace, preferovan byl vétsi pocet (2 -3
jedinci). PocCty izolaci byly vSak primarné ovlivnény poctem nasbiranych jedincl. Napfi¢ povodimi
byly zvoleny populace, kde byla provedena izolace DNA u 5 jedincl pro zjisténi vnitropopulacni
genetické variability. Koncentrace DNA byla u kaZdého izolatu mérena pomoci pfistroje
Nanodrop®. Podle naméfenych hodnot byla posléze izolovand DNA fedéna H,O pro PCR
(polymerace chain reaction) tak, aby jeji koncentrace, vstupujici do reakce PCR, byla v rozmezi 20
— 40 pl. 1zolaty byly uchovavany v lednici v oznac¢enych mikrozkumavkach. Prostfedi mraznic¢ky o

teploté -18°C bylo vyuZito k dlouhodobéjsimu skladovani.

U vSech jedincl byl analyzovan mitochondridlni gen kddujici cytochrom ¢ oxidazu
podjednotku | (COI). Rychlost akumulace mutaci u tohoto genu je vhodna pro jeho Siroké vyufziti,
od taxonomickych studii po fylogeografické prace (Morvan et al. 2013; Trontelj et al. 2005;
Verovnik et al. 2005) Poufziti genu pro COI bylo voleno také z dlivodu mozného srovnani se
studiemi naseho bézného druhu A. aquaticus. Jeho fylogeografie byla naplni prace Antonina
Stfizka (Katedra ekologie, 2012). Navic tento gen pouzili své studii také Morvan et al. (2013),
jejichz data jsou neopominutelnou soucasti této prace (viz niZe). Pro dalsi srovnani byl u
vybranych jedinc napfi¢ povodimi zvolen mitochondridlni gen 28S, opét pouZivany v publikaci
Morvan et al. (2013).

Amplifikace genl probéhla pomoci reakce PCR (polymerace chain reaction) (Mullis et al.
1986). V reakci byly pouZity 2pl izolované DNA a 23pul PCR mixu, ktery mél sloZzeni: 15ul H,0, 1ul
MgCl,, 3ul PCR buffer bez MgCl,, 3ul dNTPs, 0,8ul primer A, 0,8ul primer B, 1ul Tag DNA

polymeraza 1U.
Sekvence primer( genu COI (Folmer et al. 1994) jsou nasledujici:
5’- GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
3’- TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
Sekvence primer( genu 28S (Morvan et al. 2013; Verovnik et al. 2005):
5’- CAAGTACCGTGAGGGAAAGTT
3’- AGGGAAACTTCGGAGGGAACC
V PCR byly pouzivany nasledujici cykly:

Pro gen COI nejdfive: 1x (3 min — 94°C), 5x (1 min — 94°C, 1 min — 45°C, 1 min — 72°C) 35x
(1 min = 94°C, 1 min — 50°C, 1 min — 72°C), 1x (6 min 72°C). Posléze byly pro geny COIl a 28S
pouzivany cykly podle Morvan et al. (2013): 1x (2 min — 94°C), 40x (COIl) nebo 35x (28S) (30s —
94°C, 30s — 48°C (COIl) / 62°C (28S), 30s — 72°C), 1x (10 min — 72°C).
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Nékolik pl kazdého PCR produktu bylo nasledné pouZito v gelové elektroforéze, pro
vizualizaci vysledku PCR. U nékterych vzorkd bohuzel pfi amplifikaci genu pro COl opakované

vychazelo vice PCR produktt rlizné délky. U téchto vzork( byl produkt poZzadované délky vyriznut
z elektroforézového gelu a extrahovan kitem QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN®), vytézek

(nafedén v raznych pomérech H,0 pro PCR) byl znovu amplifikovan.

Purifikace dobrych PCR produktl byla provadéna nejdfive pomoci kitu MinElute PCR
Purification Kit (QIAGEN®), posléze byla kvQli vétsi vytéinosti pouZita metoda etanolové

precipitace, ktera je popsana v protokolu umisténém v pfilohach.

U takto precisténych PCR produktl byla posléze mérena koncentrace DNA na pfistroji
Nanodrop®. Podle vysledku byly pak produkty smichany s uréitym mnozstvim H,O a primerem a
predany ksekvenacni analyze provadéné Laboratofi sekvenace DNA (servisni pracovisté
Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze). Kvali Spatnym zacatkdm bylo nutné nékteré

sekvence osekvenovat i z druhé strany.

3.3 Fylogenetické zpracovani sekvenci

Sekvence byly nejdfive prohlizeny v programu Chromas Lite 2.1 (Technelysium Pty Ltd
2012). Z analyz byly uplné vyrazeny nesmysiné a vadné sekvence. V nékterych pfipadech bylo
nutné sekvence rucné editovat, coz probihalo pomoci programu BioEdit Sequence Alignment
Editor ver. 7.1.7 (Hall 1999). Nasledné byl vytvoren alignment a sekvence byly upravené na stejny
pocet nukleotidl. Sekvence byly ddle prejmenovany podle lokalit a kazdé sekvenci byl prirazen

unikatni nazev, vSe probihalo ve vySe zminéném programu BioEdit.

Haplotypové sité nabizeji prehlednou vizualizaci vnitrodruhovych vztahl a vysledné
zobrazeni muze byt presnéjsi nez u klasickych fylogenetickych strom( s dichotomickym vétvenim.
Proto byly pro zndzornéni vztah( jednotlivych haplotyp( genu pro COI zvoleny pravé haplotypové
sité a k doplnéni geografickych pomért pridany schematické mapy. Pro vypocet siti byl pouzit
program Network ver. 4.6.1.1 (Fluxus Technology Ltd, UK). Sité byly vypocitany metodou Median—
joining MJ, parametr € byl u vSech vypoctd siti roven 0 (Bandelt et al. 1999). Pro nasledné
zobrazeni a editaci pak slouzil program Network Publisher ver. 2.0.0.1 (Fluxus Technology Ltd,

UK). Dal$i Upravy a zpracovani siti a map probihaly v programu Adobe® Photoshop® CS2 ver. 9.0.

Pro znazornéni vztahl populaci na zakladé genu 28S byl pouzit fylogeneticky strom. Strom
byl konstruovan v programu Mega 5.2 (Tamura et al. 2011) metodou Neighbor-Joining. Jako
outgroup byl zvolen druh Proasellus meridianus (ziskani dat viz nize). Nasledné byl strom graficky

upraven v programu Adobe® Photoshop® CS2 ver. 9.0.

Stfedni genetické vzdalenosti uvnittr a mezi skupinami haplotypl a povodimi byly
vypocitany v programu Mega 5.2 (Tamura et al. 2011), pomoci Kimura dvouparametrového testu
(Kimura 1980.)
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Odhady stari divergence byly stanoveny na zakladé rychlosti divergence genu pro COI,
kterou Ketmaier et al. (2003) odvodil pro rod Stenasellus podle historickych dat oddélovani
ostrova Sardinie a Korsiky. Hodnota byla stanovena na 0,0125 substituci jednoho nukleotidu za
milidn let. Tento odhad byl v predkladané praci pouzit hned z nékolika dlivoda. Rod Stenasellus je
pfibuzny a relativné podobny studovanému druhu P. coxalis, patfi do stejné nadceledi
(Aselloidea). Tento odhad stafi divergence byl pouzZit i ve fylogeografickych studiich druhu A.
aquaticus (Stfizek 2012, Verovnik et al. 2005). V neposledni fadé o vhodnosti vyuZiti této hodnoty
svédci i fakt, Ze je vyuzivana v pravé probihajici fylogenetické studii, zabyvajici se pfimo rodem

Proasellus (Campanaro et al. 2004).

3.4 Dopliujici data

Pro dosaZeni cil( prace bylo nutné zaclenit do analyz vzorky také z evropskych populaci,
vyuzity byly populace druhu P. coxalis z prace Morvan et al. (2013). VSechny sekvence z této
publikace jsou volné dostupné z portalu: http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Dale pak byly vyuZity
sekvence, které byly soucasti fylogeografické studie provddéné na druhu A. aquaticus, kde
P. coxalis slouZil jako outgroup (Verovnik et al. 2005). V3echny tyto sekvence genu pro COIl i 28S
byly staZzeny z Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Z publikace Morvan et al.
(2013) byla pouzita i sekvence druhu P. meridianus, ktery slouzil jako outgroup pfi konstrukci
fylogenetického stromu genu 28S. Soucasti informaci zverfejnénych k sekvencim pouZitych ve
studii Morvan et al (2013) byly téZz souradnice GPS jednotlivych populaci P. coxalis. Tyto
souradnice byly posléze vyuzity k jejich vizualizaci na mapé Evropy. VSechny stazené sekvence jsou

uvedeny v tabulce v pfilohach.

3.5 Migracni tanka

Cilem pokusu s migracni tankou je zjistit, zdali jsou berusky schopny samy aktivnim
pohybem prekonat (na kratkou vzdalenost) suchozemskou bariéru mezi vodnimi plochami
v pfipadé, Ze dochazi k vysychani jejich habitatu. Z ryze praktickych ddvodd byl k experimentu
pouzit druh A. aquaticus, ktery je velmi hojny a proto neni obtizné nalovit i vétsi pocet jedinca.
Pouziti druhu P. coxalis by kvli jeho mensim pocetnostem a vzacnéjsimu vyskytu plsobilo znacné

komplikace.

Byl vytycen kruh o poloméru 1 m. Po celém jeho obvodu byl umistén pruh félie, asi 15 cm
Siroky, tak, Ze zasahoval 2-3 cm pod zem a zbytek tvofil nad zemi hranici, kterd méla zabranit
pfipadnym migrujicim beruskdm opusténi pokusného prostoru. Uprostied takto ohrani¢eného
kruhu byla vytvorena tinka o priiméru 0,5 m, hluboka pfiblizné 10 cm. Jeji dno sestavalo z pevné
dvojité fdlie (pro zajisténi nepropustnosti) cerné barvy (pro snazsi vysychani tlnky). Profil tliné
mél postupné se svazujici brehové partie, aby co nejvice simuloval pfirodni podminky. Po celém

obvodu pokusného kruhu byly ve vzdalenosti 30 cm umistény zemni pasti - plastové nadoby
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(kelimky) o objemu 0,5 I, které byly naplnény malym mnozstvim vody a lihu, aby byly pfipadné
migrujici berusky v zemni pasti fixované, bez moznosti Uniku. Vzhled pokusného kruhu s tarkou
ilustruje schematicky obrazek (obr. 12). Substrat dna tnky tvofilo opadané listi, nasbirané podél
vodniho toku. K zajisténi ustaleného chemického prostredi bylo 12 dn(i pfed pokusem namoceno

ve vodé z mistniho potoka, ze kterého byly posléze berusky odebirany.

Experiment probihal po dobu 14 dni s jednim opakovanim. Po celou dobu jeho trvani byla
hladina v tlince upravovana tak, aby byla tlifika na jeho konci vyschla. Na zacatku pokusu bylo do
tlnky vloZzeno 100 jedincl druhu A aquaticus. Dvakrat denné byl kontrolovan obsah zemni pasti
pro potencidlni pfitomnost berusky vodni, jednou denné pak sondou Hanna HI 98130 - pH/Ec
metr combo méreny fyzikalné-chemické parametry vody v tlrnce (pH, teplota, konduktivita) a
pomoci pravitka byla odecitana vyska hladiny. VSechny zjisténé parametry byly zaznamenany do
tabulky. Na konci experimentu byla opatrné vyjmuta félie tvorici dno tlnky. Jedinci, ktefi v tince
zGstali, byli peclivé vybrani a spocitani. Pro dalsi opakovani pokusu byly naloveny nové berusky

vodni.

.
. zemni past

Obr. 12. Schéma umisténi tlnky
a zemnich pasti.

Pokus s migracni tankou je pro tuto praci pouze okrajovy a jeho vysledek ma informativni
charakter. Proto byla zjisténa data jen zapsana do tabulky a byl vytvoren jednoduchy graf
znazornujici poméry jedincl, ktefi vtlnce zlstali, ktefi pfipadné migrovali a byli zachyceni

v zemnich pastich a téch, ktefi nebyli nalezeni ani v tlnce, ani v pastich.
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4. VYSLEDKY

Do fylogeografickych analyz bylo celkem zahrnuto 96 sekvenci genu pro COI jedincl druhu
Proasellus coxalis z 27 lokalit leZicich na izemi Ceské republiky (obr. 11). BohuZel, i pfes veskerou
snahu, nékteré sekvence mély opakované necitelné zacatky, u nékterych nepomohla ani zpatecni
sekvenace. JelikoZz takovychto sekvenci nebylo zanedbatelné mnoZstvi a nemohly byt Uplné
vyrazeny, bylo nutné zkratit vSechny sekvence vstupujici do analyz na 580 nukleotidd. Podstatnou
soucasti této prace jsou i sekvence ze studie Morvan et al. (2013), jak jiz bylo uvedeno v metodice.
Nékteré z nich byly jesté kratsi (v dlsledku pouzivani vnitfnich primer(l) a tak do analyz, kterych
byly soucasti, vstupovalo jen 484 nukleotidl. V sekvenci genu pro COl o celkové délce 484
nukleotidli bylo celkem 163 variabilnich pozic, ztoho 138 bylo parsimonné informativnich.
Primérné zastoupeni jednotlivych bazi bylo nasledujici: T-34,4%, C - 23,5%, A - 24,5%, G - 17,6%.

