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Abstrakt

Sladkovodni blesSivci jsou vyznamnou slozkou permanentniho makrozoobentosu
tekoucich vod mirného pasu. Maji snizenou schopnost aktivni disperze, postradaji ve
svém vyvoji dormantni stadium, a tak jejich genetickd variabilita ¢asto odrazi davnou
geologickou historii dané¢ho arealu. Samotny rod Gammarus zahrnuje vice nez 200
popsanych druhti rozsifenych v Palearktické oblasti. Mnohé diive popsané taxony jsou
ale ve skutecnosti diverzifikované druhové komplexy, coz plati 1 pro naseho
nejbéznéjsiho blesivee potoéniho (Gammarus fossarum). V této studii jsme se vénovali
jejich diverzité na rozhrani Ceského masivu a Zapadnich Karpat, mezi nimiz probih4
vyznamna biogeografickd hranice pro fadu dalSich organizmu. Testovali jsme, jestli se
projevuje 1 ve fylogeografii zdstupci permanentni vodni fauny. Analyza dvou
mitochondrialnich marker odhalila ptitomnost osmi divergentnich linii G. fossarum,
jez se lisi 1 v jaderném genomu. VSech osm linii se vyskytuje v Zapadnich Karpatech,
zatimco Cesky masiv je osidlen pouze dvéma. Mikroendemické arealy n&kterych linii a
bézny vyskyt zfejmé dvou bazalnich linii komplexu, jez nebyly nalezeny v jizné&jSich
oblastech, podporuji hypotézu, ze tito bleSivci ptezili pleistocenni glacidlni cykly i
v zapadokarpatskych refugiich. Predpokladame, ze kli¢ovou roli mohly hrat oteplené
minerdlni prameny, jez jsou v Karpatech bézné a mohly tak zajistit stabilni prostfedi i
v chladnych a suchych obdobich. V oblasti Vsetinska jsme studovali lokalni kontakt
Ctyt linii. Dilezité vysvétlujici faktory ovliviiujici distribuci linii byly misto na toku, a
tudiz zieyjmé jeho velikost ¢i hloubka, a dale poloha toku v krajiné. V lokalnich
povodich se vyskytuji az tfi linie 1 syntopicky a casto se jejich distribuce li$i mezi
hornimi a dolnimi ¢astmi tokd. Sekvenace jaderného markeru (gen pro 28 rRNA) u
vybranych jedincii neprokézal kiiZzeni mezi témito liniemi nebo introgresi. Pro zlevnéni
urovani jednotlivych linii vyskytujicich se na této lokalni Skale jsme vyvinuli a
otestovali amplifikaci fragmentt genu pro 16S rRNA pomoci specifickych primert pro
jednotlivé linie. Tato metoda bude vyuZivdna v budoucim vyzkumu zaméfeném na

ekologické interakce jednotlivych linii.

Kli¢ova slova: Gammarus fossarum, druhovy komplex, krypticka diverzita,

Cesky masiv, Zapadni Karpaty, specifické primery



Abstract

Amphipods are an important component of temperate permanent freshwater
macrozoobenthos. They have poor dispersal abilities, lack dormant stages, and their
phylogeographies often reflect old historical processes. The genus Gammarus itself
includes more than 200 described species spread in the Palearctic region. Many of the
taxa previously described are, in fact, diversified species complexes, which is case of
our most common Gammarus (G. fossarum). We have studied their diversity on the
transect across the Bohemian Massif and the Western Carpathians, which form a
significant biogeographical boundary for a number of other organisms. We tested
whether the border between these areas is reflected in the phylogeography of G.
fossarum as a representative of permanent aquatic fauna. Analysis of two mitochondrial
markers revealed the presence of eight divergent G. fossarum lineages, which also
differed in the nuclear genome. All eight lineages were found in the Western
Carpathians, while the Czech Massif is inhabited only by two. The microendemic areas
of some lineages and the occurrence of two apparently basal lineages of this complex,
which were not found in southern regions, support the hypothesis that these amphipods
survived Pleistocene glacial cycles even in West Carpathian refuges. We assume that
warm mineral springs, which are common in the Carpathians, could play a key role in
ensuring a stable environment even in cold and dry periods. In the Vsetin region, I
studied the local contact of four lineages. The position of a locality along the stream,
which is related to width or depth and flow intensity, as well as the position of the
stream itself in the landscape, could be important explanatory factors affecting the
distribution of the lineages at small scale. In individual catchments, up to three lineages
were found, often in syntopy, and their distribution frequently differed between the
upper and lower parts of the streams. Consistent results from mitochondrial (16S) and
nuclear (28S) markers support the hypothesis that studied lineages do not hybridize
even in syntopy. At this local scale, we used for determination of individuals not only
sequencing but also amplification of 16S gene fragments using lineage-specific primers.
This method will be used in future research focusing on the ecological interactions
between divergent lineages.

Key words: Gammarus fossarum, species komplex, cryptic diversity, Bohemian

Massif, Western Carpathians, lineage-specific primers
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1 Uvod

Tato diplomova prace se zabyva molekularni analyzou naSeho nejbéznéjsiho blesivee, a
to blesivce poto¢niho (Gammarus fossarum) v kontextu jeho diverzity a distribuce v oblasti
Ceské a Slovenské republiky. Vyvoj terestrickych i vodnich ekosystémi od dob tietihor a
klimaticky velmi rozkolisané obdobi pleistocénu byly velkymi hybateli ovliviiujicimi
diverzitu organizmi v Evropé (napt. Weiss et al. 2014). Oblast stfedni Evropy je velice
zajimava z hlediska biodiverzity, nebot’ se zde nachédzi vyznamna biogeograficka hranice, a to
mezi Ceskym masivem a Zapadnimi Karpaty. Doposud neni jasné, jak velkou roli mize hrat
tato biogeografickd hranice roli na rozSifeni dneSnich zastupci permanentni vodni fauny.
Mezi takové zastupce fadime praveé i bleSivce potocniho (Gammarus fossarum). Diive se
myslelo, ze se jednd pouze o jeden druh, dnes jiz vime, ze tvoii velice diverzifikovanou
skupinu (napt.Copilas-Ciocianu & Petrusek 2015). BleSivei nemaji ve vyvojovém cyklu
zadné dormantni stddium, a tak jsou vhodnou modelovou skupinou reflektujici skrze svou

bohatou diverzitu davné historické procesy (Vdindla et al. 2008; Hou et al. 2011).

1.1 Ekologie a biogeografie sladkovodnich bleSivci povrchovych vod

Jako bleSivce oznacujeme lateralné zplostélé rtiznonohé korySe (tj. podskupinu fadu
Amphipoda, zejména taxony fazené do podifddu Gammaridea). Rilznonozci jsou
diverzifikovanou skupinou korysi obyvajici vyhradné vodni habitaty. Primarné obyvaji
mofské prostredi, zde také miizeme nalézt az 80 % vesSkeré diverzity tohoto fadu. Zbyvajicich
20 % jejich celkové diverzity tvofi ptes 1870 popsanych sladkovodnich druhd (Vainola et al.
2008). Blesivci podzemnich vod jsou pravdépodobné druhové nejpocetnéjSimi Zivocichy
obyvajici tento typ habitatu. Skoro polovina vSech sladkovodnich bleSivci obyvéa prave
hypogeické habitaty (Sket 1999).

Télo sladkovodnich blesivct byva lateralné zplostélé, obvykle 2 az 40 mm dlouhé (obr
1). Ve sladkych vodach Zije mnozstvi druhli a druhovych komplext v povrchovych, tak i
v podzemnich vodach. Zéstupci podzemnich habitati se casto vyznacuji hlavnimi
morfologickymi odliSnostmi od zastupc vod povrchovych, jako je naptiklad nepfitomnost
oCi a ztrata pigmentu (Vainold et al. 2008; Fiser et al. 2014; Copilag-Ciocianu et al. 2018).

Kromé toho jsou ale naptiklad zéastupci rodu Niphargus mnohem lépe pfizpisobeni k Zivotu



v hypoxickém prostfedi na rozdil od epigeickych blesivci rodu Gammarus (Hervant et al.

1995).

Obr. 1 Typicky zastupce sladkovodnich bleSivcu (Gammarus fossarum). Autor: Denis Copilas-Ciocianu

Blesivei se predevsim vyskytuji v nahromadéném organickém materidlu malych 1
velkych tokt, ale i pobliZ litordlni vegetace jezer. Je ale dileZité, aby se nejednalo o vody
vysoce znec€isténé (Vdinold et al. 2008; Hou & Sket 2016). Pelagické ¢i parazitické formy
jsou v pevninskych vodach vzacné, spisSe se takové formy vyskytuji v mofském prostiedi.
Blesivci se mohou vyrazng lisit v preferenci potravy, existuji druhy herbivorni, detritovorni,
dravé, ¢i omnivorni. Jsou velice dilezitou sloZkou potravniho fetézce vodnich ekosystémi,
protoZe slouzi jako vhodnd potrava Zivocichu, ktefi se vyskytuji na vySsi trofické urovni, a
zaroven jsou detritovorni druhy vyznamnymi rozkladaci organického materidlu (Macneil et al.
1997; Viinola et al. 2008).

Blesivci postradaji ve svém vyvoji jakékoliv dormantni staddium, coz je fadi mezi
zivocichy s omezenou schopnosti piezivani nepfiznivych podminek a také se sniZenou
schopnosti pasivni disperze (Viinola et al. 2008). Maji také omezenou schopnost aktivni
disperze. Vektorem pienosu na krat$i vzdalenosti vSak mohou byt naptiklad vodni ptaci
(Meyran & Taberlet 1998; Swanson 1984). Je tedy nasnadé¢ vyuzit pravé bleSivce jako

modelovy organismus pro studium fylogeneze a fylogeografie obyvatel pevninskych vod



(Hou et al. 2007). Jejich dnes$ni distribuce dle vSeho reflektuje velmi davné procesy, které

Je dulezité zminit, Ze u dlouhodob¢ izolovanych, geneticky odliSnych linii bleSivct se
vytvorily prezygotické bariéry, které by mély zabranit hybridizaci. U odliSnych linii bleSivct
neni v pfirod¢ hybridizace bézna (Miiller 1998). V laboratornich podminkach sice ke
sparovani a kopulaci geneticky odlisnych linii doslo, nelze ale s jistotou fici, zda by potomci
byli v ptirodé¢ konkurenceschopni a zda by byli schopni dalsi reprodukce (Miiller 1998;
Lagrue et al. 2014; Galipaud et al. 2015).

Sladkovodni riiznonozci jsou polyfyletickou skupinou, nebot’ v pribéhu poslednich 70
Tethys a Paratethys (naptiklad Siegismund & Miiller 1991; Vainio & Viinold 2003; Wellborn
et al. 2005; Hou et al. 2011). Davné oblast ocednu Tethys je povazovana za jeden
z vyznamnych svétovych ohnisek diverzity pro terestrické i vodni ekosystémy. Vyznam této
oblasti souvisi s bohatou geologickou historii a heterogenni topografii (Hou et al. 2011).

V minulosti doSlo ke tfem nezavislym invazim pfedki soucasnych sladkovodnich
skupin bleSivell do pevninskych vod tehdejSich kontinenti Gondwany a Laurasie. Nejprve
pred piiblizné¢ 250 miliony let osidlili pfedchiidci skupiny Crangonyctoidea vody Pangey
(Véinola et al. 2008). Piitomnost skupiny Paramelitidae ve vodach Australie a Jizni Afriky
vypovida o spole¢ném plvodu jejich pfedkli obyvajicich Gondwanu jesté¢ dfive, nez doslo
k jejimu rozpadu v obdobi jury. Tteti typicky sladkovodni skupinu tvoii zéstupci skupiny
Gammaroidea, jejiz pfedkové osidlili vody Laurasie (Vdinola et al. 2008).

Vznik vétSich €1 menSich bariér je jednim z hlavnich faktord ovliviiujici vznik novych
druhti (Hou et al. 2011). Opakované tektonické vyzdvihy a Gstup oceanu Tethys, ktery vznikl
v druhohorach mezi kontinenty Laurasie a Gondwana, vyustilo v narGst heterogenity habitat
a volného prostoru pro mnozstvi organismi (Salvo et al. 2010; Hou & Sket 2016).

Odhady staii jednotlivych druhii a druhovych komplexti bleSivct byvaji slozité, nebot’
fosilni nalezy riiznonozct jsou velice vzacné a neni tedy mozné na jejich zakladé dobie
datovat stafi linii. Nejstars$i nalezené fosilie jsou z obdobi eocénu (ptfed cca 34 - 56 miliony
let), 1 kdyz fad Amphipoda vznikl v moiském prostiedi jiz pted cca 250 miliony let a prvni
sladkovodni formy se diverzifikovaly po rozpadu Pangey pied 180 miliony let (Viinéla et al.
2008; Hou et al. 2011).

Sladkovodni blesivcei jsou rozsifeni v chladném temperatnich prostfedi v podzemnich a

povrchovych tekoucich i1 stojatych vodach. V tropickych oblastech je lze nalézt jen



v podzemnich habitatech. Celkem 70 % znamych druhii obyva oblast Palearktu, 13 % oblast
Nearktu, 7 % Neotropis, 6 % Australis a pouze 3 % Afrotropis. Dominantnim rodem
povrchovych vod napti¢ oblasti Palearktu je Gammarus, naopak v oblasti Neotropis a
Nearktis nejvice prevlada rod Hyalella. V evropskych podzemnich vodach ptevlada rod
Niphargus, jehoz vysoka diverzita je doloZena z krasovych jeskyni stfedni a jizni Evropy, kdy
bylo ur¢eno mnozstvi endemickych druhti a i kryptickych linii (napfiklad Lefébure et al.
2007; Trontelj et al. 2009; Hou et al. 2011; Copilas-Ciocianu et al. 2018). Dale pak v Severni
Americe (rod Crangonyx) a Australii (Celed’ Paramelitidae). Maly pocet druhti registrujeme v
oblasti tropti a oblasti vysSich zemépisnych Sifek, které byly postizeny pleistocennimi
glacialy. Nejvétsi diverzita je ve stiednich zemépisnych Sitkéch, a to konkrétné v oblasti
Stfedomotfi, jizni ¢asti Severni Ameriky a jizni Australie (Vaindla et al. 2008).

Ve studiich zabyvajicich se molekularni analyzou sladkovodnich bleSivetl v Evropé a
odhadem stafi jejich stafi kalibrovali autofi molekularni hodiny vétSinou na zakladé nékolika
historickych udalosti, naptiklad Gstup ocednu Tethys od vychodni oblasti Pamiru pted 38
miliony let, vznik jezera Bajkal pfed 28 miliony let a obdobi messinské salinitni krize pied 6
miliony let (Hou et al. 2011). V nejnovéjsi studii Hou & Sket (2016) vSak poukazuji na fakt,
ze nastaveni molekularnich hodin by se mohlo odrazet od jinych historickych udalosti.
Vytvoftili 10 odliSnych kalibra¢nich schémat, na zaklad¢ kterych se jednotlivé vysledky
odhadu stafi linii v rdmci ¢eledi Gammaridae rozchazeji a ncékteré jsou vyznamné nizsi nez
v ostatni recentni literatuie (Hou & Sket 2016); zaroven ale nijak nefesi rozpor mezi odhadem
stafi rodu Gammarus na zakladé jimi urcené¢ho nejdivéryhodnéjsiho kalibraéniho schématu
(cca 25 mil. let) a fosilnim zdznamem, v némzZ jsou fosilie tidajné tohoto rodu o nékolik
miliont let star§i (Hou et al. 2011). Recentni prace se zatim ptiklanéji k vysS§im odhadiim stafi
skupiny (¢emuz odpovida i velmi vysoka geneticka variabilita, resp. divergence linif).

Kalibrace pouzitd v nasi praci Copilas-Ciocianu et al. (2017) odpovida jinym studiim.
My jsme kalibraci sestavili na zaklad¢ Ctyf historickych udélostech (vznik nejstarSich linii
blesivcl v jezefe Ohrid, geologicky pokles v oblasti vychodni Evropy v obdobi stfedniho
miocénu, radiace bleSivcl v jezefe Bajkal a regrese ocednu Paratethys v obdobi eocénu).

Napftiklad Grabowski et al. (2017) uvadé¢ji ve své studii kalibracni hodiny zaloZené na
dvou historickych udalostech, a to ustup Messinského mote pred asi 2,6 miliony let a s tim
souvisejici formovani dunajské ficni sit€ a pak vznik davného jezera Bajkal ptiblizné pied 27
miliony let. Ddle Mamos et al. (2016) nastavuji kalibra¢ni hodiny kromé téchto dvou udélosti

také na radiaci bleSivel v jezefe Ohrid, k ¢emuZ doSlo pied 1 az 3 miliony let a také na
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oddgleni Cerného mote a Kaspického jezera pied asi 4,3 miliony let. Dnes ptedpokladdme, Ze
diverzifikace bleSivcil je uzce spjata s vySe zminénymi geomorfologickymi udéalostmi, nelze
ale s urcitosti fici, zda ke vzniku tak velké diverzity relativné brzy po nich (coz piedpokladaji
dana kalibrac¢ni schémata) nebo az podstatné pozdéji.

Velky podil na nartstu diverzity bleSivcl po svété maji adaptivni radiace v davno
vzniklych sladkovodnich jezerech. Takova jezera mivaji ¢asto velmi stabilni prostiedi a davaji
tak prostor adaptivnim radiacim rtznych zivociSnych druhti (Schon & Martens 2004).
Historie kazdého jezera se 1isi a je Casto tézko rozfeSitelnou otdzkou, zda radiace probihaly
ptimo v jezerech, ¢i 1 (nebo dokonce zejména) v jejich pftitocich. Mezi jezera, kde byla
objevena zna¢na variabilita druhtl, patii jezero Bajkal, které je nejvétsi a nejstarsi sladkovodni
jezero na svété. Zatim zde bylo popsdno na 265 endemickych druhi bleSived (Kamaltynov
1999). Bezpochyby se ale nejedné o Cislo kone¢né. Taméjsi fauna bleSived se mohla vyvijet
po velice dlouhou dobu, a tak neni divu, Ze se mnohé druhy vyrazné lisi stavbou a barvou téla,
preferenci habitatu a potravy. Tato riznorodost Ize srovnavat s variabilitou druhti motskych
riznonozcu (napfiklad Takhteev 2000). Morfologicka rozmanitost bajkalskych bleSivci neni
daleko od celé rozmanitosti fadu Amphipoda (Hou & Sket 2016), ackoli se jedna ,,pouze® o
radiaci vnitini skupiny rodu Gammarus (Englisch et al. 2003; MacDonald et al. 2005; Hou &
Sket 2016).