Déle bylo analyzovano 18 sekvenci genu 28S celkové délky 748 nukleotidd, které musely
byt zkraceny na 680 nukleotid(l opét z dlvodu poufziti kratSich sekvenci z publikace Morvan et al.
(2013). V sekvenci genu 28S, dlouhé 680 nukleotidd, nebylo celkem 11 variabilnich pozic, 8 bylo
parsimonné informativnich. Zastoupeni jednotlivych bazi bylo nasledujici: T - 19,6 %, C - 28,3 %, A
-19,5%, G- 32,6 %.

4.1 Haplotypové sité

Haplotypové sité, doplnéné schematickymi mapami, tvori hlavni vystupy této prace. Jsou
na nich prehledné zobrazeny fylogeografické a fylogenetické vztahy populaci Proasellus coxalis
nejen z tzemi Ceské republiky, ale také z mediteranni oblasti a stfedni a severni Evropy (ziskani
téchto dat bylo uvedeno v metodice). VSechny sité byly vypocitany v programu Network a

Network Publishers (Fluxus Technology Ltd, UK) s parametrem € = 0 (Bandelt et al. 1999).

Na obrazku 13 ilustruje haplotypova sit, doplnénd slepou mapou Evropy, vztahy
evropskych a severoafrickych populaci. Sit byla zkonstruovana na zakladé viech 96 sekvenci genu
pro COI z této préace, 37 sekvenci genu pro COI ze studie Morvan et al. (2013) a 2 sekvenci genu
pro COI z publikace Verovnik et al. (2005). VSechny sekvence pouZité k vypoctu sité byly zkraceny
na celkovou délku 484 nukleotidl. Haplotypy maiji stejnou velikost kolecek, v siti tedy neni

zohlednén pocet jedincu, sdilejicich stejny haplotyp. Méftitko pod siti odpovida 8 mutacim.

Pozice haplotypl ze Slovinska (svétle modra barva, oznaceni pismenem C) naznacuje, Ze
by mohly byt ze vSech skupin haplotypl pravdépodobné nejblize k ddvnému spolecnému
predkovi. Ve studii, ze které jsou tyto sekvence slovinskych populaci prevzaty (Verovnik et al.
2005), slouZily pouze jako outgroup a nebylo presné specifikovano misto jejich sbéru (byl pouze
uveden stat). Avsak vzhledem k intenzité sbéru vzork( v Dinarském krasu se da predpokladat, ze

populace pochazi pravé z této oblasti, kterd je povaZovana za evropské centrum biodiverzity
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Obr. 13. Haplotypova sit genu pro COI, zobrazujici haplotypy z Evropy a mediteranni oblasti a jejich
lokalizace na mapé.
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sladkovodnich bezobratlych (napf. Trontelj et al. 2005; Verovnik et al. 2005). Tomu by mohla
odpovidat i pozice téchto slovinskych populaci v siti a téZ ve fylogenetickém stromu 28S (viz nize).
Nejvice se odliSuji populace z Libanonu (Zluté, pismeno F), které od torsa sité déli 81 mutaci, a
populace z Recka (hnédd barva, pismeno G), které déli 64 mutaci. Dvé chorvatské populace
spadaji do dvou odlisnych haplotypovych skupin, oznacenych pismeny H a E, pficemz jedna sdili
spolecného predka sfteckou populaci, druhd je vsiti umisténa blize klibanonské populaci.
Haplotyp oznageny &ervenou barvou a pismenem D je pak spole¢ny pro populace z jihu Spanélska
a AlZirska. Tento haplotyp je v sesterském vztahu s ,rdzovou” skupinou haplotypl, oznacenych
pismenem B, sdili sni spolecného predka. Konecné se dostdvame k ceskym populacim, tato
skupina je geograficky nejrozmanitéjsi a spadaji do ni populace z jizni, stfedni i severni Evropy a
také z Ceské republiky. Je tedy evidentni, e ¢eské (i ostatni stfedo a severoevropské) populace
jsou propojeny s témi jihoevropskymi a k disperzi z téchto regioni néjakym zplsobem dochazi.
PFekvapivé je zjisténi, e na tzemi Ceské republiky se vyskytuje je$té dalsi vétev, ,,modra“skupina
haplotypli, oznacena pismenem A. Haplotyp ztéto skupiny sdili s ¢eskymi populacemi pouze
jedinec nalezeny na jihu Svédska. Skupina je od ostatnich jasné oddélena. Cela situace doklada, 7e

na uzemi Ceské republiky se nachazeji populace ze dvou odlignych vétvi.

Dal3i sit na obrazku 14 podrobné znazorfiuje haplotypy pouze z Ceské republiky a jejich
lokalizaci na mapé. Pro tvorbu sité byly pouzity vSechny sekvence genu pro COI (96) z ¢eskych
populaci o délce 580 nukleotidd. Pro dosazeni vérohodnosti sité byly zaclenény také 2 sekvence
genu pro COIl zprace Verovnik et al. (2005), vybrané vzhledem k pozici této populace ve
fylogenetickém stromu genu 28S (viz nize). Sit doplfiuje mapa Ceské republiky, kterd pomoci
kolacovych graf(i dokumentuje vyskyt skupin haplotypd na jednotlivych lokalitdch. Nad mapou je
uvedeno méfritko, kazdy graf zohlednuje pocet analyzovany jedinc( z dané populace. Stejné tak je
v siti zohlednén pocet jedincu sdilejicich spole¢ny haplotyp — velikosti kolecka a také cislem, pouze
u haplotypl reprezentovanych jedinym jedincem neni Cislo uvedeno. U sité je opét nakresleno
méritko, odpovidajici 3 mutacim. Pro zna¢nou vzdalenost jednotlivych vétvi je naznaceno jejich

preruseni.

Na haplotypové siti je zfetelné, Ze haplotypy ,modré” skupiny A mezi sebou maji jasny
vztah, vychazejici z jediného spolecného predka. Dva nejpocetnéji zastoupené haplotypy této
skupiny jsou na sesterské tdrovni. O néco malo sloZitéjsi je situace v ,,riZové” skupiné B, kde je na
zaCatku Sedé naznacend alternativni spojnice (neni v presném meéfritku) a nelze tedy fici, jaky
haplotyp je matersky, ze kterého vychazeji ostatni vtéto skupiné. V nasem pfipadé je ale, neZ
vztahy jednotlivych haplotypl, ddlezitéjsi jejich wvyskyt v populacich. Oproti druhu

Asellus aquaticus, u kterého bylo na nasem Uzemi zjisténo mnoho velmi heterogennich haplotypl
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@ 1 - 8 jedinct na lokalitu

O Haplotypy z Verovnik et al. 2005

—_—

Obr. 14. Haplotypova sit genu pro COI zobrazujici haplotypy z tzemi Ceské republiky a jejich
lokalizace na mapé.
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(Sttizek 2012), ma Proasellus coxalis zastoupeni s 11 haplotypy ze dvou rdznych vétvi pomérné
chudé. Pripomenime si, Ze ,razova“ B skupina haplotypl je spolecna pro jiho-, stfedo- i
severoevropské populace. Z mapy je zietelné zastoupeni této skupiny predevsim v povodi Labe a
Vitavy. Mnohdy se v nich vyskytuji populace zastoupené pouze timto haplotypem. Napfiklad na
severu na fece Ploucnici (lokalita Boreéek), ve stiednich Cechach v Libickém luhu na Bacovce nebo
na jihu Cech na fece Luznici a Mal3i (lokalita Roudné). Naopak na Moravé je pouze jedina lokalita
zastoupena jen haplotypy skupiny B a haplotypy z A skupiny jsou na tomto geografickém uzemi
Castéjsi. Ve shrnuti Ize fici, Ze je mnoho lokalit, na kterych se vyskytuji obé skupiny haplotypd,
s rllznym pomérem zastoupeni. Zaroven jsou lokality, kde byly zaznamenany pouze haplotypy
skupiny A ¢i B, haplotypy skupiny B jsou zastoupeny spiSe na Moravé. V rozmisténi obou skupin

haplotyp(l neni patrné striktné regionalni rozmisténi.

Obrazek 15 je obdobou obrazku 14, sit byla vytvofena stejnym zplsobem. Vychazi ovsem
zopacného principu. Jednotlivd povodi, barevné odliSend na mapé, jsou promitnuta do
haplotypové sité. Je zde patrna urcita disproporce. Zatimco jedna skupina haplotyp( se viceméné
rovnomérné vyskytuje ve vSech povodich, druha (B skupina, obsahujici i evropské populace) je
v povodi Moravy zastoupena pouze jedinym haplotypem a nejvice frekventovana je v povodi
Labe. Situace z obrazkd 14 a 15 je jesté doplnéna mapou (obr. 16), na které jsou zobrazeny
hranice povodi a zaroven shrnujici kolacové grafy, uvadéjici pomérné zastoupeni obou skupin
haplotypll v rdmci povodi. Vystihuje vyse uvedené a dokladd, Ze v povodi Labe a VItavy jsou obé
skupiny zastoupeny rovnomérné, zatimco v povodi Moravy je castéjsSi ,modra“ A skupina

haplotyp(, v této praci zastoupend pouze ¢eskymi populacemi (a jednim vzorkem ze Svédska).
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0z / | 5 |

O Haplotypy z Verovnik et al. 2005

. Povodi Labe
O Povodi Vitavy

a . Povodi Moravy

Obr. 15. Haplotypova sit genu pro COI. Povodi promitnutd do sité haplotyp( z Gzemi Ceské
republiky.
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Obr. 16. Pomérné zastoupeni dvou skupin haplotypti z Ceské republiky v rdmci povodi.

4.2 Fylogeneticky strom

Ribozomalni gen 28S se sklada z klicovych segmentl, které jsou velmi konzervativni
napri¢ taxonomickymi Urovnémi, a také z variabilnich Usek(. Seskupeni téchto vlastnosti je
vhodné pro jeho pouziti v odhadech fylogenetickych vztah( na vy$sich taxonomickych drovnich
(Bae et al. 2010). Proto byl pro doplnéni pouZit i v této praci. Do analyzy bylo zahrnuto celkem 18
vybranych sekvenci tohoto genu napfi¢ povodimi a haplotypy z Ceské republiky. Aby mél tento
krok smysl, bylo pouZito také 6 sekvenci zjiz zminované studie Morvan et al. (2013). Jako
outgroup byl pouzit druh P. meridianus ze stejného datového zdroje. Sekvence byly zkraceny na
délku 689 nukleotidd.

Obréazek 17 znazoriuje vysledny fylogeneticky strom. Barevné jsou odliSeny populace z
Ceské republiky (rGZovd, modré ohraniceni) a dal3i evropské a severoafrické, jejich barva odpovida
znacenim pouzitym v mapé Evropy na obrazku 13. Jasné se oddélila slovinska populace, které je ze
vSech populaci nejpodobnéjsi ddvnému spolec¢nému predkovi. Zda se, Ze populace z tohoto Uzemi
mohly hrat ve fylogenezi P. coxalis vyznamnou roli. Dale jsou oddéleny tfecké a libanonské
populace, které i vsiti (obr. 13) vykazovaly znaéné odliSnosti od ostatnich skupin haplotypd.
Naopak spoleénou skupinu tvofi populace z Francie, Chorvatska, AlZirska a také Ceské republiky,
které v haplotypové siti (obr. 13) sice tvofily samostatné haplotypové skupiny, jejich rozdilnost

vSak nebyla tak znac¢na, jako u predeslych populaci.
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DYSou2 P. coxalig CZ
LABor4 P. coxalid CZ
LALba2 P. coxalig CZ
LALib2 P. coxalis|CZ
LAZab3 P. coxalig CZ
MOHej2 P. coxalip CZ
MOStr2 P. coxali§ CZ
ORTys1 P. coxalip CZ
ORKos2 P. coxalfs CZ
MOMor1 P. coxalls CZ
— MOHej6 P. coxalip CZ
MOTvr2 P. coxalig CZ
VLBel3 P. coxalig CZ
VLLuz2 P. coxalig CZ
VLPor1 P. coxalig CZ
26| | VLRou1 P. coxalig CZ
VLTus3 P. coxalig CZ
VLZev1 P. coxali§ CZ
TLEMCEN YLK640 P. coxalis.
BUNAR YLK426 P. coxalis@
CASAMOZA YAS409 P. coxalis
— TRICHONI YLK359 P. coxalis.

L BISRI YLK741 P. coxalis
— PA4 P. coxalis@

P. meridianus

10

Obr. 17. Fylogeneticky strom genu 28S. CZ — Ceska republika, DZ — Alzirsko, HR — Chorvatsko,
FR — Francie, GR — Recko, LB — Libanon, SI — Slovinsko.

4.3 Odhad strednich genetickych vzdalenosti sekvenci genu COI

Odhady stfednich vzdalenosti, vypocitané pomoci testu: Kimura dvouparametrovy model
(uvedeno v metodice), budou prehledné zndzornény v tabulkdch suvedenim smérodatné
odchylky, kterd bude vidy umisténa v Sedych polich tabulky, ptipadné v pravém rohu nad

diagonalou.
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Z tabulek 1. a 2. vyplyva, Ze vSechna povodi — Labe, Vitavy i Moravy - maji velmi podobnou
miru vnitfni heterogenity, nejmensi vykazuje povodi Moravy, kde se, jak bylo prezentovano vyse,
ze skupiny B vyskytuje pouze jediny haplotyp. Nejvétsi heterogenitu ma povodi Vitavy. Nejvice se

od sebe lisi povodi Labe a Morava, avsak rozdily jsou minimalni.

Tab. 1. Odhad stredni vzdalenosti Tab. 2. Odhad stfedni vzdalenosti
uvnitf povodi CR. mezi povodimi CR.
LABE | MORAVA | VLTAVA LABE | MORAVA | VLTAVA
LABE 0,005 0,005 0,032 0,031 0,034
MORAVA | 0,034 0,005 S.E.| 0,005 0,005 0,005
VLTAVA 0,033 0,033

Tab. 3. Odhad stfedni vzdalenosti Tab. 4. Odhad stfedni vzdalenosti uvnitf
mezi obéma haplotypovymi haplotypovych skupin v rdmci CR
skupinami v ramci CR. s uvedenim celkovych poctl jedinct
ve skupiné a poc¢tu nalezenych
haplotyp0.
A B Haplotypy skupiny: A B |celkem
Haplotypy skupiny A 0,010 Pocet jedinct 54 42 96
Haplotypy skupiny B | 0,060 Pocet haplotypu ve 6 5 11

Vzdalenost uvnitf skupiny | 0,007 | 0,006] 0,006
S.E.| 0,002 | 0,002] 0,002

Ztabulek 3 a 4 lze vycist, Ze obé skupiny haplotyp( jsou od sebe vzdaleny 6%, coZz znaci
relativné podstatny rozdil, ktery byl patrny jiz z haplotypovych siti. Pomoci odhadu casové
divergence (uvedeno v metodice) bylo odhadnuto, Ze se obé skupiny od sebe oddélily jiz pred 2 —
2,8 miliony let. Zaroven ale obé skupiny haplotypl vykazuji podobnou miru vnitini heterogenity.
Haplotypy skupiny A byly v analyzovanych vzorcich pocetnéjsi a skupina obsahovala celkem 6
haplotyp(, coZ je o jeden vice nez skupina B, ktera méla i o néco mensi heterogenitu, rozdil je vsak
minimalni.

Vtabulce 5 jsou uvedeny odhady stfednich vzdalenosti mezi evropskymi skupinami
haplotyp(, které byly stanoveny na zakladé haplotypové sité z obrazku 13. Jsou v nich samozfejmé
pod pismenem A a B zahrnuty i populace z Ceské republiky. Nejvice se od viech ostatnich skupin
odliduji G a F (Recko a Libanon). Skupina G se od ostatnich li$i od 15,9 % do 26 %, skupina F od
20,5 % do 26 %. Stafi divergence obou skupin od ostatnich je odhadovano na dobu pred 7,32 aZ
11,76 (pro skupinu G) a 7,08 aZz 11,76 milidny lety (pro skupinu F). Od slovinské skupiny haplotyp(
C, kterd ma podle zjisténych vysledk( nejspise velmi blizko k centru divergence druhu P. coxalis, se
ze skupin haplotypt vyskytujicich se na Gzemi Ceské republiky zhruba pted 1,8 — 2,76 milidénd let

oddélila skupina A, posléze asi pred 1,12 — 2,08 milidénu let skupina B.
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Tab. 5. Odhad stfedni vzdalenosti mezi evropskymi haplotypovymi skupinami.

A | B | ¢ | op |l E | F | e | n | 1

Skupina haplotypu A 0,012 0,012 0,014 0,012 0,029 0,030 0,013 0,013
Skupina haplotypu B | 0,060 0,010 0,010 0,011 0,028 0,026 0,010 0,011
Skupina haplotypti C | 0,057 0,040 0,011 0,007 0,030 0,026 0,009 0,009
Skupina haplotypa D| 0,071 0,039 0,045 0,011 0,029 0,027 0,012 0,013
Skupina haplotypa E| 0,059 0,050 0,022 0,049 0,029 0,025 0,009 0,009
Skupina haplotypu F | 0,213 0,205 0,219 0,220 0,216 0,034 0,030 0,030
Skupina haplotypu G| 0,214 0,178 0,179 0,181 0,165 0,260 0,024 0,025
Skupina haplotypa H| 0,065 0,041 0,034 0,049 0,032 0,224 0,159 0,010
Skupina haplotypul | 0,062 0,050 0,036 0,060 0,034 0,216 0,170 0,039

4.4 Vnitropopulacni variabilita

Na 5 z celkem 27 lokalit byl nalezen a nasledné do analyz zahrnut pouze jediny exemplar
druhu P. coxalis. Na ostatnich lokalitach bylo odebrano vice jedincl. Nejvice (8) jedincl bylo do
genetickych analyz zahrnuto z lokality Tynisté. VSichni jedinci méli stejny haplotyp Aa. Pouze tento
haplotyp byl spolecny také pro vSechny jedince z populaci Tvrdonice 9 (5 jedinc(l) a Tvrdonice 13
(4 jedinci). Naopak z B skupiny méli jediny haplotyp Ba spole¢ny vsichni jedinci ze severu Cech
z feky Ploucnice (lokalita Borecek). Haplotyp Bb byl spolecny vSéem 3 analyzovanym jedincim
z lokality Roudné na Malsi. V tabulce 6 je uveden celkovy soupis jedincl zahrnutych do analyz
s uvedenym typem a cetnosti jednotlivych haplotypl. Nazvy vech haplotypll z tzemi Ceské
republiky byly stanoveny na zakladé haplotypové sité, ktera je soucasti priloh. Jednotlivé

haplotypy jsou uvedeny u vSech analyzovanych vzork( v celkové tabulce v prilohach.

kéd . ocet ocet
lokality lokalita jodineti | haplotypd haplotypy
Povodi LABE
LABor Borecek 5 1 Ba
LACer Cerninovsko 5 3 Aa(2), Ba(2), Bd
LALba Libicky Iuh 3 1 Bc
LALib Liblice 2 2 Aa, Ba
Tab. 6. Tabulka shrnujici LASmi__ | Smifice 5 3 Aa(3), Be, Bd
. .1 e . LAVal Valy 1 1 Ba
pocet jedinch a pocet LAZab Zabofi nad Labem 3 3 2 Aa, Ab(2)
a typ vsech haplotypt ORTys | Tynisté 8 1 Aa
. P ORKos Kostelec nad Orlici 2 1 Ba
na jednotlivych OHBoh | Bohuovice 1 1 Ba
lokalitach, OHKav | Karlovy Vary 1 1 Ba
rozdélenych podle Povodi MORAVY
‘ MOHej Hejtmanka 5 2 Ab(3), Bb(2)
pOVOdI. MOMor Morava 1 1 Aa
MOStr Stref 5 3 Ab(2),Ad(2), Bb
MOTwvd Tvrdonice 9 5 1 Aa
MOTwvr Tvrdonice 13 4 2 Aa(3), Ae
DYPri Pritluky 04 - Dyje 3 2 Ab, Bb(2)
DYSou Soutok Dyje 2 1 Bb
Povodi VLTAVY
VLBak HobsSovice 2 1 Ac
VLBel Béla 5 2 Aa(4), Af
VLHal Halamky 7 2 Ab(5), Ba(2)
VLLuz LuZnice 4 2 Ba(3), Bb
VLPor Pofiti 3 2 Ab, Be(2)
VLRou Roudné 3 1 Bb(3)
VLTus Tust 5 2 Ab(3), Ba(2)
VLZel Zelgin 1 1 Aa
VLZev Brtna - Zeliv, Trnava 5 3 Ab(2), Ba, Bb(2)
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4.5 Migracni tunka

Pokus s migracni tlrkou zastava v této praci pouze doplnujici informaci. Jeho cilem bylo
zjistit, zdali jsou berusky vodni (Asellus aquaticus) schopny vlivem stresovych podminek (vysychani
biotopu) aktivni migrace za ucelem osidlit novou vodni plochu. Béhem 12, v opakovani béhem 14
dni, byla sledovdna migracni tdnka (popsano v metodice), az do doby, nez doslo kjejimu
vyschnuti. Casové intervaly jsou jiné z ddvodu odlidného vyvoje pocasi, kdy tGrka vysychala
srozdilnou rychlosti. A to i presto, Ze byla jeji hladina upravovana, aby vysychani bylo co
nejplynulejsi. V prlibéhu pokusu byl zaznamenavan vyvoj chemicko-fyzikalni parametri vody,

které jsou shrnuty v tabulce 7.

Posledni dny pokusu jiz nebylo mozné kvlli velmi malému objemu vody parametry zméfit.
V pribéhu pokusu nebyl nalezen Zadny jedince A. aquaticus v zemni pasti (kontrola 2x denné),
umisténé po obvodu sledovaného Uzemi. Po skonceni celého pokusu bylo v tlnce z pavodniho
poctu 100 nalezeno nejdfive 94, v opakovani pak 96 jedincl. Néktefi byli dplné vyschli. Ovsem asi
tfetina jedincu, ktefi vykazovali alespon malé znamky Zivota, se po vloZeni do vody zacala aktivné
pohybovat, bez naznak( poskozeni. Nebylo tedy prokazano, Ze by jedinci A. aquaticus byli schopni
aktivni disperze pres sous za ucCelem osidlovani novych vodnich ploch. Rozdil v poctu
nenalezenych berusek vodnich je vysledkem spise lidské chyby (mohlo snadno dojit k prehlédnuti
vyschlého jedince), nez dlisledkem jejich vycestovani z tinky. Pomérné zastoupeni nalezenych a

nenalezenych berusek vodnich je znazornéno na obrazcich 18 a 19.

,

Tab. 7. Vyvoj fyzikalné-chemickych parametr vody v migracni tlrice v priibéhu pokusu.

1. pozorovani 2. pozorovani
teplota konduktivita | Hladina ivi i

Den pH poc ' vody I e Den | pH tepolé)ta kond:ls(tlwta vg::;/d/"::;
1 7,6 21,4 660 12,0 1 7.6 15,1 890 11,0
2 7,7 20,2 690 12,0 2 7.8 15,2 868 12,0
3 7,9 21,8 713 10,0 3 7.6 16,0 853 10,0
4 7,8 19,3 805 9,0 4 8,0 16,8 600 8,0
5 7,6 21,4 660 7,5 5 7.9 16,5 730 75
6 8,4 21,0 653 6,0 6 8,1 17,6 659 75
7 7,9 20,7 892 4,0 7 8,1 17,0 697 6,0
8 8,8 18,4 967 4,0 8 7.9 15,5 630 5,0
9 8,4 19,2 867 3,5 9 8,5 15,8 1279 3,0
10 9,8 19,6 1243 2,0 10 9,0 16,8 1543 3,5
11 N N N 0 1] 95 17,0 984 2,0
12 N N N 0 12| 10,2 17,2 1196 15
13 N N N 0

14 N N N 0
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Obr. 18. Graf poctu nalezenych a Obr. 19. Graf poctu nalezenych a
nenalezenych berusek vodnich, nenalezenych berusek vodnich,
1. pozorovani. 2. pozorovani.
1. pozorovani 2. pozorovani
Tarika 94 Tarika 96
Zemni pasti 0 Zemni pasti 0
Nenalezeno 6 Nenalezeno 4

B Tafika BTanka

ONenalezeno ONenalezeno




Diskuze

5. Diskuze

Tato prace predstavuje prvotni pokus o pfiblizeni fylogeografie druhu Proasellus coxalis,
na zakladé molekularnich dat ziskanych z genu pro COIl a 28S. V kombinaci s vyuZitim pfistupnych
dat, jez byly soucasti dvou védeckych studii (Morvan et al. 2013; Verovnik et al. 2005), se snazi
priblizit vztahy populaci P. coxalis z Gzemi Ceské republiky s populacemi z evropské a mediteranni
oblasti. Podrobné se pak vénuje situaci na tzemi Ceské republiky. Jeliko? se P. coxalis povaZuje za
druh neplivodni, predkladana prace se pomoci fylogeografie pokusi dokumentovat jeho mozné

invazni cesty.