Dalsimi takovymi jezery, kde bylo mnozstvi endemickych druhli odhaleno, jsou jezero
Ohrid, které se nachazi na Balkanském poloostrové (radiace v ramci komplexu Gammarus
balcanicus) (Wysocka et al. 2013; Wysocka et al. 2014), jezero Titicaca, kde je velka
variabilita zastupct rodu Hyalella (Coleman & Gonzalez 2006) a jezero Fuxian Hu v Cing
(radiace v ramci komplexu Anisogammarus) (Sket & Fiser 2009).

Velice zajimavou oblasti s vysokou variabilitou odliSnych druhGt bleSivel je
Pontokaspicka oblast (Hou & Sket 2016). V pritbéhu poslednich Sesti milionti let prosla tato
oblast vyraznymi geomorfologickymi zménami, s ¢imZ souvisi drastické zmény v salinité
vody a kolisani hladiny moti (Dumont 1998). Diky témto zménam jsou taméjsi druhy velice
pfizpusobivé k Zivotu ve sladké i brakické vodé. Monofyletickd evoluéni linie, jejiZz soucasti
jsou ptedev§im rody Echinogammarus,  Dikerogammarus, = Obesogammarus a
Pontogammarus (Cristescu & Hebert 2005) vznikla piiblizné pied 71 miliony let (Hou et al.
2011).

V dnesni dobé dochdzi k invazim fady druhi ¢i druhovych komplext (Chelicorophium

curvispinum, Dikerogammarus villosus, D. haemobaphes, Pontogammarus robustus atd.) do
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evropskych povodi plavebnimi kandly, s balastni vodou byli dovezeni tito pontokaspicti
blesivci 1 do pfistavi v Baltském mofi (Bij de Vaate et al. 2002). Zatim jedinym dolozenym
mezikontinentalnim pontokaspickym kolonizatorem mezi bleSivei je Chaetogammarus
ischnus, ktery je rozsifen ve vodach Severni Ameriky; opanym smérem zamitil Gammarus
tigrinus, ktery byl dovezen ze Severni Ameriky do Velké Britanie a Némecka (Vanderploeg
et al. 2002). Nelze ale s jistotou fici, zda se jednd o jediné invazni druhy, jez ptekrocily
hranice kontinenti, pravdépodobné jich bude vice, nebot’ tyto invaze prochéazi velice
dynamickym vyvojem.

Pro pochopeni dnesni biogeografické struktury a procesit diverzifikace Cceledi
Gammaridae jsou potfebné detailnéjsi fylogeneticky zamétené studie (Hou et al. 2011),
jelikoz nebyl doposud odhalen veskery skryty potencial mechanismu diverzifikace této celedi
(Cristescu & Hebert 2005; Hou et al. 2011).

Nicmén¢ vlivy historickych udélosti, jako byly obdobi glaciald, nebo kolisani hladiny
mofti na druhové bohatou diverzitu jsou jen zacatkem, diilezité je pochopeni, jak tyto udalosti
ovlivnily nésledny vyvoj jednotlivych ekosystémil (Yang et al. 2013). S geomorfologickymi
proménami prostiedi souvisi 1 mnoZzstvi enviromentalnich faktorti, na které bylo nutné se
adaptovat, a které zcela jist¢ mohly hrat vyznamnou roli v distribuci jednotlivych linii na
lokalnich Skéalach. Takovymi faktory miize byt napiiklad chovani v obdobi pafeni, preference
specifickych feromonii, pH hodnoty vody, nadmotskd vyska, mnozstvi kysliku v toku,
charakter toku, ¢i chemické stresory (Hervant et al. 1995; Eisenring et al. 2016; Feckler et al.

2012; Feckler et al. 2014).

1.2 Evolu¢ni vyvoj rodu Gammarus

V ramci fadu Amphipoda patii Gammarus mezi rody s nejvétsim mnozstvim popsanych
druhtt (Hou et al. 2011). Tento rod je Siroce roz§ifen po celé severni polokouli v mofském,
brakickém i sladkovodnim prostfedi (Hou & Li 2004). Karaman & Pinkster (1977, 1987)
rozdélili tento rod do tfi hlavnich sladkovodnich skupin na zakladé morfologickych odliSnosti,
a to na skupiny G. pulex, G. balcanicus a G. roeselli. Toto rozdé€leni se ale v dnesni dobé jiz
nepouziva, nebot’ se v mnoha studiich ukazalo, jako je tento rod enormné diverzifikovany
(Hou et al. 2007).

Pokud pomineme kontroverzni studii Hou & Sket (2016), jeZ naznacCuje podstatné
mladsi datace, je vznik rodu Gammarus odhadovan na dobu pfed 61 miliony let (Hou et al.
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2011). Doslo k tomu v motském prostfedi v oblasti Zapadniho Palearktu, pozdéji se ale
rozsifil 1 v oblasti Nearktis a Vychodniho Palearktu. Sladkovodni habitaty pak poprvé
kolonizoval pied 43 miliony let v obdobi stfedniho miocénu. Hou et al. (2011) uvadéji, ze
ziejme nejstarsi fosilie rodu Gammarus pochazi z doby spodniho oligocénu (ca 28-34 miliont
let).

V ramci ¢eledi Gammaridae pozorujeme evoluci tfech hlavnich linii, kdy evoluce téchto
linii vykazuje prvky rozdilné rychlosti diverzifikace a odlisné distribuci. Linie rodu
Gammarus proSla rychlou radiaci napfi¢ euroasijskym kontinentem a Severni Amerikou,
zatimco rody linie obyvajici dnesni pontokaspickou oblast se vyvijely v okoli povodi
Paratethys (Cristescu & Hebert, 2005) a jedinci sarothrogammaridni linie zlstaly pouze
Barnard 1983; Hou et al. 2011).

Zastupci rodu Gammarus se dobfe §ifili napfi¢ evropsko-asijskou oblasti, kdy napiiklad
druhové komplexy Gammarus lacustris a Gammarus balcanicus dosahly znaéné
vnitrodruhové diverzity pravé diky pozdéjSimu uUstupu ocednu Paratethys a vétsi
kontinentalité evropsko-asijské oblasti v obdobi miocénu (Hou et al. 2011).

V soucasné dob¢ lze v ramci rodu Gammarus popsat ¢tyfi morfologicky a geograficky
odd¢lené vétve. Jedna se o vétev evropskou, zahrnujici druhy a druhové komplexy Gammarus
fossarum, G. pulex, G. roeselii a G. komareki, dale orientadlni vétev zahrnujici vSechny
vychodoasijské druhy, a zbylé dvé vétve zahrnujici druhovy komplex Gammarus lacustris a
druhovy komplex G. balcanicus, ptiCemz ob& primarné obyvaji oblast Evropy a stfedni Asie
(naptiklad Meyran et al. 1997; Hou et al. 2011; Copilag-Ciocianu 2013; Copilas-Ciocianu &
Petrusek 2015; Grabowski et al. 2017; Copilas-Ciocianu et al. 2017a). Ac¢koliv se riiznonozci
obyvajici jezero Bajkal nebo pontokaspickou oblast mohou velice morfologicky liSit od
typickych bleSivet rodu Gammarus, bylo potvrzeno, Ze bajkal§ti zéastupci jsou vnitini
skupinou rodu Gammarus a pontokaspicti zastupci jsou soucasti celedi Gammaridae (Hou et
al. 2014; Hou & Sket 2016).

VétSina ndm znamych blesive jsou druhy ¢i druhové komplexy s relativné omezenym a
dobte definovanych aredlem vyskytu (Hou et al. 2011). Za nejrozsitenéjs$i druh byl dlouhou
dobu povazovan Gammarus lacustris, obyvajici kromé& cirkum-boredlni casti také jizni
Evropu a stfedni Asii. Na zakladé molekulérnich analyz vSak bylo zjisténo, ze G. lacustris
neni jeden druh, ale tvofi cely druhovy komplex (Meyran & Taberlet 1998; Vainio &Viinola
2003; Hou et al. 2011; Matafonov & Bazova 2014). Druhovy komplex G. lacustris
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pravdépodobné vznikl v Asii a pozdéji se rozsitil do Evropy a Severni Ameriky (Vainio

&Vaiinola 2003; Hou et al. 2007).

1.3 Druhovy komplex Gammarus fossarum

Gammarus fossarum, bleSivec potoc¢ni, je nejrozsifenéjSim bleSivcem na nasem tzemi.
Na tzemi Ceské republiky se vyskytuji zejména populace G. fossarum sensu stricto (viz
vysledky), areal rozsifeni tohoto komplexu zahrnuje rozsahlé oblasti napfi¢ celou Evropou
(Barnard & Barnard 1983; Copilas-Ciocianu et al. 2017a). K bohaté diverzité tohoto
populaci v daném aredlu (Siegismund & Miiller 1991), navic k introgresi v oblastech
sekundarniho kontaktu linii zfejmé nedochazi (Miiller 1998). Mnoh¢ studie ale tvrdi, ze pro
distribuci nékterych linii nejsou hranice povodi limitujici (Westram et al. 2013; Weiss &
Leese 2016; Copilas-Ciocianu et al. 2017). Dusledky kolonizace, extinkéni udalosti, fluktuace
velikosti populaci a selekéniho tlaku, fragmentace habitatu (a v soucasnosti i znecisténi vody)
by téz mohly hrat dilezitou roli v populacni struktufe tohoto blesivce. To ukazuji naptiklad
odlisné adaptace na faktory prostfedi u linii v Zdpadni Evropé (napiiklad Siegismund &
Miiller 1991; Weiss & Leese 2016).

Obdobi vzniku tohoto druhového komplexu je odhadovéno na dobu pted asi 33 miliony
let (eocén) v oblasti oceanu Tethys (Hou et al. 2011). K diverzifikaci vlastnich linii v rdmci
tohoto komplexu mélo dochazet pfedevsim v obdobi miocénu (23-5,3 milionu let) (naptiklad
Hou et al. 2011; Weiss et al. 2014; Copilas-Ciocianu & Petrusek 2015; Copilas-Ciocianu et al.
2017a).

Ackoliv je v souCasné dobé nemozné fici, jaky je ptfesny pocet linii, byly v Evropé
doposud objeveny tii hlavni divergentni vétve a nové i dalsi skupina. Jedna se o vétev stfedo-
zapadoevropskou, jiho-vychodoevropskou, vychodoevropskou a nové také skupinu
sttedoevropskou (napfiklad Siegismund & Miiller 1991; Weiss et al. 2014; Copilas-Ciocianu
& Petrusek 2015; Copilas-Ciocianu et al. 2017a). Star$i studie se zaméfovaly na oblasti
v zapadni Evropé, kde byly objeveny odlisné linie, za centrum diverzity ale dnes povazujeme
oblast jihovychodni Evropy, v oblasti Karpat a Dinarského krasu. Celkem bylo v Evropé
odhaleno na 49 divergentnich linii (Weiss et al. 2014; Copilas-Ciocianu & Petrusek 2015;

Copilas-Ciocianu et al. 2017a) a toto Cislo jisté neni konecné.
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Populace z oblasti jihozapadnich Karpat, jihovychodni Evropy a linie z oblasti stfedni a
zapadni Evropy se pravdépodobné oddélily asi pfed 19 miliony let (Copilag-Ciocianu &
Petrusek 2015) v tehdej$im pohoti nazyvaném ,,Tisza* (Popov et al. 2004). Vznik samotnych
linii z vychodoevropské vétve tohoto druhového komplexu je davan do souvislosti predevsim
s fluktuaci hladiny oceanli a s nimi i souvisejici vznik izolovanych sladkovodnich habitatti
pravé v obdobi miocénu. Pravdépodobné nejdulezitéjsim faktorem ovliviiujicim dalsi
diverzifikace linii stfedo-zapadoevropské vétve bylo prezivani pleistocennich glacidli
v odlisnych refugiich (Siegismund & Miiller 1991; Miiller 1998; Miiller 2000; Westram et al.
2011).

Weiss et al. (2014) odhalili minimélné 23 mikroendemickych linii v oblasti Dinarského
oceanem Paratethys v obdobi miocénu (Rogl 1999; Hou et al. 2011). Velkd geneticka
variabilita nalézana v rumunskych Karpatech a pohofi Apuseni zfejmé souvisi s vyraznymi
geomorfologickymi proménami Karpat v obdobi pied 10 az 17 miliony let (Copilas-Ciocianu
& Petrusek 2015). Copilas-Ciocianu & Petrusek (2015) ve své studii poukdzali na nejméné 16
mikroendemickych linii v geograficky oddélenych aredlech jihozapadnich Karpat.

V nejnovéjsi studii, na které jsem se vramci diplomové prace podilela (Copilas-
Ciocianu et al. 2017a), jsme charakterizovali na zédkladé mitochondridlni DNA bazalni linie
v ramci celého druhového komplexu G. fossarum. Tyto bazélni linie jsme charakterizovali
v oblasti Zapadnich Karpat na naSem tGzemi a na Slovensku, tzn. Ze v oblasti mnohem vyssi
zemepisné Sitky, neZz v jaké bylo popsano centrum diverzity tohoto komplexu. Na hranici
mezi Ceskym masivem a Zapadnimi Karpaty dochazi ke kontaktu hned nékolika hlavnich
vétvi tohoto komplexu, kdy se zde vyskytuji populace vétve stiedo-zapadoevropskeé,
vychodoevropské a nové charakterizované skupiny stfedoevropské (Copilasg-Ciocianu et al.
2017a). Predpokladame, Ze linie obyvajici Zapadni Karpaty piezivaly pleistocenni glacidly v
lokalnich refugiich (Copilag-Ciocianu & Petrusek 2015; Copilas-Ciocianu et al. 2017a).

Studie z obdobi minulého stoleti se zamétovaly pfedev§$im na diverzitu v povodi ek
Dunaj, Ryn, Isar a Isére (Siegismund 1988; Siegismund & Miiller 1991; Miiller 1998; Meyran
et al.1998; Miiller 2000). Vysledky studii zaloZzenych diive na zaklad¢ alozyml a v dnesni
vyskytuji tfi zékladni linie, oznacované ve starsi literatufe jako linie A, B a C (Siegismund
1988; Siegismund & Miiller 1991; Miiller 2000; Westram et al. 2010). Jako typickd forma

blesivce poto¢niho byla oznadena linie A, kterd se vyskytuje mimo jiné v okoli Rezna
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(Regensburgu), kde je typova lokalita druhu Gammarus fossarum (Miller 1998). Zapadni
hranici vyskytu populaci této linie je feka Ryn (citace), na vychodé€ zasahuje az do Zapadnich

Karpat a je nejb€znéji se vyskytujici linii na naSem tuzemi (Copilas-Ciocianu et al. 2017a).

1.4 Cesky masiv a Zapadni Karpaty — historicky vyvoj, klimatické a biogeograficka

hranice

Znagnou ¢ast uzemi Ceské republiky tvoii velky geologicky celek Ceského masivu,
zatimco vychodni ¢ast Moravy a Slezska patii vnéjsi okrajové Casti Zapadnich Karpat, které
pokracuji dale na Slovensko. Z hlediska biogeografického vyvoje a vyvoje ekosystémi je
zasadni, Ze oba tyto celky prosly vyrazné odliSnym geologickym vyvojem (Chlupac et al.
2011; Kovac et al. 2016).

Zasadnim meznikem ve vyvoji Ceského masivu bylo variské vrasnéni pred 380-300
miliony let, kdy doslo k vyvrdsnéni rozsahlého variského horstva. Dnes tvofi zbytky tohoto
horstva naSe hrani¢ni pohoti. Naproti tomu cela karpatska soustava je mnohem mladsi nez
Cesky masiv. Byla zformovana az v pribéhu alpinského vrasnéni v obdobi od svrchni kiidy
do terciéru (Chlupac et al. 2011).

Vzhledem k tomu, Ze k divergenci linii bleSivel druhového komplexu Gammarus
fossarum dochazelo od dob terciéru (napt. Copilas-Ciocianu & Petrusek 2015), je pro nas
dilezity predevsim vyvoj téchto dvou celkli pravé od této doby do soucasnosti. V obdobi
miocénu byly znacné €asti Karpat zaplaveny ocednem Tethys (Popov et al. 2004; Chlupac et
al. 2011; Hou & Li 2017). V zavislosti na tektonickych pohybech méla v této dob¢ fi¢ni sit
zcela jiny systém neZ dnes. Znaéné vyzdvihy Ceského masivu jako celku urychlovaly spad
vodnich tokt (Chlupac et al. 2011).

Jesté v obdobi paleogénu (pfed 23—66 miliony let) byla ¢aste¢né pod hladinou oceanu
Tethys oblast Moravskoslezskych Karpat, kdy mofe pronikalo tektonickymi depresemi az do
vychodnich Cech. Koncem miocénu (pied asi 5 miliony let) mofe ustoupilo a teprve od dob
pliocénu, kdy jsou oblasti Karpat na naSem tUzemi jiz protkany pouze sladkovodnimi
ekosystémy bez vlivu ekosystémii motskych, ma karpatska oblast spole¢ny vyvoj s Ceskym
masivem (Chlupac et al. 2011).

V obdobi pleistocénu (pfed 1-3 miliony let) dochazelo ke stfidani chladnych a

teplejSich obdobi glacialt a interglacialti. Obdobi glaciéli se vyznacovalo chladnym a suchym
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klimatem. Ackoliv se diive myslelo, Ze zdejsi prostiedi ptipominalo tundru a step (Chlupac et
al. 2011), ukazuje se, Ze 1 v téchto dobach zde mohly existovat zalesnéné plochy (Kunes et al.
2008). V casech interglacialti bylo naopak klima teplejsi a vlhci s rozsahlym zalesnénim.
Obdobi glaciali se vyznacuji zmenSenim arealti vyskytu mnohych organizmu. Spolu s tim se
zfejm¢é mnohé aredly presunuly smérem na jih (Feliner 2011). Ackoliv vétSina refugii se
nachdzela v oblastech jizni, jihozapadni a jihovychodni Evropy, bylo mozné i v oblasti stfedni
Evropy najit lokélni refugia s vhodnymi podminkami pro ptfeckani neptiznivych obdobi
glacialt (Willis & van Andel 2004; Schmitt 2007; Svenning et al. 2008; Jufickova et al.
2014a).

Pro pfeziti bleSiveli byla nutnd pfitomnost organického detritu jakoZzto potravniho
zdroje, a ptedev§im permanentnich vodnich tokii. Takovymi misty mohly byt mimo jiné
pfirozené oteplené prameny, jeZ jsou v oblastech Karpat hojné (Franko & Kolatova 1985),
ziejmé i z toho diivodu, Ze cela soustava pohoii Karpat je mnohem mladsi nez Cesky masiv a
tim padem je doposud také tektonicky aktivnéjsi.

Jiz diive se ukazalo, Ze hranice mezi Ceskym masivem a Zapadnimi Karpaty tvoii
dalezitou biogeografickou hranici pro distribuci organizmli permanentnich vod, jako jsou
pijavky (Schenkova et al. 2009), malostétinatci (Schenkova et al. 2010), plzi (Horsdk &
Cernohorsky 2008; Horsak et al. 2016), stejné jako larvy vodniho hmyzu, napf. vazky
(Waldhauser 2016a,b). Podstatné rozdily ve sloZeni fauny napfi¢ obéma arealy jsou rovnéz
patrné u terestrickych bezobratlych zivo€ichli (napf. Schmitt & Ronn 2011; Jufickova et al.