Jiz v Gvodu byla probirana schopnost disperze vodnich organism, ktera ma vyznamny vliv
na jejich distribuci (Bilton et al. 2001; Malmqvist 2002; Panov et al. 2004). Pfedevsim ve 20. a 21.
stoleti hraje vyznamnou roli v disperzi vodnich organism( také cinnost ¢lovéka. Mimo jiné,
zejména propojeni dfive prirozené oddélenych povodi plavebnimi kanaly a transport v balastni
vodé (nejen) zaoceanskych lodi umoznujici disperzi neplvodnich organismd na nova Uzemi
(Gherardi et al. 2009; Leppakoski et al. 2002). Avsak, kromé schopnosti disperze ovlivnily
soucasnou distribuci organismi na evropském kontinenté také ctvrtohorni glacidlni cykly (Hewitt

1996). Soucasny vyskyt P. coxalis v Ceské republice mGze byt tedy ovlivnén hned nékolika faktory.

P. coxalis v ramci Evropy a mediteranni oblasti

Druh P. coxalis byva casto ¢lenén do mnoha geograficky ohranicenych poddruh, jak bylo
popsano v Uvodu (Herhaus 1977; Stoch 1996). Molekularni data promitnuta do haplotypové sité
spolu s mapou Evropy na obrazku 13 tuto skutecnost naznacuji. Sit sestava z jasné oddélenych
dlouhych vétvi, na jejichZ koncich se nachazeji jeden ¢i vice nedavno oddélenych haplotypl. Ty
jsou ztetelné lokalizované do rlznych mist Evropy a mediteranni oblasti (opomineme-li haplotypy
skupiny A a B, které budou déle diskutovany). Dlouhé vétve v siti znaci, Ze haplotypy se na dané
kombinaci s morfologickymi odliShostmi pak potvrzuji ¢lenéni na jednotlivé poddruhy (Walker &
Avise 1998).

Na obrazku 20 znazoriuji mapy geografické rozmisténi jednotlivych poddruht P. coxalis,
které publikoval Herhaus (1977) a lokalizaci haplotypovych skupin na mapé Evropy, ktera byla
prezentovana v kapitole Vysledky. Z obrazku je zifejmé, Ze vyskyt jednotlivych skupin haplotyp( v
odlisnych geografickych aredlech by mohl reflektovat rozsifeni poddruhll. Ackoli nemame
k dispozici materidl k morfologickému porovnani, mohli bychom se podle téchto map pokusit urcit

nékteré poddruhy.

42



Diskuze

Obr. 20. Mapa geografického rozmisténi poddruhl P. coxalis a mapa vyskytu haplotypl P. coxalis.
Cisla na mapé oznaduji nasledujici poddruhy:

1.  P. coxalis coxalis 13. P. gardinii

2. P. coxalis cyrenaicus 14. P. coxalis lucifugus

3. P. coxalis africanus 15. P. karamani

4.  P. coxalis peyerimhoffi 16. P. coxalis corcyracus
5. (Madeira): P. coxalis perarmatus (Remy, 1936) 17. P. coxalis epiroticus
6. P. coxalis gabriellae 18. P. coxalis leucadius

7.  P. coxalis banyulensis 19. P. coxalis cephallenus
8.  P.coxalis italicus 20. P. coxalis rhodiensis
9.  P. coxalis polychaetus 21. P. coxalis ciliciensis
10. P. coxalis dudichi 22. P. coxalis peregrinus
11. P. coxalis wolfi 23. P. coxalis septentrionalis

12. P. coxalis sardous

Mapa na levé strané byla upravena podle Herhaus (1977), mapa na pravé strané je soucasti
vysledk( této prace.

Uvedené nazvy poddruhll pochazeji ze starsi publikace a nékteré poddruhy byly od té
doby vyclenény, jako napf. P. banyulensis (viz nize), jiné naopak nové popsany. Ovsem v této

diskuzi si vystacime i s nepresnymi daty.

Nejvice odlisSny haplotyp F (Zlutd barva), ktery byl sebran v Libanonu, by mohl vlastnit
poddruh pod d&islem 1: P. coxalis coxalis. Tento poddruh Stoch (1989) vyclenil jako typického
zastupce druhu a pouzival ho pfi spornych momentech determinace. Napfiklad na zakladé
porovnavani s nim vyclenil P. coxalis banyulensis do samotného druhu P. banyulensis. Dalsi,
nejvice se odlidujici haplotyp, pochézi z Recka. Na tomto Uzemi se viak vyskytuji hned 4 poddruhy.
Na severu Afriky se z analyzovanych haplotyp( vyclenily 2 skupiny, na tomto Uzemi jsou taktéz
zaznamenany 2 poddruhy: P. coxalis peyerimhoffi (. 4) a P. coxalis africanus (¢. 3). Chorvatské
populace, které pochazely zopacnych koncl zemé a kazda méla jiny haplotyp, by mohly

odpovidat poddruhQm P. coxalis lucifugus (14) a P. karamani (15).

Rozpor viak nastdva na Gzemi Italie, Francie a Spanélska. Ackoli z téchto lokalit mame
k dispozici vétsi mnozstvi dat, vyskytovala se zde jedina skupina haplotypld. Ovsem na mapé je
vyznaceno vice poddruhi. To by odpovidalo tvrzeni, které uvadi Gerecke et al. (2005): v Evropé
(zahrnuje i Italii) se druh P. coxalis viibec nevyskytuje a tyto populace radi pouze do druhu

P. banyulensis (Stoch 1989). Ve stfedni Evropé jsou na mapce zakresleny dva poddruhy, Herhaus
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(1977) je ale v publikaci, z niz mapa pochazi, fadi do jednoho poddruhu (P. coxalis septentrionalis).
Pti pohledu na mapy se zda byt pravdépodobné, ze ,rGzova linie“ by tedy mohla pfedstavovat P.
(c). banyulensis, ,modra linie“ (zde zastoupend populacemi jen z Ceské republiky a jedincem ze
Svédska) pak P. c. septentrionalis. Na fylogenetické rozhodnuti, zdali se skute¢né jedna o druh
P. banyulensis ¢i obé linie tvori poddruhy P. coxalis, neni k dispozici mnoho dat, predeslé
determinacni prace byly zaloZzené pouze na morfologii. Ve chvili, kdy budou publikovany
kompletni vysledky fylogenetické studie rodu Proasellus, kterou vsoucasné dobé provadéji

Campanaro et al (2004), bude moZné taxonomické rozhodnuti ucinit.

Haplotypy zUzemi Libanonu a Recka jsou podle odhadu stafi divergence (jenz byl
stanoven na zdkladé hodnoty rychlosti divergence genu pro COIl, k niz dospél Ketmaier et al.
(2003), viz kapitola Metodika) od ostatnich vzdaleny pfiblizné 8,2-10,4 a 6,36—10,4 miliéna let.
Pro vytvoreni silné reprodukéni izolace mezi dvéma vzdalenymi populacemi uvadéji Knowlton et
al. (1993) minimalni pozadovanou dobu 3-3,5 miliony let. Na zdkladé téchto udajl Ize
predpokladat velmi davnou kolonizaci uzemi druhem P. coxalis a znacnou izolovanost danych
populaci. Také fylogeneticky strom genu 28S (obr. 17), ve kterém se oddélily pravé populace
z Libanonu a Recka, potvrzuje, 7e tyto populace nejsou jiz dlouhou dobu v kontaktu s ostatnimi

z mediteranni oblasti.

Ve fylogenetickém stromé genu 28S (obr. 17) mlGzZeme pozorovat oddéleni i slovinské
populace. Kvyclenéni populaci z Dinarského krasu na zakladé analyz genu 28S dospéli také
chybéjicim genovym tokem mezi populacemi, tudiz jejich izolovanosti. Uzemi Dinarského krasu se
vyznacuje rozsahlym vyskytem krasovych utvard, které svym vznikem zpUsobily pravé genetickou
izolaci populaci Zijicich na tomto Uzemi (Verovnik et al. 2005). Hypotézu Dinarského krasu, jakoZto
dllezitého refugia vodnich organismu, podporuje i znacny vyskyt endemickych druhd na daném
uzemi (Sket 1999). Populace A. aquaticus z jizni a stfedni Evropy byly v ramci genu 28S naopak
uniformni, diky nedavnému genovému toku, ktery vyZzaduje alesponn minimalni kontakt mezi
populacemi (Verovnik et al. 2005). Podobna situace mohla nastat u P. coxalis. Analyza genu 28S
vy€lenila populace zLibanonu a Recka, které se jiz na zakladé analyz genu pro COl znaéné
odliSovaly od ostatnich haplotypl, jak bylo popsano vyse. Také se oddélila pravé skupina
haplotyp(l z Uzemi Slovinska, zatimco ostatni populace z Chorvatska, AlZirska, Francie a Ceské
republiky byly uniformni, nejspiSe diky relativhé neddvnému genovému toku, ktery mezi témito
populacemi probihal. Vzhledem ke svému umisténi ve fylogenetickém stromé genu 28S a diky své
pozici v haplotypové siti by bylo mozné se domnivat, Ze populace z Uzemi Slovinska v minulosti
hraly vyznamnou roli jako centrum radiace druhu P. coxalis. Tuto skutecnost by potvrzoval fakt, Ze
i pro jiné druhy je Uzemi Slovinska dualezitym centrem jejich evolucni historie, naptiklad pro dva
druhy rak( rodu Austropotamobius (Trontelj et al. 2005) ¢i pro jiz zminovany druh A. aquaticus
(Verovnik et al. 2005). Ackoli, ve zminénych studii (Trontelj et al. 2005; Verovnik et al. 2005) bylo

v dané oblasti nelezeno velké mnozstvi haplotypl. Tato prace ma k dispozici omezené mnozstvi
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dat, na jejichz zdkladé nelze vyznamnou roli populaci P. coxalis z této oblasti ve fylogenezi druhu

jednoznacné potvrdit.

Zjisténé stredni genetické vzddalenosti mezi jednotlivymi skupinami haplotypld se
pohybovaly od 2,2% aZ do 26%. Primérna geneticka distance napfiklad mezi poddruhy mouchy
Glossina palpalis dosahuje (gen pro COIl) hodnoty 6,6%, zatimco pro poddruhy Glossina fuscipes
ma hodnotu jen 2% (Dyer et al. 2008). U korysi se hodnota genetické distance (v ramci genu pro
COI) urcujici hranici mezi druhy nejéastéji pohybuje mezi 16-32% (Hebert et al. 2003). Hranice k
rozliSeni druhd mezi kryptickymi podzemnimi druhy bleSivcl byla definovdna na 16% genetické
distance (Lefébure et al. 2006). O néco vyssi hodnota - 22,1-23,6% byla zjiSténa u poddruhi
Lepidurus apus, které byly posléze rozdéleny do samotnych druh( (Vanschoenwinkel et al. 2012).
Dalsi krypticka linie, napfiklad u perloocky patfici do komplexu Daphnia longispina, neméla
hodnotu genetické distance mensi nez 12,4% (Petrusek et al. 2012). U bezkrunyrky rodu
Vejdovskybathynella jsou sekvence genu pro COIl vzddleny 14-17% (Camacho et al. 2011).
Genetické distance velkych haplotypovych skupin u A. aquaticus, ktery je také ¢lenén do nékolika
poddruh(, jsou relativné podobné hodnotam zjisténym v této praci, pohybuji se od 10,8% mezi
Dinarskym krasem a centralni Evropskou skupinou do 21,6% mezi ukrajinskou skupinou a
evropskymi haplotypy (Verovnik et al. 2005). Na zakladé pomérné velkych genetickych rozdilli
zjisténych u P. coxalis (2,2 — 26 %) se zda byt tedy pravdépodobné, Ze nékterym haplotypovym

skupindm minimalné statut poddruh( pfislusi.

Nejnovéjsi studie, zamérena na dynamiku diversifikace nadceledi Aselloidea (Morvan et
al. 2013) doklada, Ze celd nadceled predstavuje velmi starou linii, jeji diversifikace zacala jiz
v pozdnim devonu, asi pfed 374 milidny let. Studie potvrdila ¢lenéni rodu Proasellus na odlisné
morfologické linie. Na zakladé téchto vysledk(l mlze byt dfivéjSich 8 morfologickych linii nyni
¢lenéno do 4 hlavnich fylogenetickych linii: slavus, coxalis, alpinska linie a ibersko-aquitanianska
linie (oblast Pyrenejského poloostrova). Proasellus coxalis predstavuje jednu celou fylogenetickou
linii a potvrdila se spravnost dfivéjsSiho zavedeni skupiny druhd P. coxalis. Rod Proasellus zacal
diversifikovat ve svrchni jurfe (pred 145 - 167milidny let), tyto 4 linie se objevily velmi brzy po
oddéleni rodu a jejich vztah k ostatnim rod(im celedi Asellidae se da podle Morvan et al. (2013)
jen velmi tézko vysvétlit, pficemz linie coxalis zacala diverzifikovat nejdrive ze vSech. V celé celedi
byly objeveny jen 2 pfipady parafyletickych rodd. Jednim znich je Chthonasellus bodoni,
predstavuje pravdépodobné morfologicky odvozeny druh, ktery patfi pravé do rodu Proasellus. U
rodu Proasellus s v ibersko-aquitanianské linii také objevilo 7 z celkové 8 parapatrickych distribuci

mezi nadzemnimi a podzemnimi sesterskymi druhy (dalsi byla jen u rodu Bragasellus).

Invazni cesty P. coxalis do Ceské republiky

Ackoli se v oblasti Stredozemniho more vyskytuje mnozstvi geograficky jasné vymezenych
haplotypu, situace v jizni, stfedni a severni Evropé je znacné rozdilna. Na obrazku 13 je patrné, ze

je toto rozsahlé uzemi geneticky daleko jednotnéjsi. Vyskytuji se zde pouze 2 skupiny haplotyp(,
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pficem? jedna byla nalezena jen na tUzemi Ceské republiky a Svédska. Jak jiz bylo popséno v Gvodu,
druh P. coxalis ma plvodni aredl rozsifeni v mediteranni oblasti (Gruner 1965), coZ bylo ostatné jiz
dokumentovano vyse. Ve stfedni a severni Evropé se povaZuje za druh neplvodni (napf. Tittizer et
al. 2000) a jeho rozsiteni do téchto geografickych celkli se predpoklada diky rozsitené
vnitrozemské lodni dopravé skrze clovékem vybudované plavebni kandly, jeZ propojuji velké
evropské reky (Galil et al. 2007; Tittizer et al. 2000). Tyto invazni cesty se daji logicky odvodit
podle datovani a umisténi prvnich nalezd a i podle dalsiho vyskytu P. coxalis v Evropé. Na zakladé
analyzy genu pro COl, jez je prezentovand na obrazku 13, jasné vyplyva, Ze populace z jihu Evropy
sdili stejné haplotypy s populacemi z Némecka, Nizozemi, Ceské republiky i Svédska. Vzhledem
k lokalizaci téchto shodnych haplotypd na jihu Francie, severu Spanélska, Korsice a v Italii Ize
potvrdit, Ze P. coxalis vyuZil zdpadniho koridoru vzniklého propojenim fek Rhéna a Ryn a dale
plavebnich kanal(i propojujicich Ryn s Labem ke své invazi do stfedni a severni Evropy. Tedy cestu,
kterou popsali napf. Tittizer et al. (2000). Na zakladé vysledku této prace tak lze dokazat, Ze Cast
populaci P. coxalis se v Ceské republice vyskytuje diky recentni invazi, jez byla umoznéna lidskou

¢innosti.

Invazni cesta byla pomoci molekularnich dat potvrzena také napfiklad u pontokaspického
druhu Limnomysis benedeni. Ten, podobné jako P. coxalis, v populacich na neplvodnim uUzemi
sdilel vétsi mnozstvi shodnych haplotypl s populacemi z plivodniho aredlu vyskytu (Audzijonyte et
al. 2009). Naopak u dalsiho pontokaspického druhu, riznonoZce Echinogammarus ischnus, se v
populacich v neplivodnim arealu vyskytovaly pouze dva haplotypy (Cristescu et al. 2004). Rozdilna
geneticka diverzita populaci neplvodnich druhl souvisi zaprvé s charakterem invaze (jestli se
dany organismus na nové lokality rozsitil diky jednorazovému zavleceni, nebo diky opakujicim se Ci
kontinualnim invazim) za druhé s genetickou strukturou populaci v arealech plivodniho rozsiteni
(Audzijonyte et al. 2009). A tak zatimco v pfipadé L. benedeni se v neplvodnich aredlech vyskytuji
jedinci s rdznymi haplotypy, které navic nalezi k rlznym haplotypovym skupindm, v pfipadé
P. coxalis bylo v populacich z Francie, Itdlie a Spanélska zjisténo sice vice haplotypd, ale viechny
tvori jedinou skupinu (B). V ceskych populacich se pak z této skupiny (B) vyskytuje ne jediny, ale
vice haplotypl. CoZz mliZe znacit viceméné kontinualni genovy tok, ktery ovsem mize byt do jisté
miry trochu omezeny. Srovname-li haplotypové mapy z obrazku 13 a 14, je patrné, Ze pokud byly
do sité zaclenény evropské populace (obr. 13), citala skupina B vice haplotypl, nez v pfipadé

sestrojeni haplotypové sité pouze z ceskych populaci (obr. 14).

Horecky & Spacek (2007) se domnivaji, e by se P. coxalis mohl v Ceské republice
vyskytovat, spiSe nez v dlisledku propojeni vodnich cest, bud' zavlecenim spolu s dovozem vodniho
ptactva z oblasti Stfredozemniho mofre ¢i zdpadni Evropy, nebo diky pfirozené pasivni disperzi na
tazném vodnim ptactvu. Tyto hypotézy dokladaji skuteénosti, ze prvni ndlezy z Gzemi Ceské
republiky se uskutecnily asi o 30 let drive, nez kdy byl P. coxalis zaznamenam v Némecku v povodi
Labe. Dale, Ze prvni ndlezy na nasem Uzemi pochazeji z horni ¢asti povodi Vitavy a Moravy

(datovéani uvedeno v kapitole Uvod). V neposledni fadé zmiriuji polohu Ceské republiky, ktera lezi
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na migracnich cestach tazného vodniho ptactva, mezi plvodnim (mediteranni oblast) a

sekundarnim (Umofi Severniho more) aredlem vyskytu.

Zavleceni s dovezenym vodnim ptactvem zajisté nemuUzeme vyloucit, zaroven ho na
zakladé zjisténych dat nelze ani potvrdit. Ackoli se teoreticky takovéto zavleceni mohlo udat,
zajisté by to ale nemohla byt jedina cesta, kterou se k ndm P. coxalis dostal. V tom pripadé by totiz
musely byt populace v Ceské republice spi$e uniformni, s mensim poétem haplotypd, jak tomu
bylo u vyse zminovaného riiznonozce E. ischnus (Cristescu et al. 2004) a nejspiSe by neslo k pokryti

viceméné celého uzemi Ceské republiky.

V uvodu byl zminovan experiment, dokazujici moZnost pasivni disperze bleSivce na
kachnim pefi (Segerstrale 1954). V pfipadé P. coxalis ¢i velmi podobného druhu A. aquaticus
takovyto prenos pozorovan nebyl, ani nebyl uskutecnén experiment k prokazani ¢i vylouceni
prenosu na vodnim ptactvu. Avsak vzhledem k relativné podobné konstituci i velikosti téla druhd
P. coxalis a Gammarus lacustris se takovyto prenos i v pfipadé P. coxalis nezda byt nemozny.
Ovsem na druhou stranu, jiz v samotném experimentu, ktery provadél Segerstrale (1954), druhy
zkoumany blesSivec, G. pulex, takovéhoto prenosu schopen nebyl. Dalsi otdzkou je, zdali by
P. coxalis byl schopen prekonat uskali disperze na dlouhé vzdalenosti (Figuerola & Green 2002a).
Jak uvadi Horecky & Spacek (2007), poloha Ceské republiky opravdu leZi na migraénich trasach
tazného vodniho ptactva (vyplyva to napf. ze studie Wesselingh et al. 1999). Za predpokladu, ze
by P. coxalis byl schopen disperze diky vodnimu ptactvu i na dlouhé vzdalenosti, méla by byt
geneticka struktura populace na takto propojenych lokalitach velmi podobna. Jako tomu je napf.
u druhu Daphnia laevis, jehoZ populace si jsou geneticky podobnéjsi pravé na lokalitach, kterymi
vedou migracni trasy vodnich ptakd (Taylor et al. 1998). Data z této prace ovsem takovouto
disperzi nenaznacuji. Na tzemi Ceské republiky se vyskytuji dvé pomérné odli$né haplotypové
skupiny (obr. 13 a 14), zde rozliSovany jako A a B (toto zjisténi bude ddle diskutovano nize), z nichz
se pouze jedna vyskytuje v jizni Evropé (B). Pokud by se P. coxalis na nase uzemi Sifil pfirozené
vySe zminénym zpUsobem, v populacich jizni Evropy by se mély vyskytovat i haplotypy skupiny A,
ovsem tomu tak neni. Je sice mozné, Ze by tyto haplotypy mohly uniknout vzorkovani, které
provadéli Morvan et al. (2013), z jejichz studie dané sekvence z Evropy pochdzeji, ovsem tato
situace je pfi relativné dostatecném mnozstvi sekvenci z dané oblasti velmi nepravdépodobna.
Dalsi moznosti, kdy by disperze pomoci vodnich ptakd mohla probihat a dana geneticka data by
tomu nenasvédcovala, je, Ze jedinci s haplotypy skupiny A, by se v populacich v jizni Evropé
nemohli realizovat v disledku jiz zaplnéné ekologické niky silnéjSimi populacemi z jiznich oblasti.
Takovéto Uvahy se ovsem pohybuji na velmi vratké roviné a nejsou podloZzeny zadnymi dlikazy.
ZGstanme proto u sdéleni, Ze prirozena pasivni disperze taznym vodnim ptactvem je na zakladé

zjisténych dat, jez tato prace predkladd, velmi nepravdépodobna.

Dalsim druhem, ktery pochazi z oblasti Stfedozemniho more, je sladkovodni krevetka
Desmarestova (Atyaephyra desmarestii). V Ceské republice byl vyskyt poprvé zaznamenan a?
v roce 2007 (Straka & Spacek 2009). Podobné jako P. coxalis se do zapadni Evropy $ifi cestami
lodni dopravy (Tittizer et al. 2000). Nejblizsi misto vyskytu je od lokality nalezu v Ceské republice
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vzdaleno 500 km po proudu. Je proto pravdépodobné, Ze se k ndm nedostala aktivni migraci, ale
spi$e pouze zavle€enim lidskou €innosti, napiiklad s balastni vodou (Straka & Spacek 2009). Dalim
stejnonozcem rodu Proasellus, ktery se Siti do stfedni Evropy (byl zavleCen také na Britské
ostrovy), je P. meridianus. PlGvodni rozsifeni ma v zapadni Evropé (Gruner 1965, Tittizer et al.
2000). Do ostatnich ¢asti Francie se pravdépodobné dostal diky kanallm spojujicim feky Rhonu,
Sadnu a Seinu a do stfedni Evropy pres kanal Rhona-Ryn, podobné jako P. coxalis (Leuven et al.
2009; Tittizer et al. 2000). Oproti nému viak P. meridianus na tzemi Ceské republiky zaznamenan
nebyl. V Némecku byl zatim pozorovan jen vfekach Saare a Ryn a to v malych pocetnostech
(Tittizer et al 2000). Z Nizozemska pochdzeji zaznamy, Ze ackoli se béZné vyskytuje spolecné s
druhem A. aquaticus, P. meridianus mu nekonkuruje, ale pfizplsobuje se mu. Na rozdil od
A. aquaticus neobyva znecisténé vody (Wolff 1973). Je otdzkou, zdali kndm opravdu jesté
nedorazil (to by potvrzovaly jen fidké nalezy v Némecku), nebo diky své podobnosti s A. aquaticus

zatim pouze unika pozornosti, podobné jako P. coxalis (viz Uvod a také nize v textu).

Fylogeografie P. coxalis v Ceské republice

Jak jiz bylo Fe¢eno, na Uzemi Ceské republiky se vyskytuji dvé skupiny haplotyp( — A a B.
Jejich vztah, spolecné s frekvenci vyskytu obou skupin haplotypll je zndzornén na obrazku 14.
Zatimco haplotypy skupiny B se vyskytuji i v jizni, stfedni a severni Evropé (popsano vyse, obrazek
13), haplotypy skupiny A byly zaznamenany pouze u populaci na Uzemi Ceské republiky,
s vyjimkou jednoho jedince zjizniho Svédska. Ten sdilel haplotyp skupiny A spole¢né s dalsi
jedincem z tzemi Ceské republiky. Vyskyt dvou jasné oddélenych vétvi, které se od sebe oddélily
priblizné pred 2,0 - 2,8 milidny lety a z nichZ se jedna vibec nevyskytuje v jiznim aredlu, okolo
Stfedozemniho mofre, je sice prekvapivy, nicméné, na zakladé domnének nékterych autor(, ne

zcela necekany.