2014 b).
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2 Cile prace

Hlavnim cilem této studie bylo zjiSténi, jakd je diverzita a distribuce linii druhového
komplexu Gammarus fossarum na tzemi Ceské a Slovenské republiky (dale CR/SK), tedy
napii¢ oblastmi Ceského masivu a Zapadnich Karpat (dale CM/ZK). Diverzita a distribuce
bleSivell v této oblasti nebyla doneddvna pomoci molekuldrnich metod zkouména. Byly
znamy pouze linie vyskytujici se v zapadni Evropé a v oblasti jihovychodni Evropy.

Pilotni analyzu vzork od Petra Pafila z hrani¢ni oblasti mezi Ceskou a Slovenskou
republikou provedl Denis Copilas-Ciocianu. Vysledky odkryly vyskyt vicero vysoce
odli$nych linii. A na tyto prvotni vysledky navazala moje prace.

Nejprve jsme si polozili otdzku, jak velkd je diverzita bleSivcl tohoto komplexu
v daném arealu, a jak vypada distribuce zdejSich linii. Specificky jsme testovali hypotézu, Ze
se na diverzité druhového komplexu G. fossarum projevi vliv biogeografické hranice mezi
Ceskym masivem a Zapadnimi Karpaty. Na této komplexni fylogenetické a fylogeografické
studii jsem se podilela uréovanim zastupci jednotlivych nasbiranych populaci pomoci
sekvenace mitochondridlnich markerii. Vysledky jsme uspésné publikovali béhem r. 2017
(ptiloha 5, Copilasg-Ciocianu et al. 2017a).

Poté jsme pro moji diplomovou praci stanovili dalsi cil, a to analyzu distribuce linii na
mensi Skale v kontaktni z6n¢. NaSe hypotéza byla takovd, ze nalezneme syntopické populace
a testovali jsme, zda se projevi 1 néjaké ekologické odliSnosti majici vliv na distribuci linii,
ackoliv na velké Skéle pozorovany nebyly. Dale jsme u linii (urenych na zakladé
mitochondridlni DNA), které se potkédvaji, testovali hypotézu, ze u syntopickym populaci
nedochézi k introgresi a sdileni jaderné DNA.

Pro diplomovou préaci jsme stanovili také jeden cil metodicky, a to pokusit se
navrhnout a otestovat vyuziti druhové specifickych primert amplifikujicich fragmenty
mitochondridlniho genu pro 16S rRNA. Navrh primert vychéazel ze spoluprace Denise
Copilas-Ciocianu, Michaila Rovatsose a Adama Petruska. V idedlnim pfipad¢é by tyto nové
primery mély amplifikovat useky genu 16S o riznych délkach, pak by bylo mozné vice part
zkombinovat v jedné polymerazové fetézové reakci (multiplex). Pokud by se prokazala
funk¢nost navrzenych druhové specifickych primert, byla by laboratorni prace souvisejici
s uréovanim odliSnych mitochondridlnich linii nejen zrychlena, ale predevSim zlevnéna,

nebot’ by se uSetfily ndklady vynaloZené na sekvenaci vzorkd.
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3 Metodika
3.1 Vybér lokalit a shbér vzorku

Pro analyzu dat napii¢ Ceskou a Slovenskou republikou probihal sbér vzorki v letech
2014 az 2016 v takové mife, aby byla celd oblast co mozna nejvice pokryta a nevznikaly
vyrazné mezery v map¢ (obr. 2). I pfes intenzivni snahu zustala prazdna mista, kdy napiiklad
v oblasti dolniho Podyji, VysoCiny a Plzenska se nam nepodafilo bleSivce tohoto druhového
komplexu nalézt, nebo byl sbér jen nékolika malo jedinct velice zdlouhavy. Zde mohou hrat
vyraznou roli nepiiznivé faktory prostfedi, jako napiiklad nevhodné pH (Eisenring et al.
2016), lokalni geologie, ¢i takové znec€iSténi, organické zatizeni nebo charakter tokd, ktery
neumoziuje vyskyt blesivcl tohoto komplexu.

Z hlediska nasledné analyzy dat se vSak nejednd o vyrazné mezery, které¢ by zasadné
ovlivnily vysledky. V pocatcich projektu jsme ani nedoufali v takové pokryti na Slovensku,
ale nakonec se podafilo ziskat dostatecné mnozstvi vzorki i z této oblasti. Celkem jsme
analyzovali vzorky ze 173 lokalit (ptiloha 1). Navic byly ve vysledné studii zahrnuty i vzorky
ziskané mimo hlavni studovanou oblast (z Francie, Polska, Mad’arska, Srbska, Bulharska,
Bosny a Hercegoviny a Chorvatska). Tyto vzorky zpracovaval Denis Copilas-Ciocianu.

Samotny sbér vzorkl probihal na mensich az stfedné velkych tocich, na kterych bychom
vyskyt blesivel tohoto druhového komplexu mohli pfedpokladat. Idealni toky, kde se mohou
bleSivei vyskytovat, byvaji malo zatizené organickym zne€iSténim, dobie prokyslicené,
s kamenito-pis€itym substraitem a rostlinnym opadem (Hervant et al. 1995). Vzorky,
v ptiblizném poctu 15-20 jedinci na lokalitu, byly nasledné¢ uchovavany v oznacenych

epruvetach naplnénych 96 % etanolem.
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Obr. 2 Lokality s vyskytem blesivet Gammarus fossarum z CR a SK, které byly zahrnuty v nasi analyze.
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Poté, co byly znamé vysledky o mnozstvi a distribuci linii vyskytujicich se na v oblasti
CM/ZK, piistoupili jsme k vybéru lokality vhodné pro studium na malé 8kéle. Takovou
lokalitou se stala oblast Vsetinska (obr. 3), kde vysledky vySe zminéné velkoskalové studie
naznacily blizky kontakt minimalné tfech linii. Tato oblast byla zvolena 1 proto, ze je zde

husté sit’ malych tokii s dostatecnym vyskytem populaci studovaného druhového komplexu.
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Obr. 3 Oblast Vsetinska, kde probihal sbér vzorkd na detailn€jsi prostorové $kale. Tlustd Cernd Cara znaci
hranici mezi CZ a SK, ten¢i ¢erné ¢ary znaci hranici menSich jednotek povodi. Tmavé modra ¢ara znaci feky
vyssich fada. Lokality sbéru v horni ¢asti Oav dolni easti toku. Linie objevené v piedchozi fazi studie na
&eskoslovenské skale jsou oznaceny barevné (CWE A@) CEA ,EEQ@).
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Zde jsme vzorky odebirali na dvou mistech na toku, vzdy v horni (obr. 4) a dolni ¢asti
(obr. 5), obvykle nékolika set metri az nékolik kilometri od sebe v zavislosti na délce
jednotlivych tokl. VétSinou se jednalo o téméf pramennou cast, kde by nemélo byt tolik
patrné ovlivnéni toku antropogenni ¢innosti. Druha lokalita se ¢asto nachazela v obydlenych
oblastech, tedy Casto ve vysoce regulovanych c¢éastech toku. Pro otestovani mozného vlivu
zékladnich charateristik toku na vyskyt odlisSnych linii v riznych ¢éastech toku jsem na kazdé
vzorkované lokalité¢ vypsala protokol s informacemi o nadmoiské vysce, pfiblizné rychlosti
proudéni, hloubce a $ifce toku, okolni vegetaci, pfitomnosti lidskych sidel, typu organického
sedimentu v toku, o hrubosti substratu a také o pfitomnosti larev chrostik jakozto dalSich
vyznamnych konzumentti hrubého detritu. Celkem jsme se pokusili odebrat vzorky na 69
lokalitach (obr. 6 a pfiloha 2), na vSech lokalitich jsme ale bleSivce tohoto komplexu

nenalezli.
Obr. 4 Ukazka toku v horni ¢asti (Zdéchovka, ZDE1). Autor: Tereza Rutova




Obr. 5 Ukazka toku ve spodni ¢asti (Zubersky potok, ZUB2) Autor: Tereza Rutova

Obr. 6 Foto z terénu (Hotansky potok, HOV2). Blesivci v cedniku, na nékterych je patrna
oranzova skvrna znacici pritomnost parazitické larvy vrtejSe. Autor: Tereza Rutova




3.2 Laboratorni zpracovani vzorkii a sekvenace

Zafixované vzorky byly nejprve pod binokularni lupou prohlédnuty a roztiidény do
prislusnych druhovych komplexii, nebot’ se u nas i na Slovensku vyskytuji i zastupci jinych
druhovych komplext rodu Gammarus (G. pulex, G. roeselli ¢i G. balcanicus). Jedinci téchto
odlisnych skupin bud’ nebyli zpracovéni, nebo byli pouziti jako outgroup pifi zpracovani
vysledkii. Taxonomické zatfazeni odliSnych druht bylo provedeno dle morfologickych
odli$nosti na zadklad¢ determinacniho kli¢e ze studie Copilas-Ciocianu et al. (2014). Hlavni
determina¢nimi znaky jsou: 1. §itka antény spolu s mnozstvim a délkou jejich obrveni (G.
pulex; €. 1 v obr. 7), 2. ptitomnost trnitych vybézkl na vrchni ¢asti metasomalnich segmenti
(G. roeselli; ¢. 2 vobr. 7), a 3. délkovy pomér mezi vnitinimi a vnéj$imi ¢astmi urosomu

(rozliSeni G. fossarum a G. balcanicus; €. 3 v obr. 7).

Obr. 7 Oznaceni kli¢ovych determina¢nich znak blesivcl vyskytujicich se v oblasti CZ/SK. Upraveno ze
studie Copilas-ciocianu et al. (2014)

=

G. cf. \balcanfcus

G. fossarum
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3.2.1 Izolace DNA

Pro izolaci DNA ze vzorkil z oblasti CR/SK byl vybran vzdy jeden jedinec z kazdé
lokality. V pfipad¢ analyzy vzorkl ze Vsetinska bylo vybrano obvykle pét jedinci z kazdé
lokality. Z kazdého zpracovavaného jedince byla pfiblizné 1/4 téla odejmuta, a etanol z této
¢asti se nechal odpafit na vzduchu. Pro zabranéni kontaminace byly pitevni nastroje
pouzivané béhem této Casti postupu sterilizovany peroxidem vodiku. Kazdy vybrany jedinec
byl nasledné€ uchovavan ve zkumavce naplnéné 96 % etanolem odd¢lené.

Izolasty DNA ze vzorkii zoblasti CR/SK byly extrahovana pomoci komeréné
proddvaného izolac¢niho kitu (Geneaid Biotech, Taipei) metodou kolonkové chromatografie.
Izoldty DNA ze vzorkli ze Vsetinska byly ve vétSin€ pifipadi z divodd sniZzeni nékladi
ziskany pomoci smési extrakéniho pufru H3 obsahujici proteindzu K (Schwenk et al. 1998).
Vsechny izolaty byly uchovavany po dobu zpracovani vzorkl v laboratorni lednici pii teploté

7 °C.

3.2.2 PCR a UV elektroforéza

Pro uréeni mitochondrialnich linii jedincti z oblasti CR/SK jsem z DNA izolati
polymerédzovou fetézovou reakci (PCR) amplifikovala jeden ze dvou mitochondrialnich gent,
zejména gen pro podjednotku I cytochrom ¢ oxidazy (COI) celkem ze 145 jedinct, piipadné
gen pro velkou ribozomalni podjednotku 16S rRNA (16S) ze 79 jedinci, u nichz probéhla
neuspésné amplifikace genu pro COI. Pro néslednou fylogenetickou analyzu byly pro vybrané
zastupce kazdé mitochondridlni linie kromé obou vyse zminénych genl pouzity i tii geny
jaderné, které analyzoval Denis Copilas-Ciocianu (Copilas-Ciocianu et al. 2017a).

V ptipad€ analyzy DNA izolath ze Vsetinska jsem se zaméfila na amplifikaci Gseku
genu pro 16S. Nejprve jsem osekvenovala ze 4 ndhodné vybranych lokalit 6 jedincti, abychom
ov¢rili, jestli se linie vyskytuji 1 syntopicky. Poté jsem osekvenovala vzdy jen jeden DNA
izolat z kazdé lokality a nasledné jsem kvuli sniZeni ndkladi zacala urcovat linie pomoci
amplifikace 16S specifickymi primery (viz nize).

COI byla amplifikovana v minimalni délce 600 bp, kdy byly pouzity primery LCO1490
a HCO2198 (Folmer et al. 1994) nebo UCOIF a UCOIR (Costa et al. 2009). V piipad€ 16S se
jednalo o amplifikaci fragmentti o poctu 323 bp a pouzité primery 16STf (Macdonald et al.
2005) and 16Sbr (Palumbi et al. 1991). Sekvence primerti jsou uvedeny v tab. 1.
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Reakeéni smés pro vSechny geny byla v objemu 25 pl. PCR probihala dle nasledujiciho
nastaveni na pfistrojich iCycler Thermal Cycler (BIO-RAD) a TC-CEA Gene Touch
(BIOER). Smés pro COI obsahovala 2,5 mM MgCl, (Thermo Scientific, Waltham, USA),
PCR pufr s KCI (Thermo Scientific), 0,2 mM smési deoxynukleosid trifosfatt dATP, dCTP,
dGTP a dTTP (Thermo Scientific), oba primery v koncentraci 0,3 uM, 1 jednotku Taq
polymerazy (Thermo Scientific) a 2 ul templatové DNA doplnéné do 25 pl sterilni H2O.
Program pro amplifikaci COI byl nastaven nasledovné: pocCatecni denaturace probihala 5
minut na 94 °C, nésledovalo 37 cykli po 50 s na 95 °C, 50 s na 47 °C, 50 s na 72 °C a finalni
faze prodluzovani probihala 5 min na 75 °C.

Smés pro 16S obsahovala 2 mM MgCl,, PCR pufr s KCI, 0,2 mM smési deoxynukleosid
trifosfati, oba primery v koncentraci 0,4 pM, 0,625 jednotky Taq polymerdzy a 2 pl
templatové DNA doplnéné do 25 pl sterilni H>O. Program pro amplifikaci 16S byl nastaven
nasledovné: pocatecni denaturace probihala 2,5 min na 94 °C, nasledovalo 37 cykli po 40 s
na 94 °C, 40 s na 46 °C, 80 s na 65 °C a finalni faze prodluzovani probihala 8 min na 65 °C.

Velice dulezit¢é bylo otestovdni minimalné jednoho jaderného markeru, ktery by
poukézal na ptipadnou hybridizaci ¢ zndmky introgrese. Prvotni studie z oblasti CR/SK
ukdzala, Ze se na jadernych genech mitochondrialni linie liSily, ale nebylo mozno vyloucit, ze
na kontaktu ke genovému toku mezi nimi dochazi. Proto jsme sekvenovali usek jaderného
genu pro 28S rRNA (2885), ktery byl vybran i1 v pfedchozi studii. Vybrala jsem 24 jedinct ze 3
linii (celkem 12 syntopickych populaci). Oblast 28S byla amplifikovana v pfiblizné délce
1265 bp za pouziti dvojice primerti 28F a 28R (Hou et al. 2007).

Smés pro 28S obsahovala 2 mM MgClh, PCR pufr s KCl, 0,32 mM smési
deoxynukleosid trifosfatl, oba primery v koncentraci 0,4 pM, 0,75 jednotky Taq polymerazy a
1 pl templatové DNA doplnéné do 25 pl sterilni H>O. Program pro amplifikaci 28S byl
nastaven nasledovné: po€atecni denaturace probihala 1 min na 94°C, nasledovalo 35 cykll po
30 sna 94°C, 45 s na 45°C a 60 s na 72°C a finalni faze prodluzovani probihala 5 min na
72°C.
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Tab. 1 Sekvence pouzitych primert

Gen: Nazev primeru:  Sekvence (5'-3): Zdroj:
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG  Folmer et al. (1994)

cor HCO02198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAA AAT  Folmer et al. (1994)
UCOIF TAWACTTCDGGRTGRCCRAAAAAYCA Costa et al. (2009)
UCOIR ACWAAYCAYAAAGAYATYGG Costa et al. (2009)

16S 16STf GGTAWHYTRACYGTGCTAAG Macdonald et al. (2005)
16Sbr CCGGTTTGAACTCAGATCATGT Palumbi et al. (1991)
28F TTAGTAGGGGCGACCGAACAGGGAT  Hou et al. (2007)

285 28R GTCTTTCGCCCCTATGCCCAACTGA  Hou et al. (2007)

Pro kontrolu spravného priubéhu reakce a vylouceni ptipadnych negativnich vysledkt
jsem ovéfila vysledek PCR pomoci agarézové elektroforézy. Pripravila jsem 1,5 % gel
smichdnim 750 mg agarozy spole¢n¢ s 50 ml Tris/Borate/EDTA (TBE) pufru. Pfitomnost

produktu o¢ekavané délky byla ovéfena pod UV lampou.

3.2.3 Purifikace produkti PCR

Pozitivni vysledky PCR ovétené elektroforézou byly dale precistény sraZzenim v etanolu
s octanem sodnym a znovu rozpuStény ve sterilni vodé¢ do objemu 20 pl. Na zakladé
naméfené koncentrace DNA v pfeciSténém vzorku na pfistroji NanoDrop Spectrophotometer
ND 1000 (Thermo Scientific) jsem vybrala ty, které mély naméfené¢ hodnoty koncentrace
vyssi nez 10 ng.ul-1. Podle sekvena¢niho protokolu jsem namichala vzorky na sekvenacni
reakci o hmotnosti 70 ng DNA s 0,5 pl reverzniho primeru, doplnéné sterilni vodou do
objemu 8 pl.

Sekvenace vzorkll probihala na kapilarovém sekvenatoru ABI 3130XL Prism Genetic
Analyzer v Laboratofi sekvenace DNA biologické sekce PiF UK. VétSina vzorkd byla

sekvenovana pouze z jednoho sméru.
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3.2.4 Amplifikace genu 16S specifickymi primery

Pro tuto diplomovou préci jsme stanovili také jeden cil metodicky, a to pokusit se
navrhnout a otestovat druhové specifické primery v oblastech tseku genu 16S
amplifikovaného univerzalnimi primery. Navrh primert vychdzel ze spoluprace Denise
Copilase-Ciocianu, Michaila Rovatsose a Adama Petruska. Hledali jsme variabilni oblasti,
kde by se od sebe linie liSily a zaroven aby byla tato mista vhodna pro design primeru (oblasti
bohaté na nukletotidy C a G, srovnatelné teplota naseddni primera v paru apod.). V cilovych
mistech se linie od sebe musely lisit, ale zdrovenl v ramci linie méla byt variabilita minimalni,
idedln¢ zadna.