Herhaus (1977) ve své studii kromé antropogenniho zavleceni P. coxalis do stfedni Evropy
plavebnimi kanaly ¢i napfiklad svodnimi rostlinami (coz je podobny pfipad jako zavleceni
kterou je pfirozené aktivni ,pficestovani v historické dobé”. Domniva se, Ze tento druh mohl do
stfedni Evropy pfirozené expandovat na konci pliocénu &i brzkym zacdtkem pleistocénu, coz? je
obdobi pfiblizné pred 1,8 — 3,6 milidny lety. V této dobé byl jih a sever Evropy propojen ficnim
systémem Rhona-Ryn-Dunaj. Pozdéji bylo spojeni preruseno vytvofenim pfirozenym
geografickych hranic. (Které jsou dnes vlivem lidské cinnosti zni¢eny.) Tato domnénka byla o
nékolik let pozdéji podporena také kolektivem italskych védcl Ketmaier et al. (2001), ktefi
datovali oddéleni populaci ze Sardinie a centralni Itdlie od pravdépodobného jordanského predka
(z rodu Proasellus) do konce miocénu (pfiblizné pred 5,3 — 7,2 milidny let; datovani historickych
epoch Cerpano z portalu Mezinarodni komise pro stratigrafii, ICS). Souhlasi tak s hypotézou, jez
predlozil Herhaus (1977), tedy sSifenim rodu Proasellus do Evropy béhem terciéru. Datovani

divergence obou skupin haplotypt, jeZ se vyskytuji na Gzemi Ceské republiky, je odhadovano
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priblizné do doby pred 2,0 — 2,8 miliény let a oddéleni skupiny haplotypli A (potencionalné
plGvodni ve stfedni Evropé) od skupiny C (haplotypy z Uzemi Slovinska) se uddlo zhruba pred 1,8 —
2,76 miliony let, coZz odpovida hranici konce pliocénu a zacatku pleistocénu. Také Gerecke et al.
(2005) povazuji rod Proasellus ve stfedni Evropé za plvodni a predpokladaji jeho Siroké rozsiteni,

ovsem tyto jedince fadi do druhu P. banyulensis, jak bylo uvedeno vyse.

Jiz bylo podotknuto, 7e Horecky & Spacek (2007) vzhledem k celkem ¢asnym nalez(
P. coxalis na Uzemi Ceské republiky zpochybriovali jeho §ifeni pfedevsim skrze plavebni kandly.
Uplné propojeni mediteranni oblasti s Labem je dokonéeno a? vroce 1938, kdy byl otevien
Stfedozemni kanal (€. 7 na obrazku 1). Ten, diky dalsim dvéma kanalim, spojuje Ryn s Labem.
Prvni datovany nalez u nds pochazi jiz z roku 1947 (tedy 9 let po otevieni Sttedozemniho kanalu),
a to z horniho toku Vitavy u Veseli nad Luznici. Pfi pohledu na obrazek 14 je zfejmé, Ze obé
skupiny haplotyp( na fece Luznici (horni tok VlItavy) jsou zastoupeny zhruba v podobném poméru.
Neprevladaji haplotypy skupiny B, jez se vyskytuji v jizni Evropé a je tedy mozné, Ze pravé prvni
nalezy by mohly spadat do haplotypové skupiny A. Tato vétev by potencidlné mohla zastupovat
jedince P. coxalis, ktefi se na nasem Uzemi nevyskytuji diky recentni invazi zoblasti
Stfedozemniho more, nybrz mohou byt diky expanzi vdavné dobé historickou soucasti fauny
Ceské republiky. Horecky et al. (2006) uvadi, Ze v minulosti zfejmé& mohlo dochazet k astym
zaménam P. coxalis za druh velmi podobny a u nds hojny — A. aquaticus, a proto mohl zlstat
dlouho nepovsSimnut. To je velmi pravdépodobné, navic vzhledem k Sirokému vyskytu
A. aquaticus, jehoz populace byvaji i znacné pocetné, se mize tento druh zdat byt , nezajimavy”“.
P. coxalis, ktery koexistuje sA. aquaticus a v naSich podminkach tvofi jen velmi vyjimecné
dominantni taxon (Fléssner 1987; Horecky & Spacek 2007; vlastni pozorovani), tak mdze snadno

unikat pozornosti.

Rozmisténi obou skupin haplotypt A a B vramci Ceské republiky by mohlo naznacovat
jejich odlisny puvod. Pfi pohledu na obrazek 14 si mizeme vSimnout, Ze ackoli jsou frekvence
vyskytu obou skupiny haplotypl viceméné vyrovnané, preci jen haplotypy skupiny A prevladaji.
V povodi Labe je sice skupina B pocetnéjsi, to se ale da vysvétlit jeho tésnéjSim propojenim
s mediteranni oblasti. V povodi Vltavy jiz prevazuji haplotypy skupiny A. Zcela jind je situace
v povodi Moravy, kde se ze skupiny B vyskytuje pouze jediny haplotyp a celkové prevaZuji
haplotypy skupiny A (obr. 15 a 16). Z obrazku 16 dale vyplyva, Ze haplotypy skupiny A jsou
v jednotlivych povodich zastoupeny rovnomérnéji. Tyto uUdaje by tak mohly potvrzovat, Ze
haplotypy skupiny B pochazeji z recentni invaze, zatimco pfichod jedincl vlastnicich haplotypy

skupiny A na tzemi Ceské republiky saha do daleko davné&jsi historie.

Ketmaier et al. (2001) pfi studii P. coxalis v Italii, Sardinii a Jordansku vyjadril pochybnosti
nad pfitomnosti P. coxalis v Evropé a radéji italské populace fadi, stejné jako Stoch et al. (1996),
do druhu P. banyulensis. S ¢imz nesouhlasi Argano & Campanaro (2004) a navrhuji radéji
minimalné italské populace a populace ze Sardinie (predmét jejich studie), rfadit do komplexu
druh( P. coxalis (P. coxalis - group). Na zakladé alozymovych dat Ketmaier (2002) uvadi znacnou

genetickou rozdilnost italskych populaci, které v této studii fadi jiz do zminéného komplexu druht

49



Diskuze

P. coxalis. Znacné genetické rozdily mezi populacemi vysvétluje nékolika po sobé jdoucimi
kolonizaénimi vinami italského Uzemi. V soucasné dobé probihd rozsahla fylogenetickd studie
celého rodu Proasellus, jejiz prvotni vysledky naznacuji, Ze pfes znacné genetické rozdily si jsou
populace rodu Proasellus morfologicky velmi podobné a pro nedostatek diagnostickych znak( se
radi pravé do komplexu druhl P. coxalis (Campanaro et al. 2004). Tyto udaje byly jiz uvedeny
v Uvodu, ale vzhledem ke sloZitosti vztahl bylo vhodné je pripomenout. Ackoli se tedy uvadi, ze
italské populace P. coxalis jsou geneticky znacné rozdilné (Ketmaier 2002), data z této oblasti
(Italie, Korsika), které mame k dispozici ze studie Morvan et al. (2013), tomu nenasvédcuiji.
Vsechny populace se zaradily do haplotypové skupiny B. Nabizi se otazka, zdali se haplotypy
skupiny A nevyskytuji pravé na tomto geneticky heterogennim Gzemi? Do Ceské republiky by byly
zavleceny také diky recentni invazi pres plavebni kanaly a pouze ndhodou by se mezi jedinci, ktefi
byli do genetickych analyz zafazeni, nevyskytli ti s haplotypem A? Na druhou stranu, dat zjizni
Francie a severniho Spanélska bylo celkem velké mnoZstvi a proto se tato hypotéza zda byt
nepravdépodobna. Ze se haplotypy skupiny A neobjevily ani na Gzemi Némecka, miZze byt naopak
zpUsobeno pravé nedostatecnym ,provzorkovanim“ danych populaci, jelikoZ dat z Gzemi Némecka
a Nizozemi bylo ve studii Morvan et al. (2013) velmi malo. Slozité je i vysvétleni pfitomnosti
haplotypu skupiny A v jiznim Svédsku. Zde je P. coxalis povaZovan také za neplvodni (Lundin
2003). Bud mohl byt prehlizen a nepovsimnut, ze stejnych divodd, jako tomu mohlo byt v nasich
podminkéach. Nebo mohl byt zavlecen s balastni vodou a to v obou ptipadech — at uzZ je skupina A
ve stfedni Evropé diky recentni invazi z mediteranni oblasti ¢i se do ni dostala jiz v historickych

dobach (také z mediteranni oblasti).

Z vyse zminéného plyne, Ze je sloZité na zdkladé zjisténych skutecnosti dospét
k jednoznac¢nému zavéru o plvodu haplotypové skupiny A. Budeme-li ovSsem predpokladat, Ze
jedinci P. coxalis s haplotypy skupiny A jsou ve stfedni Evropé jiz dlouhou dobu, ackoli nevime, kdy
presné na toto Uzemi expandovali, podle malého poctu zjisténych haplotypld mizeme odhadovat,
e ptipadna kolonizace uzemi Ceské republiky probihala nejspi$e v nedavné dobé, typem Pionyr.
To znamena3, Ze dané Uzemi kolonizoval jen maly pocet jedinct, ktefi byli geneticky homonomni
(Hewitt 1996). U druhu A. aquaticus je situace zcela opac¢na. Na Uzemi Ceské republiky se
vyskytuje znacné mnozstvi haplotypl z vice haplotypovych skupin. Populace stfedni a severni
Evropy pfitom sdili stejné skupiny haplotypa (Stfizek, 2012). Predpoklada se tedy, Ze kolonizace
naseho Uzemi druhem A. aquaticus probihala typem zvanym Falanga, kdy velkd geneticka
heterogenita nevznikla az v kolonizované oblasti, ale byla predavana z materské populace na
dcefinou. Celd kolonizovand oblast (severni a stfedni Evropy) sdili mnozstvi starych linii, které
pochazeji z refugia (Hewitt 1996, Strizek, 2012).

Plvod haplotypové skupiny A nemuzZe byt na zakladé vysledk( této prace jednoznacné
vysvétlen. Proto by bylo vhodné ziskat vice vzorkl predevsim z Uzemi stfedni Evropy, pfipadné i

Italie a v dalsi studii se pokusit jesté vice pfibliZit historii druhu P. coxalis na nasem uzemi.

Okrajovou soucast predkladané prace predstavuje pokus s migracni tlrkou, ktery se snafzil

alespon z Casti objasnit mozné cesty disperze druhu A. aquaticus a P. coxalis. Oba stejnonoZci
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obyvaji stojaté i tekouci vody. V ptipadé A. aquaticus bylo zjisténo, Ze se jedinci obyvajici tyto
odlisné habitaty geneticky nijak zasadné nelisi a mezi témito populacemi musi byt néjakym
zplUsobem zachovan genovy tok (Stfizek 2012). Experiment s migracni tankou neprokazal, Ze by se
A. aquaticus za stresovych podminek (vysychani habitatu) aktivni migraci snazil osidlit nové vodni
plochy. Naopak, vétsina jedincli byla po skonceni pokusu ukryta pod substratem, coz neni nijak
prekvapivé zjisténi, jelikoZ zimu preckavaji pravé zahrabani v sedimentu (Murphy & Learner 1982).
| pfi minimalni vihkosti zistalo mnoho jedincu Zivotaschopnych (po opétovném umisténi do vody).
Na zakladé osobniho pozorovani se zda byt pravdépodobnéjsi pripadné Siteni spiSe vihkym
substratem (napf. mezi mokrym listim), které by nahodné mohlo vést i k osidleni nové vodni
plochy. Ovsem jen na velmi kratkou vzdalenost. V pfipadnych dalSich experimentech na toto téma
by bylo vhodné zaméfit se spiSe na aktivni pohyb proti proudu ¢i mnohokrat zmifiovanou moznost
disperze pomoci vodniho ptactva, napfiklad s podobnym designem experimentu, ktery pouzil
Segestrale (1954).
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6. ZAVER

Tato prace byla zaméfena na neplvodniho sladkovodniho stejnonoice Proasellus
coxalis s.l. Jejim hlavnim cilem bylo pomoci genetickych dat urcit pfipadné invazni cesty tohoto

druhu a zhodnotit fylogeografické vztahy populaci vyskytujicich se na tzemi Ceské republiky.