Podaftilo se ndm navrhnout ptedni (forward) primery pro tfi linie (CWE A, EE Q, CE A)
a pro jednu linii (CWE D) pak kompletni par (forward i reverse) primert. V tab. 2 jsou
vyznaceny vysledné sekvence po opravé primeru pro liniit CWE A. Nové pfedni primery jsem
pouzivala v kombinaci sbézné pouzivanym zadnim (reverse) univerzalnim primerem
(Palumbi et al. 1991) pro amplifikaci useku genu 16S. Pozice navrzenych primert
v aligmentu vybranych jedincii je zobrazena v ptiloze 3.

Reakéni smés pii vyuziti téchto specifickych primeri obsahovala 1,5 mM MgCl,, PCR
pufr, 0,2 mM dNTPs, 0,3 uM vSech primerd, 0,625 jednotky Taq polymerazy a 1 pl
templatové DNA doplnéné do 25 pl sterilni H>O. V ptipadé amplifikace usekd genu 16S
pomoci specifickych primerti probihaly reakce s opakovanim 40 cykll, kdy se u piivodniho
nastaveni reakce pro gen 16S ménilo pouze nastaveni teploty pfisedani primert na 62 °C
v ptipad¢ amplifikace s primery pro CWE A a EE Q, respektive 64 °C v ptipadé amplifikace
s primery pro CE A a CWE D.

Bé&hem samotného testovani téchto novych primerti bylo zapotiebi jednak optimalizovat
sloZeni reakéni smési, nalézt optimalni nastaveni teploty ve fazi naseddni primerti a zaroven
bylo tfeba dobfe odlisit kladné vysledky amplifikace na agar6zovém gelu pod UV lampou.
Samoziejmé& probéhlo nékolik kol ovéfovani, zda nevyjdou pro stejného jedince nékolikery
pozitivni vysledky pii pouziti kombinaci primert pro odlisné linie. K takovymto vysledkiim
dochazelo zejména ze zacatku, kdy jesté nebyly PCR protokoly dostatecné upraveny. Navic
jsme novy piedni primer pro linii CWE A objednali chybné, kdy vnam v daném
oligonukleotidu chybéla jedna baze. Pomoci tohoto primeru sice k amplifikaci daného tseku
genu dochézelo, ale jeho funk&nost byla omezena, coZ potvrdily lepsi vysledky po testu

nového primeru poté, co jsme tento nedostatek odhalili (viz diskuze).

28



Useky amplifikované specifickymi primery byly o piiblizné délce v rozmezi 200-300
bp u linii CWE A, CWE D a CE A a 50 bp u linie EE Q. Proto bylo mozné pouzit do
multiplexu pouze kombinace primert linie CWE A a EE Q, nebot’ tyto dvé linie od sebe 1ze
na agardézovém gelu rozeznat, a navic reagovaly dostatecné specificky pifi shodné teploté
nasedani primerd (62 °C). Pifi rutinnim testovani jsem tedy nejprve pouzivala kombinace
primeri pro multiplex, tedy pro linie CWE A a EE Q (obr. 8) a poté jsem testovala zbylé¢ dvé
linie oddélené pro jedince, kde v pfedchozich reakcich nebyl amplifikovan zadny fragment.
Na zavér jsem zkusila amplifikovat univerzalnimi primery ty vzorky, které nevySly ani
v jednom pfipade. A také jsem ovéfila 49 vzorkl sekvenaci (¢i naopak, amplifikovala jsem

sekvenované jedince pomoci specifickych primertt).

Tab. 2 Vysledné sekvence pouzitych primert

[Nazev pnimeru: Sekvence (5°-3):
cwe D | [CWDDG fwd AGGTAGTTTGTGTAATCTAGTTAGT
CWD_DG _rev CAAGAATACCGCACTGTTATCC
cea { CEA_YL_fwdP AGGTGGTTTGTATAGTTTAGCTGGT
168br CCGGTTTGAACTCAGATCATGT
CWE A + EE Q _I:!AAGAGGTCTATATGAAGAAGTAGGC
CWA _GR fwdP_DEG |[GATGAAGGGTTAAACAGGCTGARG

Obr. 8 Ukazka vysledku amplifikace specifickymi primery pro linie CWE A a EE Q.

CWEA

EEQ
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4 Zpracovani dat a analyza

U sekvenci tseku genu pro COI ziskanych pii analyze jedinct z oblasti CR/SK jsem
nejprve nejdiive prekontrolovala jednotlivé chromatogramy v programu MEGA 6 (Tamura et
al. 2013). Nasledné jsem urcila ptislusnost k jednotlivym mitochondrialnim liniim pfistupem
analogickym k tzv. DNA barcodingu, coz je metoda urCovani druhli na zaklad¢ sekvenace
standardizovaného markeru. U zivoCichi se zpravidla sekvenuje kratky usek pojednotky I
cytochrom c¢ oxidazy (Hebert et al. 2003), ale pro ucely urCovani se pouzivaji i jiné
mitochondrialni geny. Pro COI jsem vytvofila alignment za pouziti algoritmu MUSCLE
(Edgar 2004) v programu MEGA 6. Poté jsem vytvofila strom podobnosti sekvenci metodou
neighbor-joining, pomoci kterého jsem zatazovala jedince do mitochondridlnich linii. Dalsi

U sekvenci tseku genu pro 16S z oblasti Vsetinska jsem opét nejprve piekontrolovala
jednotlivé chromatogramy v programu MEGA 6. Alignment jsem vytvofila v programu
MAFFT 7 (Katoh & Standley 2013) a nasledn¢ v programu MEGA 6 upravila sekvence na
stejny pocet nukleotidll o délce 330 bp. Postup dale odpovidal tomu pro COL.

V ptipadé mitochondridlnich gend byli jedinci sekvenovani pouze z jednoho sméru.
V ptipad¢ useku genu pro 28S jsem pfistoupila k sekvenaci obou sméri, kdy jsem po
sestaveni konsenzudlnich sekvenci ziskala isek o délce 1269 bp. Poté jsem opét vytvotila
strom dle parametrii zminénych vyse.

Pro vizualizaci vnitrodruhovych vztahl jsem vytvofila v programu POPART 1.7 (Leigh
& Bryant 2015) haplotypovou sit’ metodou TCS (Clement et al. 2000). Pouzila jsem ziskané
sekvence tiseku genu pro 16S z oblasti CR/SK (81 sekvenci) a také viechny sekvence useku
genu 16S ze vzorki z oblasti Vsetinska (123 sekvenci).

Pro pfeformatovani dat za Gcelem jejich pfenosu mezi vyse uvedenymi programy byl
pouzit konvertor Mesquite 3.04 (Madison & Madison 2015). Mapu vyobrazenou na obr. 3
jsem vytvofila v programu QGIS2.18.4 (QGIS Development Team 2016). Obrazovou Gpravu
jsem provedla v programech Microsoft PowerPoint a GIMP 2.8.22.

V prostfedi R za pouziti knihovny ,,vegan® (Oksanen et al. 2011) byl statisticky
vyhodnocen vztah mezi parametry prostfedi a pfitomnosti linii na daném misté¢ metodou
analyzy redundance (RDA). Testovalo se, jaké mnozstvi variability v datech (tj. v rozsifeni
linii na lokalitich) mlZze vysvétlit poloha v krajiné (geografické soufadnice lokality a

pfislusnost ke konkrétnimu potoku kodovana kategorialn¢) a kolik mistni parametry.
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Parametry prostfedi, které vstupovaly do analyzy (tab. 3), byly tfech typl: 1. ordinalni
proménné: rychlost proudéni, hrubost substrdtu dna a mnozstvi chrostikli, 2. kategorialni
proménné (tj. pfevedeny na binarni zastupné proménné): charakter organického detritu, misto
na toku (horni nebo dolni usek), 3. ¢iselné proménné: nadmoiska vyska, naméfend Sitka a
hloubka toku v misté sbéru jedincu.

Abychom posoudili, kolik variability v distribuci linii (jez byla kédovana binarné jako
pritomnost/nepiitomnost na dané lokalité) lze vysvétlit polohou lokality v krajiné (tj.
prostorovou strukturou lokalit) a kolik vybranymi proménnymi prostiedi, provedli jsme
dekompozici variability (pomoci funkce ,varpart” s maticemi prostorovych a lokalnich
proménnych). Matice prostoru obsahovala ptisluSnost k potoku a soutfadnice lokalit, matice
lokdlnich charakteristik prostfedi zahrnovala pouze ty proménné, které byly mély
signifikantni efekt (coz bylo vyhodnoceno pomoci funkce ,,ordistep*): nadmoiskou vysku,
Sitku a hloubku toku, rychlost proudéni polohu na toku (horni/dolni tok). S t€émito vybranymi

proménnymi prostfedi jsme provedli analyzu redundance také bez zohlednéni polohy lokalit.

Tab. 3 Zvolené Skaly proménnych parametr prostiedi, jez byly odhadnuty na misté
béhem odbéru

Organicky sediment Rychlost proudéni [my's]
o 1 absence 1 |0-0,1 =4
S| 2 jenmaloBsi | 2 |0,11-03 e
AE Tisty a jehfici 3 [0,31-07 %
2 4 listy, jehliéi, vétve | 4 [0,71-1 )
4 5 bahno 5 11+
Substrat Piitonmost - Trichoptera o
2 1 kamenna plotna 1 |absence .
= 2 velké balvany 2 |vzicnd o,
£ 3 vefikameny | 3 [b&ma 2.
& 4 dit 4  |dominantri
5 pisek
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5 Vysledky

5.1 Diverzita a distribuce Gammarus fossarum v oblasti Ceské a Slovenské republiky

Nage studie prokézala dramaticky rozdil v diverzité a distribuci linii nap#i¢ Ceskym
masivem a Zapadnimi Karpaty (obr. 9). V oblasti Ceského masivu jsme nalezli pouze dvé
linie, v oblasti Zapadnich Karpat je pak mozné nalézt minimaln¢ osm divergentnich
mitochondrialnich linii druhového komplexu Gammarus fossarum, které se lidi 1 svym
jadernym genomem (Copilag-Ciocianu et al. 2017a). Dale je skute¢né mozné potvrdit
informaci, ze bleSivec potocni G. fossarum sensu stricto, jehoz reprezentuje linie CWE A, je
nas nejbeéznéjsi blesivec. Ackoliv jsme se zamétili na analyzu komplexu G. fossarum, na
nckterych lokalitach jsme nalezli zastupce Gammarus pulex (na Chebsku) a G. roeselli, na
Slovensku i G. balcanicus. Jednalo se ale vramci studovanych lokalit o minoritni zastoupeni
v porovnani s vyskytem zastupct G. fossarum.

Diverzita a distribuce studované¢ho druhového komplexu v dané oblasti skutecné odrazi
vliv biogeografickych hranic na rozSifeni geneticky odlisSnych kryptickych linii. Pravé
takovou hranici pfechod mezi geomorfologicky a historicky odlisnymi oblastmi Ceského
masivu a Zapadnimi Karpaty tvoii. Je ale dilezité poznamenat, ze distribuce linii vychazi ze
studie pouze jednoho jedince z lokality, takze mnoh¢ linie mohou mit Sir$i aredl vyskytu a
také je tu moznost jejich bliz§iho kontaktu (viz nize).

Celkem jsme v oblasti CZ/SK charakterizovali na zakladé mitochondrialni DNA osm
divergentnich linii. Z t€chto osmi linii byly diive znamy pouze linie CWE A napt. v Némecku
(Miiller 2000) a EE T v Polsku (Hou et al. 2007). Minimaln¢€ jedna linie se zda byt velice
bazélni v ramci celého druhového komplexu. Ve studované oblasti se potkavaji linie pattici
do odlisnych evropskych vétvi. Fylogeneticky strom vytvofeny na zékladé¢ mitochondrialni
DNA je vyobrazen na obr. 10.

V Ceském masivu jsme nalezli pouze linie CWE A a EE Q. Linie CWE A se vyskytuje
ve véech hlavnich povodich Ceské republiky. Patii do fylogenetické vétve s vyskytem ve
sttedni a zapadni Evropé€ a jednd se o G. fossarum sensu stricto (CWE A se vyskytuje v
oblasti typové lokality druhu). Ve vychodni ¢asti Ceského masivu se dale vyskytuje linie
EE Q, jejiz zéastupci obyvaji, na rozdil od zastupcti CWE A, pouze povodi fek Dyje, Moravy a
Odry (tab. 4).

V Zépadnich Karpatech se vyskytuji kromé obou vySe zminénych linii také linie CE A,
CWED, CEB, EER, EESa EET. Linie CWE A do oblasti Zapadnich Karpat zasahuje
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druhového komplexu G. fossarum v oblasti

Sived

Obr. 9 Vysledky analyzy diverzity a distribuce ble
CZ/SK dle studie Copilas-Ciocianu et al. 2017.
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Vyznamnym objevem je samotna existence a pozoruhodné rozsifeni linii EE Q a CE A.
Na zékladé mtDNA se obé¢ linie ukazuji jako bazdlni v rdmci celého druhového komplexu
(obr. 9), vpfipad¢ linie EE Q se vSak zd4, Ze v minulosti doSlo k introgresi, nebot’ dle
jadernych markerd (18S, 28S a EFla) se linie EE Q zafazuje jako bazédlni v rédmci
vychodoevropské vétve komplexu (Copilas-Ciocianu et al. 2017a). Kazdopadné se jedna o
velmi divergentni skupiny v rdmci celého druhového komplexu.

Linie CWE A a CWE D tvofti dvojici blizce piibuznych linii stfedo-zapadoevropské
vétve. Linie EE R, EE S a EE T byly pfifazeny do vétve vychodoevropské vyskytujicich se v
oblasti Karpat, jejichz diverzitu studovali Copilag-Ciocianu & Petrusek (2015) v Rumunsku.
Nové jsme charakterizovali linie CE A a CE B, které jsou spole¢né¢ zarazeny do noveé
zadefinované skupiny komplexu G. fossarum se ziejmé omezenym stfedoevropskym
roz§itenim. Vyskyt CE A je pomérné Casty na ¢eskoslovenském pomezi a dale v zdpadni ¢asti
Slovenska, zatimco CE B objevili pouze v omezeném aredlu vyskytu ve vychodnéjsi oblasti
Slovenska (povodi Hronu a Bodrogu a Hornadu).

Distribuce linii neni zifejm& omezena hranicemi jednotlivych povodi nebo umoii.
Mnoho linii je mozné nalézt ve vicero povodich, ackoliv vyskyt mnohych je omezeny jen na
uréité &asti studované oblasti (tab. 4). Je ale patrné, Ze povodi Labe (alespoii jeho ¢ast v CR,
jez zaujima vétsinu Ceského masivu) je na rozdil od hlavnich povodi v Zapadnich Karpatech
z hlediska variability G. fossarum velice homogenni. Linii CWE A lze jako jedinou nalézt ve
vech umotich a hlavnich povodich v CR.

Umoti Baltského a Cerného mote oplyvaji velmi podobnou diverzitou, kdy se fada linii
vyskytuje v jejich hrani¢nich oblastech. Linii CWE D jsme v Ceské republice nejprve nalezli
pouze na jedné lokalité¢ v povodi Odry. Nasledné detailni analyza na Vsetinsku ale odhalila
tuto linii 1 v povodi Moravy.

Pomyslnou hranici oblasti s odliSnou diverzitou netvoii hranice povodi, pohoti nebo
jind ocekévatelna geograficka bariéra, ale feka Morava, kdy na zapad od ni je patrny vyskyt
pouze dvou linii, a naopak na vychod od ni, jiZ v oblastech hrani¢nich pohoii mezi Ceskou a
Slovenskou republikou, je diverzita bohatsi a linie se tu vyskytuji ve velmi blizkém kontaktu.
Zde byl dolozZen i jejich syntopicky vyskyt (viz vysledky z detailn&jsi analyzy nize).

Situace na Slovensku je podobnd a distribuce linii neni pfili§ omezena hranicemi
jednotlivych povodi (tab. 4). V povodi Dunaje se hojné vyskytuji bazélni linie CE A a EE Q,
a dale EE T a EE R, které jsou blizce piibuzné jizngji se vyskytujicim liniim. Na tizemi Ceska

jsme popsali vyskyt EE R pouze na jedné lokalité. Nalezli jsme ale také dve linie unikatni
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pouze pro Slovensko. Linie EE S je zatim zndma z jedné lokality pobliz Bratislavy a linie CE
B ze dvou lokalit (viz vyse). Ve vychodni ¢asti Slovenska, kde dochazi k ptechodu mezi

Zapadnimi a Vychodnimi Karpaty, je patrny pievazny vyskyt linie EE T.

Obr. 10 Zjednoduseny fylogram vytvoreni metodou Maximum Likelihood z mitochondrialnich
sekvenci COI a 16S upraveny dle nasi studie (Copilas-Ciocianu et al. 2017a). Zkratka VE znaci oblast
vychodni Evropy, SZE oblast stfedni a zapadni Evropy a JVE oblast jihovychodni Evropy.
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Tab. 4 Vyskyt linii v jednotlivych povodi v oblasti CR/SK.

Povodi | Pritomné | Poznamka Povodi |Pritomné |Poznamka
CR |linie SK linie
Labe p_m_lze tato
L linie Dunaje :
v CR/SK
Dyje |CWEA pouze zde
CWE A
CEA pievaiuje
Moravy |[CE A Vahu CWED
v CR pouze
EER zde EER
CWE A -
_ CEA pfevazuje
Odry |[CEA CWED
v CR pouze
CWED |zde Hronu
pouze 1
CEB lokalita
dominanini
Bodrogu a pouze 1
Hornadu CEB lokalita

5.2 Vysledky amplifikace usekii genu pro 16S rRNA specifickymi primery

Pti pouziti specifickych primerti jsem ziskala 202 amplifikovanych fragment 168S.
Celkem jsem takto urcila 62 jedinct linie CWE A, 98 jedinct linie EE Q, 34 jedinct linie
CE A a 8 jedincti linie CWE D. 49 z nich (28 sekvenci CWE A, 15 sekvenci EE Q, 5 sekvenci
CE A a 1 sekvence CWE D) bylo ovéfeno kontrolni sekvenaci a nebyl nalezen rozdil oproti
vysledku na zakladé amplifikace specifickymi primery.

Ve 48 ptipadech jsem nebyla schopna amplifikovat fragment 16S s Zddnou kombinaci
specifickych primert. Az amplifikaci pomoci univerzalnich primerd (Palumbi 1991;
Macdonald et al. 2005) se usek podatilo v n€kterych piipadech amplifikovat a bylo tak mozné
ziskat sekvenci 16S, diky niZ jsem pfislusného jedince urcila do jedné ze Ctyt studovanych
linii. Neodhalila jsem pfitomnost zadné dalsi linie. Bohuzel 34 DNA izolatd nefungovalo ani
s univerzalnimi primery (a to ani pro jiné studované geny), coZ interpretujeme jako

pravdépodobnou chybu pfii izolaci DNA.
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5.3 Detailni vyskyt linii komplexu Gammarus fossarum na Vsetinsku

V detailné studované oblasti na Vsetinsku jsem odhalila celkem ¢tyii linie (CWE A,
CWE D, EE Q a CE A). Z ptedchozich vysledkl jsme v této oblasti védéli pouze o tfech
liniich (Copilag-Ciocianu et al. 2017a), nalez linie CWE D byl neocekavany, ale pro vyvoj
se mi podafilo urcit 91 jedinch linie CWE A (57 sekvenci, zbytek pomoci specifickych
primerit), 126 (43 sekvenci) jedincu linie EE Q, 52 (22 sekvenci) jedincu linie CE A a 8 (1
sekvence) jedincii linie CWE D (pfiloha 4).

Lze ptedpokladat, Ze koexistence odliSnych linii je ve skutecnosti velmi castd, nebot
jsme ve vzorcich z malé skdly ze 61 vzorkovanych lokalit s vyskytem bleSivci jsem u 31
populaci urcila pouze jednu vyskytujici se linii, dale ve 23 populacich jsem urcila dvé linie a
v piipad¢ sedmi populaci jsem nalezla vyskyt dokonce tfech linii. Je nutné podotknout, ze
z kazdé lokality jsem vétSinou pracovala pouze s péti jedinci, a tak je Cetnost koexistence
pravdépodobné jesté podhodnocena.

Haplotypové sité (obr. 11) vytvotené na zakladé sekvenci useku genu (323bp) pro 16S z
oblasti CR/SK a z této detailné studované oblasti ukazuji, Ze i v takto malé oblasti je patrny
vyskyt fady odlisnych haplotypt, ackoliv je lokalni diverzita samoziejmé mensi nez v celém
studovaném aredlu (tab. 5).

V severni a zapadni ¢asti ndmi vytyCené oblasti byl vyskyt bleSivel toho komplexu
velice omezeny (obr. 12), a to pravdépodobné z toho divodu, Ze se jednd o oblast v nizsi
nadmoftské vysSce, kde navic toky protékaji zemédélsky obdélavanou ptidou. Ackoliv jsou
linie mozaikovité rozSifeny, je mozné poukazat na pfevazny vyskyt linie EE Q ve vychodni
casti a linie CWE D pak byla objevena pouze na 6 lokalitdich v populacich v jizni Casti
studované oblasti. Celkem na 11 tocich se zastoupeni linii na horni a dolni ¢asti toku shoduje,
naopak na péti tocich je zastoupeni naprosto odlisné, kdy se ve vSech ptipadech vyskytuji
zastupci linie EE Q v horni Casti toku a linie CE A, nebo CWE A na dolni ¢asti toku. Linii
s nejcetnejSim vyskytem v dané oblasti je linie EE Q, naopak linie CWE D je v této oblasti

vzacna.
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Tab. 5 Poéty sdilenych haplotypt z oblasti CR/SK a Vsetinska a novych haplotypti z detailngjsi analyzy na

zakladé uvedenych pocti sekvenci tiseku genu (323bp) pro 16S z obou oblasti.

CWEA [EEQ JCEA [CWED
pocet |CR/SK 24 23 8 5
sekvenci | Vsetinsko 57 43 22 1
pocet haplotypti 16 11 8 4
sdilené haplotypy 3 4 2 1
pouze Vsetinsko 5 3 4 0

Obr. 11 Haplotypové sité vytvorené metodou TCS na zaklad¢ 323 bp dlouhého fragmentu genu pro 16S poukazuji na
existenci mnozstvi odliSnych haplotypti i na detailngjsi Skale. Nové haplotypy z oblasti Vsetinska jsou oznaceny
¢ervenym ohrani¢enim. Haplotypy ohrani¢ené pferusovanou ¢arou znaci haplotypy identické z CZ/SK i vsetinské
analyzy.
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Obr. 12 Distribuce linii v oblasti Vsetinska. Jednotlivé kola¢ové grafy znaci pocet uréenych jedinct
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Sekvence tseku jaderného genu pro 28S rRNA odpovidaly urceni linii podle mtDNA.
Vysledky sekvenace 24 jedincu ze tfech linii (CWE A, CE A a EE Q) a 12 syntopickych
populaci neukazuji na ani jeden ptipad, kdy by prokazatelné doslo k hybridizaci nebo recentni
introgresi jaderné DNA.

Mnoharozmérna analyza redundance (RDA) ukézala, ze distribuci linii na lokalni skale
by mohla byt vysvétlena nékterymi charakteristikami prostiedi (obr. 13). Pii dekompozici
variability se ukazalo, Ze 21 % variability vysvétluji vybrané proménné prostiedi a celych 39
% lze vysvétlit polohou toku v krajin€. Jako vyznamné faktory souvisejici s distribuci linii
maji Sitka a hloubka toku, rychlost proudéni, nadmotské vyska a misto na toku v jeho horni
¢asti. Analyza redundance s pouzitim téchto proménnych vysvétlila 23 % variability (z toho
prvni dva faktory 19,3 %). Typ substratu, mnozstvi organického sedimentu a ptfitomnost, resp.
mnozstvi chrostikli se vyraznéji neprojevily, tyto parametry nebyly do vysledného modelu
zahrnuty jako signifikantni.

Obr. 13 (a) Ordina¢ni diagram redundanéni analyzy. (b) Dekompozice variability vyjadfena Vennovym

diagramem ukazuje, kolik variability vysvétluje matice prostiedi (vlevo) a matice prostoru (vpravo). Sdilena
variabilita je minimalni.
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6 Diskuze

6.1 Diverzita a distribuce druhového komplexu G. fossarum v celoevropském kontextu

Vysledky této studie vyrazné ptispély ke znalosti diverzity a distribuce bleSivcl
druhového komplexu Gammarus fossarum v kontextu jeho evropského aredlu rozsifeni.
Ackoliv se tfada praci v minulosti zabyvala rozkryvanim skryté diverzity tohoto komplexu
(naptiklad Miiller 2000; Westram et al. 2011; Weiss et al. 2014; Copilas-Ciocianu & Petrusek
2015), stale v Evropé existuji vyznamné oblasti s vyskytem G. fossarum, kde jeho diverzita
zatim zkouména nebyla (napf. v oblasti Alp a na jihu Balkdnského poloostrova, nebo
jaderskych povodi).

V oblasti Ceské a Slovenské republiky doposud nebyla na studium diverzity blesivce
poto¢niho upiena pozornost, ackoliv se jedna o velice zajimavou oblast z hlediska ptitomnosti
hranice mezi dvéma geologicky a biogeograficky odlisnymi celky (Ceskym masivem a
Zapadnimi Karpaty), a také se se zde nachazi hlavni evropské rozvodi neboli hranice umofti
Severniho, Baltského a Cerného mote. Nékteré studie vodnich a terestrickych skupin
bezobratlych Zivogichti v oblasti Ceského masivu a Zéapadnich Karpat poukazuji
na zménu ve vyskytu nékterych druht mezi témito dvéma celky (Schenkova 2009;
Horsak & Cernohorsky 2008; Jufickova et al. 2014b). Predpokladali jsme, Ze se tu
mohly potkévat linie odlisnych evropskych vétvi, nebot’ jsme védé€li o pritomnosti sttedo —
zapadoevropské vétve skrze linii CWE A z oblasti Ceského masivu (Hou et al. 2011) a také o
ptitomnosti vychodoevropské vétve (linie EE T) na sever od polskych Karpat (Hou et al.
2007).

Na uzemi Ceské a Slovenské republiky jsme potvrdili vyskyt osmi odlisnych linii.
Z hlediska celoevropského kontextu je velice dilezité zjiSténi, ze zde skutecné dochazi ke
kontaktu linii patficich do dvou vySe zminénych ze tfech doposud zndmych hlavnich
evropskych vétvi. Dnes miizeme s jistotou Fict, Ze pfevazné oblast Ceského masivu obyva
pravy blesivec potocni Gammarus fossarum sensu stricto. Nevime jisté, zda kryptické linie ze
Zapadnich Karpat jsou odlisné 1 morfologicky ¢i ne, nebot’ zatim jsme se studiu odliSnych
determinac¢nich znakli mezi liniemi nevénovali.

Pii pohledu na distribuci linii v daném arealu je ziejmé, Ze na rozdil od Ceského
masivu, kde je patrné rozSiteni linii ze stfedo-zapadoevropské vétve (CWEA) a
vychodoevropské vétve (EE Q), je oblast Zapadnich Karpat osidlena Sesti dalS§imi liniemi

(CWE D, CE A, CE B, EET, EE R a EE S). Také¢ jsme ale odhalili dvé linie (CE A a CE B),
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které doposud nebyly znamy, a tak tvoii novou stfedoevropskou skupinu. Navic dvé nalezené
linie (EE Q a CE A) se jevi jako bazélni linie v celoevropském kontextu na zéklad¢ mtDNA.

Mnohé linie jsme nalezli pouze z mala lokalit (CE B, EE R a EE S, CWE D). Linie
EE R, EE S a CE B by tedy mohly byt zajimavé 1 z hlediska potenciondlni ochrany lokalit
jejich vyskytu, nebot’ se zfejme jedna o lokalni endemity.

Vime, Ze oblast pohofi Karpat je centrem diverzity mnohych organizmi (Balint et al.
2011), coz je ziejmé 1 v ptipad¢ blesivct tohoto druhového komplexu (Copilas-Ciocianu &
Petrusek 2015). Mimo jiné Karpaty hraly dtlezitou roli v obdobi pleistocennich glaciali, kdy
slouzily jako glacidlni refugia (Provan & Bennett 2008) pro bleSivce obecné a ziejmé i pro
dalsi permanentni vodni faunu, jak ukazuji naptiklad molekularni data druhového
komplexu G. balcanicus (Mamos et al. 2014; Copilag-Ciocianu & Petrusek 2017b), nebo
posvatky Arcynopteryx dichroa (Theissinger et al. 2012). Dlouhodoba existence vhodnych
stanovist' pro rizné organismy v nékolika klimatickych cyklech pravdépodobné souvisi
s vysokou topografickou rozmanitosti Karpat, ¢imz vznika velky pocet mikrohabitatt, které
jsou klimaticky nezévislé od okolnich oblasti (Balint et al. 2011).
glacialniho maxima (Chlupa¢ 2011) dnes nahrazuje predpoklad o pfitomnosti
zalesnénych ploch v riznych izolovanych aredlech stiedni Evropy a Zapadnich Karpat
(Willis & van Andel 2004; Magri et al. 2006; Kunes et al. 2008; Jufickova et al.
2014a; Mitka et al. 2014). Srovnani glacidlnich fosilnich pylovymi zdznamy ze stfedni
Evropy s dneSnimi pylovymi analyzami riznych druhii vegetace z jizni Sibife potvrdilo
znacnou podobnost u dominantnich druhti rostlin a typti vegetace (Kunes et al. 2008). Tato
studie také zdlraznuje pfitomnosti zamokifenych biotopti, takova mista byla ¢asto izolovana
(Horsék et al. 2015).

Kromé& pfitomnosti ploch s vegetaci a tim 1 pfinosem organického detritu je pro
existenci bleSivel v pfirodé zdsadni pfitomnost permanentnich vodnich tokd. Vzhledem
ktomu, Ze v Karpatech nebyly ledovce rozsdhlé, omezujicim faktorem pro pieziti
suchozemskych horskych organismi byl pravdépodobné vlhkost prostfedi a dostupnost vody,
jako v ptipadé¢ kontinentalnich druht (Balint et al. 2011).

Mineralni vody vcetné termdlnich pramenti, které jsou hlubsi a maji velkou sbérnici,
byvaji v obdobich sucha i zimy mnohem stabiln€j$i, nebot” by nemélo dochazet k jejich
vyschnuti ¢i zamrzéni. A pravé takové termalni prameny se v oblasti Zapadnich Karpat

vyskytuji v mnohem vé&t$i mife nez v oblasti Ceského masivu (Franko & Kolafova 1985;
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Franko et al. 2008). Na Slovensku vyvéraly tyto prameny jiz pied 2 miliony let na konci
pozdniho Pliocénu a mnohem castéji se vyskytovaly béhem interglacialnich obdobi (Franko et
al. 2008). Obdobi chladnych klimatickych podminek v dobach pleistocénu mohly mnohé
organizmy piezivat v tocich, které byly pufrovany vodou z termalnich prament, jez
zamezily jejich zamrzani (Theissinger et al. 2012).

V nas$i praci predpokladame, ze prave i linie uréené jako bazalni, anebo s endemickym
vyskytem in situ, mohly v oblasti Zapadnich Karpat piezivat nepifizniva obdobi glaciala
v takovych tocich. Oproti tomu jedinci linie CWE A ziejmé prezivali tato obdobi v jinych

evropskych refugiich (Weiss & Leese 2016; Westram et al. 2011).

6.2 Distribuce linii na Vsetinsku

Po studiu v celé oblasti CR/SK jsme se zaméfili na detailngjsi analyzu v oblasti blizkého
kontaktu né€kolika linii. Z vysledkli na velkém métitku jsme védé€li o blizkém kontaktu tfech
linii v nami vybrané lokalité na Vsetinsku. Hned prvni analyza ale ukdzala vyskyt linii Ctyf
(CWE A, CWE D, EE Q a CE A). S vyskytem linie CWE D jsme v prvopocatku nepocitali,
nebot’ na tzemi Ceské republiky jsme ji nalezli pouze na jedné lokalité v povodi Odry,
zatimco Vsetinska oblast spada pod povodi Moravy. Na Slovensku byla ale nalezena na Sesti
lokalitach v povodi Vahu a Hronu, jeji aredl je tedy zjevné rozsahlejsi. Vyskyt jedinch CWE
D na Vsetinsku byl potvrzen, ale stejn¢ jako v piipadé velké Skély se jednalo pouze o osm
z celkového poctu 277 analyzovanych jedinct. Stale tedy plati, Ze se tato linie vyskytuje jen
velmi vzacné. Také jsme predpokladali, Ze se ndm podaii nalézt linie na tocich i syntopicky,
nebot’ byly jiz diive objeveny takové lokality, kde se setkavaji linie stfedo-zdpadoevropské
vétve CWE A a CWE B (Miiller 1998; Altermatt et al. 2014).

Z 61 analyzovanych lokalit jsem urcila u 31 lokalit vyskyt pouze jedné linie. Pfi¢emz
pfi nasi analyze lokalit z horni 1 dolni ¢asti toku nastala situace, kdy na hornim i dolnim toku
jsem urcila zastupce pouze jedné linie, zarovei se ale v horni ¢asti vyskytuje odlisna linie nez
na spodni ¢asti toku. Tento zdanlivé dramaticky rozdil by ale mohl byt alespont do urcité miry
dasledkem nahody pti vybéru jednotlivych jedincl, nebot’ jsem z kazdé lokality vétSinou
pracovala pouze s 5 kusy. Minimalné¢ to ale znamena, ze se v nékterych tocich vyrazné ménil
na jejich podélném profilu pomér linii. K potvrzeni, nebo vyvraceni téchto prvotnich vysledkt
bude vbudoucnu nutné zanalyzovat mnohem vet§i mnozstvi jedinci. Na zbylych 30

lokalitach jsem odhalila koexistenci vice linii. Pokud by se tento trend projevil 1 po urceni
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dalSich jedincii z populaci, bylo by mozné uvazovat, zZe n&jaké parametry prostfedi maji na
distribuci linii vliv.

Studium genetiky druhovych komplext je jen prvnim krokem, poté je mozné zvazovat
jaké (pokud né&jaké) to ma ekologické disledky (Feckler et al. 2012; Eisenring et al. 2016).
Riazné druhy blesivell maji rozdilné preference a miru tolerance na vlivy prostiedi, jako je
salinita (MacNeil & Prenter 2000), mnozstvi kysliku (Hervant et al. 1995) ¢i nadmotska
vyska (Miiller et al. 2000; Eisenring et al. 2016). To neplati jen pro morfologicky dobfie
odliSen¢ druhy, ale i1 pro nékteré linie morfologicky kryptickych druhovych komplexa (Miiller
et al. 2000; Feckler et al. 2012; Eisenring et al. 2016).

Blesivei potocni obvykle upfednostiiuji pramenné casti a toky s vysSSim spadem
(Hervant et al. 1995; Copilas-Ciocianu et al. 2014; Eisenring et al. 2016). Nam se je podatilo
nalézt nejen v oblasti Vsetinska, ale i v nejriiznéjsich oblastech v Ceské a Slovenské republice
i v zakalenych a téméf stojicich malych tocich (napt. pod vypusti z rybnika). To Ize vysvétlit
pomérné vysokymi tzivnosti téchto tsekl toku a tim i vysokym mnozstvim vhodné potravy,
coz obvykle koreluje s abundanci vodnich bezobratlych zivo€icht (Krull 1970; Anteau et al.
2011). Limitujici pro tyto bleSivce nicméné dostate¢né prokysli¢eni toku bude, v pomalych
tocich nizin jihovychodni Moravy nebo Podunaji jsme je nenalezli.

Na mozné odlisné podminky prostiedi jsme se pii analyze na velké Skale piili§
nezamétovali. V rdmci studovaného aredlu se vySkovy rozsah béZnych linii signifikantné
neligil. Cty¥i nejéastéji se vyskytujici linie (CWE A, CE A, EE Q a EE T) byly viechny
vzorkovany v nadmotskych vysSkach mezi cca 250 a 850 m.n.m. (Copilas-Ciocianu et al.
2017a) a jejich valence je jisté jesté Sirsi. To by nasvédCovalo, Ze topografie a soucasné
podminky prostfedi nejsou limitnimi faktory disperze (Lee et al. 2009). U linii CWE A a
CWE B byly popsany odlisné preference ¢i adaptace na urCité podminky na tocich
(Miiller et al. 2000; Feckler et al. 2012; Eisenring et al. 2016), pfi¢emZ vliv nadmoiské vysky
je povazovan za faktor zdsadni (Eisenring et al. 2016).V povodi feky Ryn v Némecku a
Svycarsku obyva linie CWE B prevazné toky v nizsi nadmoiské vysce v méné zalesnénych
oblastech s vyssi antropogenni ¢innosti, zatimco linie CWE A ukazuje opacny trend a obyva
spiSe toky ve vySSich nadmotskych vyskach v zalesnénych oblastech (Miiller et al. 2000;
Eisenring et al. 2016). I pro mou studii bylo jednim z cilii detailni analyzy na Vsetinsku
zaméfeni se na proménné parametry prostiedi. Vysledky ukazaly, Zze vyznamnou roli by

mohla hrat velikost toku, kterd souvisi pravé i s nadmotskou vyskou. Zatim ale nejsme

vvvvvv
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proudéni, vetsi stabilita podminek (malé toky mohou vice fluktuovat), ¢i mensi predacni
tlak ryb. Samozifejmé se zde miize jednat o kombinaci vlivu koloniza¢ni historie, kompetice
¢1 mikrohabitatové preference.