Z celkem 27 populaci bylo analyzovano 96 jedincli genem pro cytochrom oxidazu
podjednotky | (COIl). Pro doplnéni vztaht mezi liniemi byl pouZit také ribozomalni gen 28S, této

analyze bylo podstoupeno 18 jedincli z 18 populaci napfi¢ povodimi.

Pro interpretaci vysledkd byly do analyz zadlenény i vzorky zahranicnich populaci. K tomu
byla vyuZita volné pristupna data z GenBank, jez byla soucasti studii Morvan et al. (2013) a
Verovnik et al. (2005).

Na tuzemi Ceské republiky bylo zjisténo celkem 11 unikdtnich haplotyp( patficich do dvou
raznych genealogickych linii, jez od sebe diversifikovaly pred 2 -2,8 miliény let (6% rozdil mezi
sekvencemi genu pro COIl). Jedna z téchto linii se vyskytuje v jizni, stfedni i severni Evropé, a
jelikoz sni jedinci z tzemi Ceské republiky sdileji totoiné haplotypy, bylo potvrzeno, Ze ¢&ast
populaci druhu P. coxalis se vyskytuje na tzemi Ceské republiky diky stavbé plavebnich kanal(i a
lodni dopravé s nimi spjaté (Nehring & Luchs 2002; Tittizer et al. 2000). Zaroven se na zakladé

zjisténych vysledkl zda byt nepravdépodobny prenos vodnim ptactvem na dlouhé vzdalenosti.

Prekvapivé byla na nasem uUzemi zjisténa jesté druha skupina haplotypu, ktera se, az na
jednoho jedince ze Svédska, vyskytovala pouze v populacich z Ceské republiky. Pfi porovnani
literarnich Udaji (Herhaus 1977; Gerecke et al. 2005), spolec¢né s ¢asnym datovanim prvnich
nalezl tohoto druhu na nasem uzemi (Flasarova 1975), a snadnou zaménou za hojnéjsi druh
A. aquaticus (Horecky & Spacek 2007), se mize zdat pravdépodobné, 7e tato genealogicka linie
mohla expandovat na Uzemi Ceské republiky jiz v(ddvné) minulosti, a ¢ast populaci druhu
P. coxalis se zde nevyskytuje diky recentni invazi plavebnimi kanaly. Diky velkému rozdilu mezi
skupinami haplotypli A a B lze fici, Ze podle udaju z literatury by mohly haplotypy skupiny B
odpovidat (pod)druhu P. c. banyulensis a skupiny A (pod)druhu P. c. septentrionalis, ale presné

taxonomické postaveni linii nelze bez dalSich genetickych dat urcit.

Okrajovou soucast této prace tvofil i migracni experiment, provadény na druhu Asellus
aquaticus. Nebylo prokazano, Zze by beruska vodni vlivem stresovych podminek (vysychani

biotopu) byla schopna osidlovat nové vodni plochy diky své aktivni migraci.
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SEZNAM PRILOH

PROTOKOL PURIFIKACE PCR PRODUKTU

HAPLOTYPOVA SIT - 0ZNACENI HAPLOTYPU Z UZEMI CESKE REPUBLIKY

TABULKA VSECH ANALYZOVANYCH VZORKU

TABULKA SEKVENCI STAZENYCH Z DATABAZE GENBANK



Priloha €. 1. Protokol purifikace PCR produktd.

Protokol purifikace PCR produktii metodou ethanolové precipitace.

LW ~NOUAWNE

=
= O

B
N

13.

14.

Dodame k PCR produktu H,0 (pro PCR), tak aby bylo v kazdém stripu 100 pl.
Prepitujeme do 1,5 ml zkumavek, popiseme.

Pfidame octan sodny (1/10 objemu), tj. 10 pl.

Pfidame 2nasobek objemu vymrazeného ethanolu (99,9 %) = 200 pl.

Protfepeme.

Centrifugace 10 min., 14 000 RPM.

Odsajeme pipetou tekutinu, Ize téz opatrné vylit, PCR produkt je vysrazeny na dné.
Odsavanou tekutinu pipetujeme do kadinky.

Pfidame 100 pl vymrazeného 75% ethanolu.

. Promichame.
. Centrifugace 10 min., 14 000 RPM, opét odpipetujeme / vylijeme tekutinu nad PCR

produktem.

. Dame vysusit do heat-blocku, vysusime uplné do sucha (cca 2 hod.) pfi teploté 40 °C

(vzorky nechame oteviené, heat-block ohradime alobalem).

Po vysuseni dolijeme 20-25 pul H,0 (pro PCR), podle mnozZstvi PCR produktu (sila prouzku
pfi elektroforéze).

Kontrola — nanesenim na gel (prouzek muze svitit i v jamce, vétsSinou jsou prouzky slabsi).
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Pfiloha €. 2. Haplotypova sit zobrazujici oznaceni jednotlivych nazvl haplotypu
vyskytujicich se na tzemi Ceské republiky.

Af

O Haplotypy z Verovnik et al. 2005




Priloha €. 3. Souhrnna tabulka analyzovanych vzorka.

a . Kéd
szoor(Ii(u Nazev lokality Povodi t':T(b/ltt;:‘\ GPS Datum Odebral II:;: t';:p(!(())-l 5\8/?
DYPril  |Pfitluky 04 — Dyje |Dyje Dyje N48 50.626 E16 44.016 (23.04.09 |Markéta Koprnicka 9 Bb -
DYPri2  |Pfitluky 04 — Dyje |Dyje Dyje N48 50.626 E16 44.016 [23.04.09 |Markéta Koprnicka | 10 Ab -
DYPri5  |Pfitluky 04 — Dyje |Dyje Dyje N48 50.626 E16 44.016 [23.04.09 |Markéta Koprnicka | 106 Bb -
DYSoul |Soutok Dyje Dyje Dyje N48 37.446 E16 55.219 (24.04.09 |Markéta Koprnicka 31 Bb -
DYSou2 [Soutok Dyje Dyje Dyje N48 37.446 E16 55.219 [24.04.09 |Markéta Koprnicka | 32 Bb A
LABorl |Borecek, Plouc¢nice |Labe Plouc¢nice  [N5037.860 E14 43.123 |16.04.13 |Markéta Koprnicka 147 Ba -
LABor2 |Borecek, Ploucnice |Labe Plouc¢nice  [N5037.860 E14 43.123 |16.04.13 |Markéta Koprnicka 148 Ba -
LABor3 |Borecek, Ploucnice |Labe Plouc¢nice  [N5037.860 E14 43.123 |16.04.13 |Markéta Koprnicka 149 Ba -
LABor4 |Borecek, Ploucnice |Labe Plouc¢nice  [N5037.860 E14 43.123 |16.04.13 |Markéta Koprnicka 150 Ba A
LABor5 |Borecek, Plouc¢nice |Labe Plouc¢nice  [N5037.860 E14 43.123 |16.04.13 |Markéta Koprnicka 151 Ba -
LACer1l |Cerninovsko 1 Labe tan N5017 13.2 E14 30 21.5 (23.03.07 |Veronika Sacherova 44 Aa -
LACer2 |Cerninovsko 1 Labe tan N50 17 13.2 E14 30 21.5 (23.03.07 |Veronika Sacherova 7 Ba -
LACer3 |Cerninovsko 1 Labe tan N5017 13.2 E14 30 21.5 (23.03.07 |Veronika Sacherova 8 Aa -
LACer5 |Cerninovsko 1 Labe tan N5017 13.2 E14 30 21.5 (23.03.07 |Veronika Sacherova 39 Bd -
LACer6 |Cerninovsko 1 Labe tan N5017 13.2 E14 30 21.5 (23.03.07 |Veronika Sacherova | 142 Ba -
LALbal |Libicky luh Labe Bacovka N50 06.108 E15 11.018 [02.05.13 |Jan Spacek 155 Bc -
LALba2 |Libicky luh Labe Bacovka N50 06.108 E15 11.018 [02.05.13 |Jan Spacek 156 Bc A
LALba3 |Libicky luh Labe Bacovka N50 06.108 E15 11.018 [02.05.13 |Jan Spacek 157 Bc -
LALib1 Liblice 2 Vitava tan N50 18.566 E14 35.289 (15.04.09 |Antonin Sttizek 49 Aa -
LALib2 Liblice 2 Vitava tan N50 18.566 E14 35.289 (15.04.09 |Antonin Sttizek 127 Ba A
LASmi2 |Smifice Labe tan N50 17.447 E15 51.856 (12.04.07 |Veronika Sacherova 23 Bd -
LASmI5  |Smifice Labe tan N50 17.447 E15 51.856 (12.04.07 |Veronika Sacherova 42 Aa -
LASmi6 |Smifice Labe tan N50 17.447 E15 51.856 (12.04.07 |Veronika Sacherova 21 Aa -
LASmi7  |Smifice Labe tan N50 17.447 E15 51.856 (12.04.07 |Veronika Sacherova 91 Bc -
LASmi8 |Smifice Labe tan N50 17.447 E15 51.856 (12.04.07 |Veronika Sacherova | 110 Aa -
LAVall |Valy, Labe Labe Labe N50 01.983 E15 37.002 [02.05.13 |Jan Spacek 158 Ba -
LAZabl |Z&bofin. Labem 3 |[Labe tan N50 01.395 E15 20.142 (21.03.07 |Veronika Sacherova 36 Aa -
LAZab2 |Z&bofin. Labem 3 |[Labe tan N50 01.395 E15 20.142 (21.03.07 |Veronika Sacherova 37 Ab -
LAZab3 |Z&bofin. Labem 3 |Labe tan N50 01.395 E15 20.142 (21.03.07 |Veronika Sacherova | 101 Ab A
MOHejl1 |Hejtmanka, most |Morava |Morava N49 42.961 E17 01.536 (25.04.10 |Antonin Sttizek 55 Ab -
MOHej2 |Hejtmanka, most |Morava |Morava N49 42.961 E17 01.536 (25.04.10 |Antonin Sttizek 56 Ab A
MOHej3 |Hejtmanka, most |Morava |Morava N49 42.961 E17 01.536 (25.04.10 |Antonin Sttizek 94 Bb -
MOHej5 |Hejtmanka, most |Morava |Morava N49 42.961 E17 01.536 (25.04.10 |Antonin Sttizek 119 Ab -
MOHej6 |Hejtmanka, most |Morava |Morava N49 42.961 E17 01.536 (25.04.10 |Antonin Sttizek 121 Bb A
MOMor1l|Moraval Morava |Morava N48 47.147 E17 05.292 (25.04.09 |Markéta Koprnicka 67 Aa A
MOStrl |Stfen 9 Morava |Morava N49 41.029 E17 08.951 (24.04.10 |Antonin Stfizek 57 Ad -
MOStr2 |Stfen 9 Morava |Morava N49 41.029 E17 08.951 (24.04.10 |Antonin Stfizek 58 Bb A
MOStr3 |Stfen 9 Morava |Morava N49 41.029 E17 08.951 (24.04.10 |Antonin Stfizek 95 Ab -
MOStr5 |Stfen 9 Morava |Morava N49 41.029 E17 08.951 (24.04.10 |Antonin Stfizek 113 Ab -
MOStr6 |Stfern 9 Morava |Morava N49 41.029 E17 08.951 (24.04.10 |Antonin Stfizek 115 Ad -
MOTvd1 |Tvrdonice 9 Morava |tan N48 46.141 E17 03.066 (25.04.09 |Markéta Koprnicka Aa -
MOTvd2 |Tvrdonice 9 Morava |tan N48 46.141 E17 03.066 (25.04.09 |Markéta Koprnicka 5 Aa -
MOTvd3 |Tvrdonice 9 Morava |tan N48 46.141 E17 03.066 (25.04.09 |Markéta Koprnicka 6 Aa -
MOTvd4 |Tvrdonice 9 Morava [tan N48 46.141 E17 03.066 (25.04.09 |Markéta Koprnicka 136 Aa -
MOTvd5 |Tvrdonice 9 Morava |tan N48 46.141 E17 03.066 (25.04.09 |Markéta Koprnicka 137 Aa -
MOTvrl |Tvrdonice 13 Morava |tan N48 42.126 E16 59.559 (25.04.09 |Markéta Koprnicka 1 Ae -
MOTvr2 |Tvrdonice 13 Morava |tan N48 42.126 E16 59.559 (25.04.09 |Markéta Koprnicka 2 Aa A
MOTvr3 |Tvrdonice 13 Morava |tan N48 42.126 E16 59.559 (25.04.09 |Markéta Koprnicka 3 Aa -
MOTvr5 |Tvrdonice 13 Morava [tan N48 42.126 E16 59.559 (25.04.09 |Markéta Koprnicka 140 Aa -
OHBoh1 |Bohusovice Ohfe Ohre N50 29.531 E14 09.436 [03.05.10 |Markéta Koprnicka 53 Ba -
OHKavl [Karlovy Vary 1 Ohfe Ohre N50 12.900 E12 49.664 (15.04.09 |Antonin Sttizek 249 Ba -
ORKos1 |Kostelec n. Orlici  |Labe Stédry p N50 07.749 E16 13.082 [25.04.13 |Jan Spacek 159 Ba -
ORKos2 |Kostelec n. Orlici  |Labe Stédry p N50 07.749 E16 13.082 [25.04.13 |Jan Spacek 160 Ba A
ORTys1 [Tynisté Labe tan N5009.171 E16 03.844 (26.04.10 |Antonin Sttizek 79 Aa A
ORTys2 [Tynisté Labe tan N5009.171 E16 03.844 (25.04.10 |Antonin Sttizek 90 Aa -