V ramci Vsetinska jsem na lokalitach s vyssi nadmotskou vyskou (vétSinou v témet
pramenné Casti) nalezla Castéji jedince linie EE Q, linie CWE A byla podle RDA spi§ na
lokalitach ve spodni casti, kde je tok vétsi. To ukazuje, ze linie CWE A je ptizptisobena i
mnohem Sir§imu spektru environmentalnich podminek, nez jaké obvykle panuji v lokalitach
ve vysSi nadmoiské vysce s malym vlivem antropogenni Cinnosti. Dale zastupci CE A
z detailni analyzy jsou vice vazani na spodni ¢asti toku, které se vyznacuji vétsi Sitkou toku a
rychlej§im proudénim. Na kontaktu sjinymi liniemi mize v dusledku interakci dojit
k rozriiznéni, které jsme doposud nepozorovali. Napiiklad Muller (2000) a Eisering et al.
(2016) ptedpokladaji, ze adaptace na podminky prostiedi liniit CWE A a CWE B mohou
souviset s piezivanim pleistocennich glacidlti v charakterové odlisnych refugiich. K potvrzeni
nebo vyvraceni této hypotézy by bylo v nasem piipadé nutné otestovat, zda linie vykazuji

stejny trend v roz$ifeni na tocich 1 v dalSich oblastech na kontaktu.

6.3 Urcovani linii za pomoci PCR se specifickymi primery

Vzhledem k tomu, ze bude analyze bleSivct tohoto komplexu nejen na Vsetinsku, ale i
v dalsich oblastech CR, kde se linie potkavaji, vénovano vice prostoru v navazujicich
studiich, bylo vhodné vyvinout a otestovat pro ucely urcovéani linii rychlejsi a levné&jsi
metodu, coZ umozni v budoucnu analyzovat velké mnozstvi vzorki.

Ackoliv jsem pomoci specifickych primert ziskala 202 amplifikovanych fragmentd,
nemuizu fici, ze specifické primery fungovaly vzdy zcela spolehlivé. Ve 48 piipadech jsem
musela vzorky, u nichZ nedos$lo k amplifikaci ani s jednou kombinaci primerti, amplifikovat
univerzalnimi primery pro usek genu 16S a az z fylogenetického stromu jsem mohla ur€it, o
jakou linii se jedna. PfiCinu, pro¢ nékteti jedinci nereagovaly na specifické primery, lze
vysvétlit pfitomnosti dalSich mutaci v iseku naseddni primerd. O nich jsme pfi navrhu
primerd neveédéli, v sekvencich téchto nereagujicich jedincii jsem vSak bodové mutace
nalezla. Pro budouci Ize tedy uvazovat o navrzeni nového degenerovaného primeru pro urceni

linie CWE A (u které dochézelo k problémtiim s amplifikaci nejcastéji).
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Po sérii testl prvniho primeru, u néjz jsme piedpokladali specificitu pro linii CWE A
jsem zjistila, ze dochazelo obcasné i k amplifikaci jedinct patticich ve skutecnosti do linie
CE A (u téchto dvou linii v oblasti nasedani primeru se prvnich 17 nukleotidii viibec nelisilo).
Pozd¢ji jsem ale ptiSla na zasadni chybu a to, Ze nam v sekvenci tohoto primeru chybél jeden
nukleotid, oznaceny zluté v sekvenci primeru v zavorce (5- GATGAAGGGTTAAACAG
GCTGARG - 37). Novy primer je vyrazné spolehlivéjsi a k amplifikaci jedinci CE A jiz
nedochézelo.

Designovanim specifickych primert pro urceni taxonti pomoci PCR se zabyva mnoho
studii. Jednak lze specifické primery vyuzit pro identifikaci kryptickych linii ve vzorcich
(Stewart et al. 2010; Grabbert et al. 2010; Piergiorge et al. 2014), velice Casto se ale jedna o
uréovani rozlicny taxoniich bakterii, kdy rychlé¢ urceni nejriznéjSich patogenti je velice

zasadni (Berthier & Ehrlich 1998; Reitstetter 2006; Pages et al. 2009; Chen et al. 2010).

6.4 Reprodukéni izolace linii

Vysledky z oblasti CR/SK ani z oblasti Vsetinska nenasvédeuji, Zze by mezi liniemi (i
syntopickymi) mélo dochazet ke kiizeni. Tomu nasveédcuji i vysledky zamétené na bleSivce
tohoto komplexu v zapadnich oblastech Evropy (Miiller et al. 2000). Pfedpoklada se, ze v
ramci této skupiny existuji dobfe vyvinuté prezygotické reprodukéni bariéry, naptiklad
behaviordlni neschopnost rozeznat pi1 sekundarnim kontaktu geneticky vzdaleného
piislusnika odliSné linie jako vhodného partnera k parovani (Cothran et al. 2013; Lagrue et al.
2014; Galipaud et al. 2015). Miiller et al. (2000) a Westram et al. (2013) naznacujici, Ze
mista, kde se potkavaji linie CWE A, B a C v zapadni Evropé jsou oblasti sekundarniho
kontaktu po navratu z rozdilnych refugii (). Tato izolace mohla dat vznik dostate¢né genetické
bariéfe na to, aby jiz nedochazelo k hybridizaci. Jak ukazuje analyza prekopulac¢nich part, je
zde vysoka preference pro ptislusniky z vlastni linie (Westram et al. 2011).

V laboratornich podminkéch k pafeni a vniku hybridnich embryi sice doSlo, ale neni
jisté, zda by vznikli kfiZzenci byli schopni pfezit a mnozZit se v ptfirodnich podminkach.
Doposud probehlé vyzkumy se spiSe zamétuji na preference piti prekopulacnim parovani mezi
liniemi a na reproduk¢ni interferenci, protoze na zaklad€ nékolika malo doposud provedenych
praci se pfedpoklada, ze ke vzniku hybridl v rdmci této skupiny vlivem reprodukénich barier
v ptirod¢ prili§ Casto nedochdzi (Cothran et al. 2013; Lagrue et al. 2014). Z analyzy
vybranych jedinct linii CWE A, EE Q a CE A ze syntopickych populaci vyplyva, ze zde
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k hybridizaci také nedochazi (alespoii ne pfili§ Casto), nebot’ jsme nenalezli diskrepanci mezi
vysledky mitochondridlni DNA (seku genu pro 16S rRNA) a jaderné DNA (useku genu pro
28S rRNA). Bohuzel se mi nepodafilo amplifikovat Gsek genu 28S ani u jednoho DNA
izolatu jedincii ze syntopickych populaci z linie CWE D. Vysledky reprodukéni izolace linii
podporuji vysledky zanalyzy zoblasti CR/SK. Nicmén& v minulosti zjevnd k n&jakym
procesim kiizeni dochazelo, coz je zfejmé z rozporu ve fylogenetickém zatazeni linie EE Q,
kdy se na zakladé mitochondridlni DNA zda byt bazalni v ramci komplexu, na zakladé
jaderné DNA vSak nikoliv (Copilas-Ciocianu et al. 2017a).

Diky tomu, Ze se linie dle vSeho nekiizi, oteviraji tyto vysledky moznost dalSim
vyzkumiim zamétfenych na detailn€j$i analyzy na mikrohabitatové urovni. Pfi alopatrické
speciaci totiz mize dojit ke vzniku reprodukcéné izolovanych linii, u kterych ale nemuselo
dojit k diverzifikaci jejich nik ¢i k vyznamnym morfologickym zméndm (Leibold & McPeek
2006). Jiz nyni se zacina tesit diplomova prace zaméefena na experimentalni studie s bleSivci
tohoto komplexu v oblasti blizkého kontaktu ze Vsetinska, a i dalSich obdobnych mist na
naSem Uzemi. Pokusy se tykaji potencidlniho parovani mezi ptislusniky z riznych linii, jejich

lokalni distribuci na mikrométitku a ptipadnych habitatovych preferenci.
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7 Zavér

Hlavnim cilem této studie bylo zjiSténi, jakd je diverzita a distribuce linii druhového
komplexu Gammarus fossarum oblastmi Ceského masivu a Zapadnich Karpat. Nage vysledky
ukazaly vyrazny rozdil v osidleni téchto dvou celkl, kdy se v prvné jmenované oblasti
vyskytuji pouze dv¢ linie s pievahou vyskytu pravého bleSivee potoéniho Gammarus
fossarum sensu stricto. Oblast Zapadnich Karpat oplyva diverzitou vétsi, nebot’ se zde
vyskytuje dalSich Sest linii, pficemz ptredpokladame, Ze distribuce a divergence téchto linii je
zpusobena jejich dlouhodobym piezivanim pleistocennich glacidlu v oblastech jejich dnesniho
vyskytu, 1 diky pfitomnosti termalné pufrovanych tokl. Linie s velmi omezenymi aredly
mohou byt mistnimi endemity, do budoucna by bylo vhodné zvazit i ptipadnou cilenou
ochranu jejich habitatti.

Pti pohledu na detailni analyzu linii v blizkém kontaktu na Vsetinsku jsme potvrdili
hypotézu, Ze odlisné linie koexistuji na stejnych lokalitach. Jiz z vysledné mapy vyskytujicich
se jedincl v oblasti lze vyc€ist urcité trendy v distribuci linii v oblasti. Na zdkladé RDA
analyzy jsme dospéli k zavéru, ze by nemalé procento variability mohly vysvétlovat i faktory
prostredi.

Podaftilo se ndm vytvofit specifické primery amplifikujici fragmenty mitochondridlniho
genu pro 16S rRNA pro ctyfi linie, jejichZz vyskyt jsme potvrdili na zdklad¢é sekvenace.
Vyuziti této metody bylo sice z po€atku ¢asov€ narocné z diivodu optimalizace protokolu, na
druhou stranu jsme uSetfili znacnou sumu penéz za jinak potfebnou sekvenaci a protokol bude
vyuzivan v navazujicich studiich.

Pro budouci studie kontaktnich lokalit blesivctl tohoto komplexu na tizemi CR bylo
dilezité otestovat hypotézu, Ze u syntopickym populaci nedochdzi k masivni introgresi a
sdileni jaderné DNA. Tento pfedpoklad se ndm podaftilo také potvrdit, a tak vysledky z této
studie mohou byt brany jako zékladni kdmen studia blesivct druhového komplexu Gammarus

fossarum v oblasti Ceského masivu a Zapadnich Karpat.
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Piiloha 1 Seznam lokalit v oblasti CR/SK

Nadm.

Lokalita Stat Souradnice v. [m] | Kod
1| Ples CR 49,5334 [ 12,6021 | 707 |16441-8
5 | Verusicky CR | 50,1407 [ 13,1823 | 555 | 1VEL-VER
3 | Orasin CR 50,5298 [ 13,3795 | 606 | 15446
4 | Prazily CR | 49,1492 [ 13,3975 | 814 | 1KRE-PRA
5 [ Neurazy CR | 49,4391 [ 13,5074 | 471 | 1TUN-NEU
6 | Borek CR | 49,9156 | 13,5209 | 286 | IBER-BOR
7 | Dlouhd Louka CR | 50,6835 | 13,6424 | 785 | 15347
g | Michlova Hut CR | 49,0341 [ 13,7158 | 860 | IMED-MIC
9 | Nezabudice CR | 50,0074 [ 13,8172 | 272 |1TYT-NEZ
10 | Lany CR | 50,1046 | 13,8829 | 360 | 1KLI-LAN
11 | Tiebivlice CR | 50,4740 [ 13,9016 | 336 |1ZEJ-TRE
12 | Milesov CR | 50,5446 [ 13,9274 | 429 | IMIL-MIL
13 | Slavkovice CR | 49,4942 [ 14,0213 | 454 | IMIS-SLA
14 | Dobiis CR | 49,8060 | 14,1534 | 411 |I1LIP-DOB
15 | Voznice CR | 49,8246 | 14,2019 | 385 |1VOZ-VOZ
16 | Kaiov CR | 48,8117 | 14,2605 | 536 | 1POL-JAK
17 | Studanky CR | 48,5811 14,3193 | 700 |1BYS-STU
18 | Velky Senov CR [50,9984 [ 14,3908 | 370 |1VES
19 | Velky Senov CR |50,9984 | 14,3908 | 370 |2VES
20 | Velky Senov CR [50,9984 14,3908 | 370 |3VES
21 | Praha CR | 50,1432 [ 14,3994 | 181 |[2PRG
2o | Praha CR | 50,1432 [ 14,3994 | 181 |[3PRG
23 | Praha CR |50,1471 | 14,4061 | 240 |1DRA
24 | Tupadly CR | 50,4347 [ 14,4693 | 199 |2TUP
25 | Vojtéchov CR | 50,4549 | 14,5863 | 263 | 1PSO-VOJ
26 | Votice CR | 49,6357 [ 14,6530 | 503 | IKON-VOT
27 | Tiebohostice CR [50,0312 | 14,7157 | 335 | IDOB-TRE
78 | Dlouha Stropnice CR | 48,7441 14,7513 | 579 | 1STR-DST
29 | Stiibrna Skalice CR | 49,8819 | 14,8614 | 294 | INUC-STR
30 | Lipovka CR | 49,2907 | 14,8783 | 517 |ILIP-LIP
31 [ Klamorna CR | 50,6316 | 15,0448 | 295 |IMOH-KLA
37 | Cechtice CR | 49,6287 [ 15,0673 | 437 | 1CEC-CEC
33 | Senozaty CR 49,5649 | 15,1758 | 444 | IMAR-SEN
34 | Vesela CR | 49,3270 [ 152372 | 622 |1BEZ-VES
35 | Staré Mésto pod Landstejnem | CR | 48,9875 | 15,2483 | 530 | IPST-LAN
36 | Modletice CR | 48,9808 | 154523 | 444 | MOR-
37 | Cerveny Hradek CR | 49,1234 [ 15,5366 | 516 |1REC-CER
38 | Rangitov CR | 49,3587 [ 15,5883 | 525 | 1RAN-JIH
39 | Havli¢ktiv Brod CR |49,5930 | 15,5946 | 425 |2SLA-HAV

57




Nadm.

Lokalita Stat Souiadnice v. [m] Kéd
4() | Kostelec u Hefmanova Méstce | CR | 49,9270 | 15,6525 | 325 | INAH-KOS
41 | Zblovice CR |48,9615 | 15,6841 | 386 |1ZEL-ZBL
42 | Cichov nad CR [49,2783 | 15,7507 | 491 | ICICH-JAL
43 | Bransouze nad CR | 49,3073 | 15,7567 | 468 | 1BRA-CHL
44 | Mitejov CR |50,3832 | 15,7567 | 284 | 1TRO-MIR
45 | Babice CR |49,1265 | 15,7665 | 512 | IBAB-SEB
46 | Lukov CR | 48,8733 15,8827 | 381 |1KLA-LUK
47 | Znojmo CR | 48,8665 | 16,0268 | 297 | IGRA-ZNO
48 | Nové Hrady pod CR |49,8453|16,1274| 368 | INOV-NOV
49 | Cestice CR | 50,1328 | 16,1503 | 266 |10LS-CES
50 | Namést nad Oslavou CR |49,2074 | 16,1643 | 392 | 10SL-NAM
51 | Dukovany CR | 49,0886 | 16,1972 | 338 |1DUK-DUK
55 | Vernétovice CR |50,6147 | 16,2218 | 458 | 1VER-VER
53 | Dvofisté u Rozné CR |49,4868 | 16,2323 | 478 |NDVG2
54 | Dvofisté u Rozné CR | 49,4868 | 16,2323 | 478 |NDVG3
55 | Bystfice nad Pernstejnem CR |49,5235|16,2743 | 518 |1BYS-BYS
56 | Budkovice CR | 49,0690 | 16,3608 | 256 | IROK-BUD
57 | Moravské Branice CR [49,0795 | 16,4391 199 | 1BUK-MOR
5g | Zamberk CR | 50,0976 | 16,4416 | 407 gi?/[M_
59 | Orlické Zahoti CR |50,2829 | 16,4733 | 673 | 1DIV-ORL
60 | Ceska Tiebova CR [ 49,8588 16,5260 | 421 | ILUK-CTR
61 | Vranova CR | 49,5474 | 16,5269 | 399 | IBOH-VRA
62 | Drnovice CR |49,4672 16,5291 | 377 | 1LHO-DRN
63 | Lazany CR | 49,3589 | 16,5543 | 330 |1LAZ-LAZ
64 | Letovice CR | 49,5424 [ 16,5700 | 332 |ILET
65 | Letovice CR | 49,5424 | 16,5700 | 332 |2LET
66 | Letovice CR | 49,5424 | 16,5700 | 332 |3LET
67 | Lanskroun CR |49,9397 | 16,6321 | 410 |1KAL-LAN
68 | Moravska Trebova CR | 49,7187 | 16,6395| 392 | ITRE-MTR
69 | Habriivka CR |49,3082 16,6916 | 319 | 1KRI-BYC
70 | Heroltice CR |49,9877 16,7330 | 541 |1BRE-HER
71 | Hostejn CR |49,8721 16,7758 | 323 | 1BEZ-HOS
77 | Hosténice CR |49,2611[16,7795| 370 | IRIC-HOS
73 | Dolni Morava CR |50,1097 | 16,8055 | 589 | IMOR-DOL
74 | Bukovinka CR |49,3047 | 16,8231 | 416 | IRAK-BUK
75 | Horni Morava CR | 50,1951 | 16,8407 | 1033 | IMOR-HOR
76 | Nova Seninka CR |50,2169 | 16,9224 | 728 | 1KRU-SEN
77 | Zdrava Voda CR |49,0704 | 16,9472 | 282 |1ZDR-VOD
78 | Cakov CR |49,6190 | 17,0278 | 327 | BLA-CAK
79 | Ruda CR | 49,8563 | 17,2067 | 390 | 1HUN-RUD
g0 | Ceska Ves CR [50,2659 | 17,2367 | 403 | 1ZLE-CES
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Lokalita Stat Souiadnice v. [m] | Kéd

g1 | Zasttizly CR |49,1493 | 17,2441 | 332 | IREF_073
gy | Mala Moravka CR [50,0172 [ 17,3106 | 660 11\/[1\/11\(311-

g3 | Buchlovice CR |49,0989 | 17,3142 | 321 g%%CH'
g4 | Hlubocky CR |49,6129 [ 17,3909 | 277 |1ZLA-HLU
85 | Tvarozna Lhota CR [48,8289 | 17,4272 | 533 | BUKGI
g6 | Javornik CR | 48,8453 (17,5565 | 406 | IHRU-JAV
g7 | Javornik CR | 48,8289 [ 17,5690 | 558 |NHRCZGI
gg | Suchov CR | 48,8964 | 17,5745 | 409 éﬁ‘éﬁ

89 | Jankovice CR [49,3565 17,6282 | 295 |1ZHR-JAN
90 | Prilepy CR 49,3178 [ 17,6382 318 | 1MOJ-PRI
91 | Vapenky CR | 48,8589 17,6472 | 685 |DURCZGI
9 | Olsovec CR |49,6033 | 17,7122 | 361 | 1MRA-OLS
93 | Vitkov CR [49,7471 [ 17,7754 | 414 | 1CER-VIT
94 | Lopenik CR |48,9309 (17,7782 | 777 |MLOCZGI
95 | Lopenik CR | 48,9265 |17,7850| 760 | MLOSKG21
o6 | Komiia CR | 48,9952 17,7972 | 360 II(IE)?/IM-
97 | Krhov CR |49,0253 [ 17,8199 | 302 |1BZO-KRH
9g | Pod Sochovou CR |49,3822 (17,8207 | 467 |1REF 242
99 [ Bzova CR |49,0071 [ 17,8380 | 384 |1SKA-BZO
100 | Pitin CR [49,0342 [ 17,8563 | 340 |1OLS-PIT
101 | Skiipov CR [49,8285 (17,8882 | 390 | 1HRA-SKR
102 | Bratiejov CR [49,2255 (17,9078 | 373 | 1BRA-BRA
103 | Pitin CR |49,0118 [ 17,9094 | 597 |HRASKGI
104 | Vilémav dvar CR | 49,7870 | 17,9486 | 340 | 1BIL-VIL
105 | Prlov CR [49,2490 [ 17,9607 | 477 | 1POZ-PRL
106 | Jasenice CR [49,5152 17,9665 | 305 IREF 234
107 | Studlov CR | 49,1516 | 18,1020 | 716 |POZCZGI
108 | Roznov pod Radhostém CR | 49,4368 | 18,1606 | 450 | IREF 243
109 | Novy Hrozenkov CR |49,3664 | 18,1750 | 565 | HBRG2
110 | Novy Hrozenkov CR | 49,3664 | 18,1750 | 565 | HBRG3
111 | Huslenky CR [49,2764 [ 18,1816 | 689 |PAPCZGI
112 | Vranca CR [49,2975 18,2332 | 784 |KOHCZGI
113 | Ratkov CR |49,3594 | 18,2443 | 519 | IRAT-RAT
114 | Maraliv kopec CR |49,5030 | 18,2888 | 685 | IREF 254
115 | Karolinka CR |49,3219 | 18,3017 | 666 | 1REF_ 255
116 | Uzgran CR [49,3732 18,4106 | 850 |OSECZGI
117 | Dolni ToSanovice CR | 49,6919 | 18,4824 | 329 |I1CZKI
118 | Obidova CR [49,5332 (18,5120 | 672 | IMOH-OBI
119 | Komorni Lhotka CR | 49,6376 [ 18,5135 | 530 | 1STO-KOM
120 | Trinec CR |49,6359 | 18,6168 | 542 | IREF_235
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Lokalita Stat Souiadnice v. [m] | Kéd

121 | Prela¢ CR | 49,5034 | 18,6509 | 914 |MURCZGI
122 | Pisek CR [ 49,5290 | 18,7956 | 731 | GIRSKGI
123 | Pisek CR | 49,5354 | 18,7965 | 663 | GIRCZGI
124 | Cerny Dil SR | 50,6290 | 15,7138 | 568 | 1ISMR-CER
125 | Bratislava SR [48,1788|17,0725| 211 |1ZEL-STU
126 | Pila SR [48,3861|17,3396| 250 |1GID-PIL
127 | Naha¢ SR | 48,5364 | 17,5082 | 233 |2SK30
128 | Panikovci SR |48,8222|17,5612 | 557 |NHRSKGI
129 | Sus SR | 48,8520 | 17,6408 | 693 | DURSKGI
130 | Vrbové SR [48,6135|17,7179 | 190 |1SK29
131 | Leteskovie SR | 48,8233 17,7830 | 254 |1SK28
132 | Kostolna-Zariecie SR [48,8781 17,9736 | 206 |1SKO1
133 | Zubak SR [49,1469 | 18,1043 | 701 |POZSKGI1
134 | Chrabrany SR [48,5301 | 18,1467 | 158 |2NIT-CHR
135 | Certov SR [49,2759| 18,1870 | 694 |PAPSKGlI
136 | Lamze SR [49,2929 | 18,2232 | 806 |KOHSKGI
137 | Koseca SR [49,0101 | 18,2609 | 284 | 1SK02
138 | Beladice SR [48,3418 | 18,2883 | 162 | 1SKBEL
139 | Trojacka SR | 49,3748 | 18,4167 | 823 | OSESKGI
140 | Zatoka SR [49,4179| 18,4812 | 827 |LUKSKGI
141 | Pre¢in SR |49,0897 | 18,5058 | 325 | 1SKO03
142 | Stiefleje SR [48,5627 | 18,5124 | 426 |1SK27
143 | Opatovce nad Nitrou SR | 48,7669 | 18,5777 | 254 | INIT-OPA
144 | Nova Dedina SR | 48,2816 | 18,6397 | 191 |2SK25
145 | Krace SR [49,1090 | 18,6417 | 433 | IRAJ-KLA
146 | KTa¢no SR [48,9123 | 18,6584 | 401 | INIT-KLA
147 | Rajecké Teplice SR |49,1258 | 18,6756 | 419 | 1SK4

148 | Horsa SR | 48,2344 | 18,6886 | 199 | 1SIK-HOR
149 | Zarnovica SR | 48,4897 | 18,7033 | 243 | 1SK26
150 | Zilina SR [49,2353 | 18,7332 | 328 |1VAH-ZIL
151 | Turie SR [49,1370| 18,7800 | 571 | 1RIE-TUR2
152 | Turie SR [49,1370 | 18,7800 | 572 | 1RIE-TURI
153 | Straniavy SR [49,1844 | 18,8331 | 385 | 1SKO5
154 | Ziar nad Hronom SR | 48,5972 | 18,8538 | 263 | 1LUT-ZIA
155 | Vritky SR | 49,0924 | 18,9358 | 385 | 1SK06
156 | Budca SR | 48,5694 | 19,0489 | 283 | 1SLI-BUD
157 | Krupina SR [48,3672 19,0644 | 281 |1SK24
158 | Salkové SR [48,7375|19,2074 | 352 |1SK22
159 | Horna Mi¢ina SR | 48,6990 | 19,2139 | 438 | 1SK23
160 | Valaska Dubova SR | 49,1468 | 19,2833 | 708 |2SKO08
161 | Podbiel SR | 49,3087 | 19,4912 | 557 |1STU-POD
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Lokalita Stat Souiadnice v. [m] | Kéd
162 | Lopej SR | 48,8170 | 19,4973 | 449 |1SK2l
163 | Demanova SR |49,0532 19,5773 | 643 | 1SK09
164 | Lovinobatia SR | 48,4383 19,5894 | 242 | 1SKLOV
165 | Polomka SR |48,8526 19,8272 | 579 |1SK20
166 | Telgart SR |48,8416 | 20,1830 | 844 |1SKI19
167 | Velky Slavkov SR | 49,0896 | 20,2622 | 702 |1SKI1I
168 | Tatranska Kotlina SR |49,2244 20,3223 | 779 |1BIE-TAT
169 | Prostredny Hamor SR |48,8555|20,4022 | 759 |1SKI18
170 | Henckovce SR |48,7139 | 20,4355 | 339 |2SK17
171 | Levoca SR |49,0347 | 20,6004 | 596 |1SKI12
172 | Uhorna SR | 48,7061 | 20,6776 | 687 | 1SK16
173 | MniSek nad Hnilcom SR | 48,8089 | 20,8096 | 418 |[1SKI15
174 | Ovcie SR |48,9610| 20,9938 | 503 |[1SK13
175 | Hutka SR |49,3944 | 21,4344 | 370 |I1SLKS
176 | Bukovce SR |49,2624 | 21,6950 | 228 |1SLK4
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Ptiloha 2 Seznam lokalit ze Vsetinska. H — horni ¢ast toku, D — dolni ¢ast toku

Nadm Misto
Kéd | Lokalita Souiadnice " | na
v. [m]
toku

1 | BRO | Brodska 49°21° | 182117 | 517 H

2 BYS | Mald Bystricka 49°23"|18°03" |503  |H
3 49°24" | 18°02" | 421 D

4 BZO | Bzovy potok 49°22" | 18°15" | 596 H
> 49°21" | 18°15" | 495 D

6 | CER | Cervenka 49°20" | 18°04" | 476 H
7 49°20" | 18°00" | 374 D

8 DIN | Dinotice 49°21" | 18°06" | 510 H
2 49°19" | 18°08" | 417 D

1101 bRE | Drevnice 49°20" | 17°47° |460  |H
1 49°19" | 17°46" | 359 D

2 pry Frystacky potok 49°18" | 17°42" | 348 H
13 49°16° | 17°40" | 264 D

14 | HLU | Hlubocky potok 49°30" | 17°48" | 288 b

15 HOS | Jasenicky potok 49°31° | 17°58" | 316 H
16 49°29' | 17°56' | 9g] D

7 HOR | Hofansky potok 49°16" | 18°03" | 536 H
18 49°17" | 18°03" | 429 D

19 HOV | Hovizky 49°19° | 18°04" | 444 H
20 49°18" | 18°03" | 380 D

21| HUT | Hutisky potok 49°23" | 18°11" | 647 H
22 49°25° | 18°13” |482 | D

123 jAs | Jasenka 49°16° | 17°53° |473  |H
24 49°15"[17°53" |392 | D

25 JUC | Juchyné 49°21° | 17°47" | 546 H
26 49°29" | 17°53" | 272 D

27 KAT | Katefinka 49°23" | 17°52" | 501 H
28 49°22"° | 17°54" | 387 D

29| OB Kobylska 49°21° | 18°13" | 537 H
30 49°21" | 18°13" | 478 D

31 | KOJ | Kojetinsky potok 49°33" | 18°01° | 323 q

33 49°18" | 18°07" | 433 D

34 LUZ | Luzanka 49°15" | 18°03" | 478 H
35 49°14" | 18°01" | 406 D

36 MAR | Maretka 49°27° | 18°04" | 346 H
37 49°25" | 18°07" | 533 D




Misto

Koéd | Lokalita Souiadnice Nadm. na
v. [m]
toku
38 MIK | Mikulivka 49°24"|17°54” 1393  |H
39 49°25" | 17°56" [370  |D
40 MIL | Milotiovsky potok 49°23" | 18°19" | 653 H
41 49°21° | 18°18” |531  |D
1421 V101 | Mojena 49°19° [17°38" |323 | H
43 49°17° | 17°29° [208  |D
144 pLU | Pluskavee 49°20" | 18°17" | 593 H
45 49°21" | 18°16” |507  |D
Pozdéchivka o147 ocor

40| bz : 49°14"|17°58” |416  |D
47 Prlovsky potok 49°15" | 17°57" | 495 H
481 RUS | Rusava 49°217 | 17°42" | 439 H
49 49°18" | 17°28" [208 |D
ﬂSEN Senice 49°14” | 18°07" | 605 H
51 49°11° | 18°03" [486  |D
iSOL Solanecky potok 49°24" | 18°15" | 595 H
23 49°25" | 18°13” |482  |D
Ead STA | Velka Stanovnice 49°18" | 18°15" | 679 H
33 49°19" | 18°15° [546  |D
56 | trN | Tenavia 49°15° | 17°48" [294 | H
37 49°18" [ 17°51" [376  |D
ﬁUST Bezejmenny tok 49°18" | 17°59” | 428 H
59 49°18" | 17°59° [371  |D
1601 VAL | Bystice 49°23" | 18°10° |660 | H
61 49°25"| 18°04" |445  |D
QVRA Mala Vranéa 49°18" | 18°12" | 573 H
63 49°20" | 18°11” [451  |D
641 7AS | Zasovsky potok 49°29°|18°02" |388 | H
65 49°28" | 18°02" [354  |D
ﬁZDE Zd&chovka 49°14" | 18°04" | 599 H
67 49°16"| 18°05" |445  |D
68 49°30" | 18°05° 465 |H
— | ZUB | Zubersky potok
69 49°28" | 18°05° 381  |D
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GATGARGGGTTAARCAGGCTGAGGTAGTITGTATAGTTTARCTAGTARATIARAGTCTAGGTAAGAATICTTICEAT-TITCTAGGGGACGATARGACCCTAGARGCTT-TARRARAGRAARATTTTITAGTGGITGIATIGTATITITACTGGGECGETATTAGTGTTITAACTATTAG-TGATAAAGATTGATCCTTARTATARR
ATGAAGGETTAAACAGECTEAGETAGTTTGTATAGTTTARCTAGTARATTAARGTCTAGGTAAGARTICTICGAT-TITCTAGGGGACCATARGACCCTAGARGCTT-TARRARAGARARAATTITTAGTGCTITCTATIGTATITITACTGEGCCCETATTAGTGTTIITAACTATTAG-TCATARAGATTGATCCTITARTATARR
GATGARGGGTTARACAGGCTGAGETAGTITGTATAGTTTARCTAGTARATIARAGTCTAGGTAAGAATICTICEAT-TTITCTAGGGGACGATARGACCCTAGARGCTT-TAARARAGRRARATTITTAGTGGITGTATIGTATITITACTGGGGCEETATTAGTGTITTARCTACTAG-TGATRAAAGATTGATCCTTARTATARR
GRTGRAAGGGTTARACAGGCTGRAGTAGTTTIGTGTAGTTTARCTAGTARATTRARGTCTAGGTARGARTICTICGAT-TTTICTAGGGGACGATARGACCCTAGRAGCTT-TARARRAGRARAATTTITTAGTAGTITGTATIGTATTTTITACIGGGGCGGTATTAGTIGTITTARCTACTAG-CGGTAGAGATTGATCCTTAACATARA
GATGAAGGGTTAAACAGGCTGAAGTAGITIGTGTGGTTIGACTAGTARATIARAGTCIAGGTARGAATICTTICGAT-TITCTAGGGGACGATAAGACCCTAGAAGCTT-TARAAAAGARARATTTTITAGTAGITGTATIGTATTTITACTGGGGCGGTACTAGTGTTITTAACTACTAG-CGGTAAAGATTGATCCTTARTATARA
GATGARGGGTTAARCAGGCTGARGTAGTITGTGTAGTTTGACTAGTARATIARAGTCAAGGTAAGAATICTTICEAT-TITCTAGGGGACGATARGACCCTAGARGCTT-TARRARAGRAARATTTTTAGTAGITGIATIGTATITITACTGGGECGETATTAGTGTTITAACTACTAG-CGGTAAAGATTGATCCTTARTATARR
ATGAAGGETTAAACAGECTEARGTAGTTTGTGTAGTTTGACTAGTARATIAARGTCTAGGTAAGARTTCTTCGAT-TITCTAGGGGACCATARGACCCTAGARGCTT-TARRRRAGARARATTITTAGTAGTTGTATIGTATTTITACTGEGCCCCTACTAGTGTTIITAACTACTAG-CCETARAGATTGATCCTITARTATARR
GRTGARGGGTTARACAGGCTGARGTAGTITGTGTAGTTTGACTAGTARATIARRGTCTAGGTARGAATICTICEAT-TTITCTAGGGGACGATARGACCCTAGARGCTT-TARRARRGRRARATTITTAGTAGTTGTATIGTATITITACTGGGGCEGTACTAGTGTITTARCTACTAG-CGGTRARGATTGATCCTTARTATARR
GATGRAGGGTTARACAGGCTGAAGTAGITIGTGTAGTTIGACTAGTARATTAAAGTCTAGETARGAATTICTICGAT-TITCTAGGGGACGATAAGACCCTAGRAGCTT-TARRARAGARAAATTTTTAGTAGITIGTIATIGTATITITACIGGGGCGGTATTAGTGTITTAACTACTAG-CGGTARAGATTGATCCTTAATATARA
GATGAAGGGTTARACAGGCTGRAGTAGITIGTGTAGITIGACTAGTARATIAAAGTCIAGGTARGARTICTICGAT-TITCTAGGGGACCATARGACCCTAGRAGCTT-TARARRAGARRAATTTIITAGTAGTITIGTATIGTATTTTITACTGGGGCEGTATTAGIGTITTARCTACTAG-CGGTARAGATIGATCCITAATATARA
GATGARGGGTTAARCAGGCTGARGTAGTITGTGTAGTTTARCTAGTARATIARAGTCTAGGTAAGAATICTTICEAT-TICCTAGGGGACGATARGACCCTAGARGCTT-TARRARAGAAARATTTTTAGTAGITGIATIGTATITITACTGGGGCGETATTAGTGTTITAACTATTAG-CAATARAGATTGATCCTTARTATARR
GATGAAGEGTTARRCAGGCTGARGTAGTITGTGTAGTTTARCTAGTARATIARAGTCTAGGTARGAATICTICEAT-TICCTAGGEGACGATARGACCCTAGARGCTT-TAARARAGRAARATTTTTAGTAGITGTATIGTATITITACTGGGECEETATTAGTGTITTARCTATTAG-TGATARAGATTGATCCTTARTATARR
GRTGARGGGTTARACAGGCTGARGTAGTITGTGTAGTTTARCTGGTARATIARAGTCTAGGTARGAATICTICEAT-TTICCTAGGGGACGATARGACCCTAGARGCTT-TARRARRGRRARATTITTAGTAGTTGTATIGTATITITACTGGGGCEGTATTAGTGTITTARCTATTAG-TRATRARGATTGATCCTTARTATARR
GATGRAGGGTTARACAGGCTGAAGTAGITIGTGTAGTTTARCTAGTARATIARAGTCTAGETARGAATTICTICGAT-TICCTAGGGGACGATARGACCCTAGRAGCTT-TARRARAGARARATTTITAGTAGITIGTIATIGTATITITACIGGGGCGGTATTAGTGTITTAACTATTAG-TARTARAGATTIGATCCTTARTATARA
GATGRAAGGGTTARRCAGGCTGRAGTAGITIGTGTAGITIAACTAGTARRTIAAAGTCIAGGTARGARTICTICGAT-TTCCTAGGGGACGATARGACCCTAGRAGCTT-TARARRAGRARRATITITAGTAGTITIGTATIGTATTITIACTGGGGCEGTATTAGIGTITTARCTATTAG-TARTARAGATTIGRTCCTITRAATATARA
GRTGARAGGTTAARCAGATTARGETGGTTIGTATAGTTTAGCTIGETARAT I ARAGTCARGETAAGARATICTTTGATGTTITCTAGGGGACCATARGACCCTAGAAGCTT-TARAARAGARARATTTTTAGTIATTATATARGTITITIACTGGGGCEGTGITAGTATIITAACTACTAR-TAGTARAGATIGATCCTTARTATGAR
GATGARAGGTTAARCAGATTAAGETGGTITGTATAGTTTAGCTGETARATIARAGTCAAGGTAAGAATICTITGATGTITCTAGGEGACGATARGACCCTAGARGCTT-TARRARAGAAARATTITTAGTTATTATATARGTITTITACTGGGECEETCTTAGTATITTARCTACTAR-TAGTARAGATTGATCCTTARTATGAR
GRTGARAGGTTARRCAGRTTAAGGTGGTITGTATAGTTTAGCTGGTARATIARAGTCAAGGTARGAATICTITGATGTTTCTGGGGGACGATARGACCCTAGARGCTT-TARRARAGRRARATTITTAGTTATTATATARGTITTITACTGGGGCEGTGTTAGTATITTARCTACTAR-TAGTRARGATTGATCCTTARTATGAR
GATGAAAGGTTAAACAGATTARGETGGTIIGTATAGTITTAGCTGGTAAATIAAAGTCAAGGTAAGARTICTTTGATGTTIICTAGEGGACGATARGACCCTAGAAGCTT-TAAAARAGRAAAATTITIAGTTATTATATARGTITTITIIACTGGGGCGGTGTTAGTIATITTIAACTATTAA-TAGTAAAGATIGATCCTTAATATGAR
GATGARAGGTTARRCAGRTTAAGGTCGTITGTATAGTTTAGCTCGTARATIARAGTCARGGTARGAATICTITGATGTITCTAGGGGACGATARGACCCTAGARGCTT-TARRARAGRAARATTTTTAGTTATTATATAAGTTITTTACTGGGECGETGITAGTATIITARCTACTAR-TAGTAAAGATTGATCCTTARTATGAR
GATGARAGGTTAARCAGATTARAGTAGTTIGTATAGTTTARCTGATARRTTARAGTCARGETAAGARATICTTTGAT-TCTCTGGGEGACCATARGACCCTGRARGCTT-ARARARAT ARARATTTTTAGATARTGTACTATATTITIACTGGGGCGGTACTAGTACTITAACTACTAGTITGTARAGGCTGATCCTTARTATARR
GATGARAGGTTAARCAGATTAAAGTATTIIGTATAGTTTARCTGATARATIARAGTCAAGGTARGAATICTITGAT-TCTCTGGGEGACCGATARCACCCTGGARGCTT-ARARARATARARATTITTATATAATGTACTATATITITACTGGGGCEETACTATTACTITARCTACTARATTIGTAAAGGCTGATCCTTARTATARR
GAAGAAAGGTTARRCAGRTTAARGTAGTITGTATAGTTTARCTGGTARATIARAGTCAAGGTAAGAATICTITGAT-TCTCTGGGGGACCGATARGACCCTGGARGCTT-ARARARATARARATTITTAGATARTGTACTATATTITITACTGGGGCGGTACTAGTACTTTARCTACTAGTTIGTRARGGCTGATCCTTARTATARR
GAAGAAAGGTTARACAGATTARAGTAGTTTGTATAGITTAACTGATARATTAAAGTCAAGGTAAGARTICTITGAT-TCICTGGGGGACGATARGACCCIGGAAGCTT-ARAAAAATARAAATTTTTAGATARTGTAATATATTITITACIGGGGCGGTACTAGTACTITAACTACTAGITIGTARAGGCTGATCCITAATATARL
GARGARAGGTTAARCAGRTTAARGTAGTITGTATAGTTTARCTGATARATIARAGTCARGGTARGAATICTTITGAT-TCTCTGGGEGACGATARGACCCTGGARGCTT-AARRARATAAARATTTTTAGATARTGIACTATATITITACTGGGECGETACTAGTACTITARCTACTAGCTIGTAAAGGCTGATCCTTARTATARR
GAAGAAAGGTTAARCAGATTAAAGTAGTITGTATAGTTTARCTGATARATIARAGTCAAGGTARGARTICTTITGAT-TCTCTGGGECACCATARGACCCTGEARGCTT-ARARARATARARATTTTTAGATAACGTACTATATITITACTGGCECEETACTAGTACTITARCTACTAGTTIGTAAAGGCTGATCCTTARTATARR
GRRGARAGGTTRARCAGRTTRAARGTAGTITGTATAGTTTARCTGATARATIARRGTCARGGTARGAATICTITGAT-TCTCTGGGEGACCATARGACCCTGGARGCTT-RAARARRTARARATTTTTAGATARTGTAATATATITITACTGGGGCEGTACTAGTACTITARCTACTAGTTIGTRAARGGCTGATCCTTARTATARR
GAAGAAAGGTTAARCAGRTTAARGTAGTITGTATAGTITARCTGGTARATIARAGTCAAGGTAAGAATICTTITGAT-TCTCTGGGGGACGATARGACCCTGGARGCTTARAANARATARARATTITTAGATARTGTACTATATITITACTGGGGCGGTACTAGTACTITARCTACTAGTTIGTRARGGCCGATCCTTARTATARR
GAAGAAAGGTTARACAGATTARAGTAGTTTIGTATAGITTAACTGATARATTAAAGTCAAGGTAAGARTICTITGAT-TCICTGGGGGACGATARGACCCIGGAAGCTTAARAAAAATARAAATTTTTAGATARTGTACTATATTITITACTIGGGGCGGTACTAGTACTITAACTACTAGITIGTARAGGCTGATCCITAATATARL
GATGARAGGTTAARCAGRTTAARGTAGTITGTATAGTTTARCTGGTARATIARAGTCARGGTARGAATICTTITGAT-TCTCTGGGEGACGATARGACCCTGGARGCTTARARRARATARAARATTTTTAGATARTGTACTATATITITACTGGGECGETACTAGTACTITARCTACTAGTTITGTARAGGCTGATCCTTARTATARR
GATGARAGGTTAARCAGATTAAGETAGTITGTATARTCTATTIAGTARGTTARAGTCOAGGTARGARTICTTITGAT-TITCTAGGEGACGATARGACCCTAGAAGCTT-TARRARAGRAARATTTTTAGTAGCTATATGGCTITTITGCTGECECEETATTAGTGTITITARCTACTAG-TARTARTGGITGATCCTTARTATARR
GRTGARAGGTTAARCAGRTTAAGGTAGTITGTATARTCTAGTTAGTARGTIARRGTCARGGTARGARTICTITGAT-TTITCTAGGGGACGATARGACCCTAGARGCTT-TARRARRGRRARATTITTAGTAGCTATATGGETITTITGCTGGGGCEETCITAGTGTITTARCTACTAG-TRARTRAATGGTITGATCCTTARTATARR
GRTGARAGGTTAARCAGRTTAAGGTAGTITGTGTARTCTAGT IAGTARGTTARAGTCGAGETARGRAATICTTIGAT-TITCTAGEGGACGATARGACCCTAGARGCTT-TARRARAGRRARATTTTTAGTAGCTATATGGGTTTITITGCTGGGETGGTATTAGTGTITITARCTACTAG-TARTAATGGITGATCCTTARTATARR