ORTys3 |Tynisté Labe tan N5009.171 E16 03.844 (26.04.10 |Antonin Sttizek 30 Aa
ORTys4 |Tynisté Labe tan N5009.171 E16 03.844 (25.04.10 |Antonin Sttizek 122 Aa
ORTys5 |Tynisté Labe tan N5009.171 E16 03.844 (25.04.10 |Antonin Sttizek 123 Aa
ORTys6 |Tynisté Labe tan N5009.171 E16 03.844 (25.04.10 |Antonin Sttizek 80 Aa
ORTys7 |Tynisté Labe tan N5009.171 E16 03.844 (26.04.10 |Antonin Sttizek 33 Aa
ORTys8 |Tynisté Labe tan N5009.171 E16 03.844 (26.04.10 |Antonin Sttizek 41 Aa
VLBakl |Hob3ovice Vitava Bakovsky p. [IN50 16.177 E14 09.513 [26.04.13 |Natalie LapSanska 172 Ac
VLBak2 |Hobsovice Vitava Bakovsky p. [IN50 16.177 E14 09.513 (26.04.13 |Natalie LapSanska 173 Ac
VLBell [Béla Vitava Béla N49 27.467 E15 14.115 |02.05.13 |Natdlie Lapsanska 166 Aa
VLBel2 ([Béla Vitava Béla N49 27.467 E15 14.115 |02.05.13 |Natdlie LapSanska 167 Af
VLBel3 [Béla Vitava Béla N49 27.467 E15 14.115 |02.05.13 |Natdlie LapSanska 168 Aa
VLBel4 [Béla Vitava Béla N49 27.467 E15 14.115 |02.05.13 |Natdlie LapSanska 169 Aa
VLBel5 ([Béla Vitava Béla N49 27.467 E15 14.115 |02.05.13 |Natdlie Lapsanska 170 Aa
VLHall |Haldmky Vitava LuZnice N48 51.139 E14 54.637 |01.06.09 |Markéta Koprnicka 45 Ba
VLHal2  |Haldmky Vitava LuZnice N48 51.139 E14 54.637 |01.06.09 |Markéta Koprnicka 46 Ab
VLHal3  [Haldmky Vitava LuZnice N48 51.139 E14 54.637 |01.06.09 |Markéta Koprnicka 47 Ab
VLHal4  |Haldmky Vitava LuZnice N48 51.139 E14 54.637 |01.06.09 |Markéta Koprnicka 105 Ba
VLHal5  |[Haldmky Vitava LuZnice N48 51.139 E14 54.637 |01.06.09 |Markéta Koprnicka 128 Ab
VLHaleé  |Haldmky Vitava LuZnice N48 51.139 E14 54.637 |01.06.09 |Markéta Koprnicka 132 Ab
VLHal7  |Haldmky Vitava LuZnice N48 51.139 E14 54.637 |01.06.09 |Markéta Koprnicka 133 Ab
VLLuzl |LuZnice Vitava LuZnice N49 04.841 E14 45.469 (30.05.09 |Markéta Koprnicka 24 Bb
VLLuz2 |LuZnice Vitava LuZnice N49 04.841 E14 45.469 (30.05.09 |Markéta Koprnicka 25 Ba
VLLuz3 |LuZnice Vitava LuZnice N49 04.841 E14 45.469 (30.05.09 |Markéta Koprnicka 26 Ba
VLLuz5 |LuZnice Vitava LuZnice N49 04.841 E14 45.469 (30.05.09 |Markéta Koprnicka 103 Ba
\VLPorl |Po¥i¢i, Zelivka Vitava |Zelivka N49 32.083 E15 12.010 (21.05.13 |Natdlie LapSanska 176 Be
\VLPor2 |Po¥ici, Zelivka Vltava |Zelivka N49 32.083 E15 12.010 (21.05.13 |Natélie LapSanska 177 Be
\VLPor3 |Po¥ici, Zelivka Vitava |Zelivka N49 32.083 E15 12.010 (21.05.13 |Natdlie Lapsanska 178 Ab
VLRoul |Roudné Vitava Malse N48 56.076 E14 29.390 (01.06.09 |Markéta Koprnicka 48 Bb
VLRou2 |Roudné Vitava Malse N48 56.076 E14 29.390 (01.06.09 |Markéta Koprnicka 130 Bb
VLRou3 |Roudné Vitava Malse N48 56.076 E14 29.390 (01.06.09 |Markéta Koprnicka 131 Bb
VLTusl |Tust Vitava LuZnice N48 53.529 E14 53.156 [01.06.09 |Markéta Koprnicka 27 Ab
VLTus2 |Tust Vitava LuZnice N48 53.529 E14 53.156 [01.06.09 |Markéta Koprnicka 28 Ba
VLTus3 |Tust Vitava LuZnice N48 53.529 E14 53.156 [01.06.09 |Markéta Koprnicka 29 Ab
VLTus4  |Tust Vitava LuZnice N48 53.529 E14 53.156 [01.06.09 |Markéta Koprnicka 92 Ab
VLTus6 |Tust Vitava LuZnice N48 53.529 E14 53.156 [01.06.09 |Markéta Koprnicka 104 Ba
VLZell |Zel¢in Vitava [Vltava N50 19.172 E14 26.990 (03.10.08 |Markéta Koprnicka 40 Aa
\VLZevl |Brtna - Zeliv, Vitava |[Trnava N49 31.381 E15 12.508 |09.05.13 |Natdlie LapSanska 161 Ab
\VLZev2 |Brtnad - Zeliv, Vitava |[Trnava N49 31.381 E15 12.508 |09.05.13 |Natdlie Lapsanska 162 Bb
\VLZev3 |Brtna - Zeliv, Vitava |[Trnava N49 31.381 E15 12.508 |09.05.13 |Natdlie LapSanska 163 Ba
\VLZev4 |Brtnad - Zeliv, Vitava |[Trnava N49 31.381 E15 12.508 |09.05.13 |Natdlie Lapsanska 164 Bb
\VLZev5 |Brtna - Zeliv, Vitava [Trnava N49 31.381 E15 12.508 |09.05.13 |Natdlie Lapsanska 165 Ab
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Priloha ¢. 4. Tabulka sekvenci stazenych z databdze GenBank.

Gen A:S:;frn Populace Kéd GPS Stat Druh
COl | JQ921162.1 | TLEMCEN YAS861 | N34.7734 W1.25053 | Algeria Proasellus coxalis
COl | JQ921163.1 | TLEMCEN YLK100 | N34.7734 W1.25053 | Algeria Proasellus coxalis
COl | JQ921164.1 | TLEMCEN YLK582 | N34.7734 W1.25053 | Algeria Proasellus coxalis
COIl | JQ921151.1 | BUNAR YLK400 | N42.72361 E17.87611 | Croatia Proasellus coxalis
COIl | JQ921152.1 | BUNAR YLK581 | N42.72361 E17.87611 | Croatia Proasellus coxalis
COIl | JQ921153.1 | BUNAR YABO13 | N42.72361 E17.87611 | Croatia Proasellus coxalis
COIl | JQ921154.1 | LOPAR YLK449 | N44.83083 E14.73194 | Croatia Proasellus coxalis
COl | JQ921155.1 | LOPAR YLK595 | N44.83083 E14.73194 | Croatia Proasellus coxalis
COl | JQ921173.1 | AMUNT YAS229 | N42.46861 E3.09222 | France Proasellus coxalis
COl | JQ921174.1 | AMUNT YCD316 | N42.46861 E3.09222 | France Proasellus coxalis
COIl | JQ921148.1 | CASAMOZA | YAS469 | N42.51861 E9.44222 | France Proasellus coxalis
COIl | JQ921149.1 | CASAMOZA | YAS406 | N42.51861 E9.44222 | France Proasellus coxalis
COIl | JQ921150.1 | CASAMOZA | YAS470 | N42.51861 E9.44222 | France Proasellus coxalis
COl | JQ921171.1 | GAJA YLK575 | N43.19722 E2.42028 | France Proasellus coxalis
COl | J0921156.1 | MILLAS YAS468 | N42.68056 E2.70583 | France Proasellus coxalis
COIl | JQ921169.1 | LAUCHA1 YLK812 | N51.39622 E11.98671 | Germany Proasellus coxalis
COIl | J0921170.1 | LAUCHA2 YCD91 | N51.38177 E11.95397 | Germany Proasellus coxalis
COl | JQ921160.1 | TRICHONI YLK450 | N38.60278 E21.55639 | Greece Proasellus coxalis
COl | JQ921161.1 | TRICHONI YLK577 | N38.60278 E21.55639 | Greece Proasellus coxalis
COIl | JQ921146.1 | CALPONT YAS738 | N43.82683 E11.30172 | Italy Proasellus coxalis
COl | JQ921147.1 | CALPONT YAS798 | N43.82683 E11.30172 | Italy Proasellus coxalis
COl | JQ921165.1 | QUERCIOL | YAS755 | N43.84525 E11.32144 | Italy Proasellus coxalis
COl | JQ921141.1 | BEITED YLK352 | N33.70255 E35.47058 | Lebanon Proasellus coxalis
COl | JQ921142.1 | BEITED YLK348 | N33.70255 E35.47058 | Lebanon Proasellus coxalis
COl | JQ921145.1 | BISRI YLK590 | N33.5802 E35.53548 | Lebanon Proasellus coxalis
COIl | J0921137.1 | DADES YCD10 | N31.3668 W5.97527 Morocco Proasellus coxalis
COIl | J0921138.1 | NZALA YCD71 | N32.6269 W8.41032 Morocco Proasellus coxalis
COIl | J0921139.1 | NZALA YCD76 | N32.6269 W8.41032 Morocco Proasellus coxalis
COIl | J0921140.1 | NZALA YCD77 | N32.6269 W8.41032 Morocco Proasellus coxalis
COl | JQ921157.1 | NAUERNAA | YLK319 | N52.46431 E4.76365 | Netherlands | Proasellus coxalis
COl | DQ144752.1 - PAS - Slovenia Proasellus coxalis
COl | DQ144751.1 - PA4 - Slovenia Proasellus coxalis
COIl | JQ921143.1 | BENAJO1 YCD238 | N36.75376 W5.20183 | Spain Proasellus coxalis
COl | JQ921144.1 | BENAJO1 YCD231 | N36.75376 W5.20183 | Spain Proasellus coxalis
COl | JQ921158.1 | ORFES YAS877 | N42.17053 E2.86924 | Spain Proasellus coxalis
COIl | JQ921159.1 | ORFES YLK163 | N42.17053 E2.86924 | Spain Proasellus coxalis
COl | JQ921166.1 | RAAN YAS498 | N55.999 E12.766 Sweden Proasellus coxalis
COIl | JQ921167.1 | RAAN YLK745 | N55.999 E12.766 Sweden Proasellus coxalis
COl | JQ921168.1 | RAAN YLK817 | N55.999 E12.766 Sweden Proasellus coxalis
COIl | JQ921172.1 | STENSAN YAS471 | N56.428 E12.873 Sweden Proasellus coxalis
285 | JQ921924.1 | TLEMCEN YLK640 | N34.7734 W1.25053 | Algeria Proasellus coxalis
28S | JQ921922.1 | BUNAR YLK426 | N42.72361 E17.87611 | Croatia Proasellus coxalis
28S | JQ921921.1 | CASAMOZA | YAS409 | N42.51861 E9.44222 | France Proasellus coxalis
28S | JQ921923.1 | TRICHONI YLK359 | N38.60278 E21.55639 | Greece Proasellus coxalis
28S | JQ921920.1 | BISRI YLK741 | N33.5802 E35.53548 | Lebanon Proasellus coxalis
28S | DQ144777.1 - PA4 - Slovenia Proasellus coxalis
28S | J0922028.1 | LAFINOU YCD936 | 44.87955 N 1.61442 E | France Proasellus meridianus
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