fodl primer
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GATAATICGECGARGTTACTCTAGGGATARCAGTGCAGTATTITIGGAARGECCTIATTAATAARARTIGTICGCAACCICGATGITGARTTARGATIGICTACATGGGGTAGTARATATIGGTAGAGGGTITGITCAACCTITATAATCTTACATGATCT
GRATARTICGGCGARGTTACTCTAGGGATAACAGTGCGGTATTITIGGAARGGCCTTATTAATAARARIGTITCGCAACCICGATGITGARTTARGATIGICTACATGGGGTAGTARATATGGTAGAGGGTITGITCAACCTITATAATCTITACATGATCT
GATAATICGGTGARGTTACTCTAGGEGTAACAGTGCGETATTITIGGAAAGGCCTTAT T ART AR RAATGTICGCARCCICGATGITGARTTAAGRATGICTACATGGGGTAGTARATATGGTAGAGGGTITGITCAACCTITATAATICTITACATGATICT
GATAATICGETGAAGTTACTCTAGGGATAACAGTGCEETATIITIGGAGAGGCCTTATTAATAARARTIGTICGCAACCTCGATGITGAATTARGATGICTACATGGEGCAGTARRTATAGTAGAGGGTITGITCAACCTITATAATCTITACATGATCT
GATAATICGETGARGTTACTCTAGGGATAACAGTGCGETATITITIGGAGAGGCCTIATTRAATAARARIGTIICGCAACCICGATGITGAATTARGRIGICTACATGGGGCAGTARRTATAGTAGAGGGTITGITCARCCTITATAATCTTACATGATCT
GATARTICGETGAARGTTACTCTAGGGATAACAGTGCGGTATTITIGGAGAGGCCTTATTAATAARARIGTICGCAACCICGATGITGARTTARGATIGTICTACATGGGGCAGTARATATAGTAGAGGGTITGITCAACCTITATAATCTITACATGATCT
GATAATICGGTGARGTTACTCTAGGEATAACAGTGCGETATTITTGGAGAGGCCTTATTAAT AR RAATGTICGCARCCTCGATGITGARTTAAGATGTCTACATGGGGCAGTARATATAGTAGAGGGTITGITCAACCTITATAATCTITACATGATCT
GATAATICGETGAAGTTACTCTAGGGATAACAGTGCEETATIITIGGAGAGGCCTTATTAATAARARTGTICGCAACCTCGATGITGAATTARGATGICTACATGGGGCAGTAAATATAGTAGAGGGTITGITCAACCTITATAATCTITACATGATCT
GATAATICGETGAARGTTACTCTAGGGATAACAGTGCEETATTITIGGAGAGGCCTIATTAATAARARTIGTICGCAACCTCGATGTITGARATTARGATGICTGCATGGEGCAGTARATATAGTAGAGGGTITGITCARCCTITATAATCTTACATGATCT
GATARTICGETGARGTTACTCTAGGGATARCAGTGCGETATTITIGGAGAGGCCTIATTAATAARARIGTIICGCAACCICGATGITGARITARGATIGICTACATGGGGCAGTARATATAGTAGAGGGTITGITCAACCTITATAATCTTACATGATCT
GRTARTICGGETGAARGTTACTCTAGGGATAACAGTGCGGTATTITIGGAGAGGCCTTATTAATAARARIGTITCGCAACCICGATGITGARTTARGATIGICTACATGGGGTAGTARRTATAGTAGAGGGTITGITCAACCTITATAATCTTACATGATCT
GATARATICGGTGAAGTTACTICTAGGGATAACAGTGCGETIATTIITIIGGAGAGGCCTITATTARTAARAATGTIICGCARCCICGATGITGAATITARGATIGICTACATGGGGIAGTARRTATAGTAGAGGGTIITIGITCAACCTITATARICTITACATGATICT
GATAATICGETGAAGTTACTCTAGGGATAACAGTECEETATTITIGGAGAGECCTIATTAATAARARIGTICGCAACCTCGATGTITGAATTARGATGICTACATGGEGTAGTAAATATAGTAGAGGGTITGITCAACCTITATAATCTITACATGATCT
GATAATICGETGAAGTTACTCTAGGGATAACAGTGECGETATTITIGGAGAGGCCTIATTAATAARATIGTICGCAACCICGATGTITGARTTARGATIGICTACATGGGGTAGTARATATAGTAGAGGGTITGITCAACCTITATAATCTTACATGATCT
GRATARTICGETGARGTTACTCTAGGGATAACAGTGCGGTATTITIGGAGAGGCCTTATTAATAARARIGTITCGCAACCICGATGITGARTTARGATIGICTACATGGGGTAGTARATATAGTAGAGGGTITGITCAACCTITATARTCTTACATGATCT
GATIATICGGTIARGTTACTCTAGGEATAACAGTGCGETATTITIGGAAAGETCT AT T ART AR RAATGTIICGTARCCICGATGITGARTTAAGATGICTACGIGGAGCAGTAGATACAGTAGAGGGTTITGITCAACCTITATAGICITACATGATICT
GATIATICGETIAAGTTACTCTAGGGATAACAGTECEETATTITIGGAAAGETCTTATTAATAARARTGTICGTAACCTICGATGITGAATTARGATGICTACGIGGAGTAGTARRTACAGTAGAGGGTITGITCAACCTITATAGICTTACATGATCT
GATIATICGETTAAGTTACTCTAGGGATAACAGTGCEETATTITIGGAARGETCTIATTAATAARARTIGTICGTAACCTICGATGTITGAATTARGATIGICTACGTGGAGCAGTARATATAGTAGAGGGTITGITCAACCTITATAGICTTACATGATCT
GRATIATICGETTARGTTACTCTAGGGATAACAGTGCGGTATTITIGGAARGETCTTATTAATAARARIGTIICGTAACCICGATGITGARTTARGAIGICTACGIGGAGCAGTAGRATACAGTAGAGGGTITGITCAACCTITATAGICTITACATGATCT
GATIATICGGTTARGTTACTCTAGGEATAACAGTGCGETATTITTGGAAAGGTCTTATTAATAARAATGTITICGTAACCICGATGITGAATTARGATGICTACGIGGAGCAGTARRTATAGTAGAGGGTITGITCAACCTITATAGTICITACATGATCT
GATAATICGGCGAAGTTACTCTAGGGATAACAGTGCGGTATTITIGGAAAGGTCTIATTAATAARARTGTICGCAACCICGATGTITGAAT TAAGAGGICTATATGAAGAAGTAGGCATAGCAGAGGGTITGITCAACCTITATACICITACATGATCT
GATAATICCECGARGTTACTCTAGGGATAACAGTECEETATTITIGTAARGETCTTATTAATAARATGGTICGCAACCTICGATGITGAATTARGAGGICTATATGAAGAAGTAGGCATAGCAGAGGGTITGITCARCCTITATACTICTITACATGATCT
GATARTICGECGARGTTACTCTAGGGATARCAGTGCGETATTITIGGAARGETCTTATTAATAARARIGTICGCAACCICGATGITGARITARGAGGTICTATATGAAGARGTAGGCATAGCAGAGGGTITGITCARCCTITATACTICTITACATGATCT
GATARTICGGETGAARGTTACTCTAGGGATAACAGTGCGGTATTITIGGAARGGTCTTATTAATAARARIGTITCGCAACCICGATGITGARTTARGAGGTICTATATGAAGARGTAGGCATAGAAGAGGGTITGITCAACCTITATACTCTITACATGATCT
GATAATICGGCGAAGTTACTICTAGGGATAACAGTGCGOTATTITIGGARAGGTCTTATTAATARRRATGTICGCARCCICGATGITGAATTARGAGGICTATATGARAGAAGTAGCECATAGCAGAGEGTITGITCAACCTITATACTICITACATGATCT
GATAATICGETGAARGTTACTICTAGGGATAACAGTGCEETATTITIGGAARGGTCTTATTRATAARARTIGTICGCAACCTICGATGITGAATTARGAGGICTATATGAAGAAGTAGGCATAGCAGAGGGTITGITCAACCTITATACTICTTACATGATCT
GATAATICGETGAAGTTACTCTAGGGATAACAGTECEETATTITIGGAAARGETCTIATTAATAARAATIGTICGCAACCICGATGTITGAATTARGAGGICTATATGARGARGTAGGCATAGCAGAGGGTITGITCAACCTITATACICTITACATGATCT
GATAATICGETGAAGTTACTCTAGGGATAACAGTGCGGTATTITIGGAAAGGTCTTATTAATAARAAIGTICGCAACCICGATGTITGARTTAAGAGGTICTATATGAAGAAGTAGGCATAGCAGAGGGTITGITCAACCTITATACICITACATGATCT
GATAATICGGTGARGTTACTCTAGGGATAACAGTGCGETATTITIGGAAAGGTCTTATTAATAARAATGTIICGCARCCICGATGITGAATTAAGAGGTICTATATGAAGRAGTAGGCATAGCAGAGGGTITGITCAACCTITATACICITACATGATICT
GATAATICGETGAAGTTACTCTAGGGATAACAGTECEETATTITIGGAAAGETCTTATTAATAARAATGTICGCAACCTCGATGITGAATTARGAGGICTATATGAAGAAGTAGGCATAGCAGAGGGTITGITCAACCTITATACTICTITACATGATCT
GATARATCGETGARGTTACTCTAGGGATAACAGTECEETATICTIGGAARGETCTIATTAATAAGARTIGTICGCAACCTCGATGTITGAATTARGATIGICTACGIGGEGTAGTTARTACAGTAGAGGGTITGITCAACCTITATAATCTTACATGATCT
GATARRICGETGARGTTACTCTAGGGATAACAGTGCEETATTCTIGGAARGETCTTATTAATAAGARIGTICICAACCICGATGITGARITARGATIGICTACGTIGGGGCAGTTARTACAGTAGAGGGTITGITCARACCTITATAATCTITACATGATCT
GATAACTCGGTGAAGTTACTCTAGGGEAT AACAGTGCGETATTCTTGGARAGGTCTTATIAATAAGAATGTICGCAACCICGATGITGAATTAAGATGICTACGIGGEGTAGTITARTACAGTAGAGGGTITGITCAACCTITATAATTITACATGAICT

i y

zadni primer (CWE D) piedni primer (EE Q)
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Piiloha 4 Tabulka s vyslednymi pocty zatfazenych jedinct na jednotlivych lokalitdch

Celkem 91 126 52 8 277
Kod |CWE A -I CE A CWED | Celkem
BYSI 3 0 0 0 3
BYS2 4 0 0 0 4
BZO1 0 4 0 0 4
BZ02 0 5 0 0 5
CERI 3 1 0 0 4
CER2 2 2 1 0 5
DINI 2 1 1 0 4
DIN2 1 0 4 0 5
DREI 1 3 0 0 4
DRE2 3 0 0 0 3
FRY1 0 5 0 0 5
HOSI 2 1 2 0 5
HOV1 0 1 3 0 4
HOV2 0 1 4 0 5
HOV3 2 0 1 0 3
HOV4 0 3 1 0 4
HUTI 0 5 0 0 5
HUT2 0 0 5 0 5
JASI 0 4 0 0 4
JAS2 0 4 0 0 4
JUCI1 3 2 0 0 5
KATI 5 0 0 0 5
KOBI 0 6 0 0 6
KOB2 0 5 0 0 5
KOJ1 2 2 0 0 4
KYCI 6 0 0 0 6
KYC2 1 2 2 0 5
LUZ1 2 0 0 1 3
LUZ2 2 0 0 1 3
MARI 1 4 0 0 5
MAR2 0 2 4 0 6
MIK1 3 0 2 0 5
MIK2 0 0 4 0 4
MIL1 0 5 0 0 5
MIL2 0 4 0 0 4
MOJ1 4 0 0 0 4
PLU1 0 5 0 0 5
PLU2 0 5 0 0 5

o)
(o)



Celkem

CWED

CE A

CWE A
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0
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Kaod
POZ1

PRLI

RUSI1

SENI1

SEN2
SOL1

SOL2

STA1

STA2
TRNI

TRN2

UST1

UST2

VALI1

VAL2

VRAI
VRA2

ZAS1

ZAS2

ZDE1

ZDE2

ZUBI1

ZUB2
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gammarids survived millions of years of severe climatic fluctuations in high latitude refugia
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