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1. Uvod

Sekavcovité ryby rodu Cobitis jsou drobné ryby, zZijici ve stojatych a pomalu
tekoucich vodach zahrabany do pis¢itého dna. Diky jejich zna¢né morfologické
podobnosti byly v Evropé diive tyto ryby povaZzovany za ptislusniky jediného, Siroce
roz§ifeného druhu C. taenia Linnaeus. V soufasné dob€, pomoci modernich
genetickych a biochemickych metod bylo vy¢lenéno a popsano nékolik dalSich druhti
a objeveny hybridni biotypy (Bohlen a Rab, 2001). Ty vznikaji mezidruhovym kfiZenim
a dale se rozmnozuji asexualn€é, mechanismem gynogeneze. Jedinci s gynogenetickou
reprodukci jsou pfi svém rozmnoZzovani zavisli na spermiich hostitelského druhu.
Hybridni biotypy spoleéné s druhy, podilejicimi se na jejich vzniku nebo slouzicimi
jako hostitelé pfi jejich reprodukci, tvoti hybridni komplex C. faenia (Janko et al.,
2005b), rozsiteny ve vSech hlavnich evropskych povodich (Janko et al., in press).

Ve své praci jsem se zaméfila na dosud nevzorkované oblasti Bulharska,
se snahou doplnit biogeografii druhii i hybridi a pozorovat sloZeni smiSenych populaci
na jednotlivych lokalitach s ohledem na gynogeneticky zptisob rozmnoZovani. Situace
v Bulharsku je o to slozit&jsi, ze zde vedle sebe ziji fylogeneticky vzdélenéjsi druhy.
Blizce si pfibuzné druhy, vyskytujici se v Dunaji, se v bulharskych fekach potkavaji
s druhem C. strumicae, ktery patfi k jiné fylogenetické linii. Podle prvnich dostupnych
zdznami se vzacné muze i tento nesestersky druh podilet na vzniku hybridnich forem
(Janko et al., in press).

Komplex C. taenia pfedstavuje mimo jiné vhodny model pro studii asexudlniho
rozmnozovani u obratlovci. Je jednou ze skupin, kde vedle sebe Ziji a jsou na sebe uzce
vazany sexualné se rozmnoZujici druhy a asexualni hybridni biotypy. Pokud by se
potvrdila hybridizace druhii zjinych fylogenetickych linii, jednalo by se o velmi
pozoruhodny jev i vramci celé skupiny obratlovci. Mezidruhové kiiZzeni mizeme

béZné pozorovat pouze u blizce si pfibuznych druhu.



Cile:

Doplnit udaje o biogeografii sekavci rodu Cobitis v Bulharsku.

Rozfesit hypotézu intenzivni i prfilezitostné hybridizace druhu C. strumicae
s blizce neptibuznymi druhy a hybridy komplexu C. taenia.

Zmapovat slozeni populaci vyskytuyjicich se v Bulharsku s ohledem
na gynogenezi.

Na zéklad¢€ analyzy jednotlivych vaji¢ek otestovat gynogeneticky mechanismus

reprodukce.



2. Literarni prehled

2.1 Reprodukéni mechanismy obratlovei

RozmnoZovani je jednim ze zakladnich projevi Zivych organismu. Diky nému
se organismy udrzuji v €ase a prostoru. Pro vétSinu obratlovci je typické rozmnoZovani
sexudlni, jehoz podstatou je vyména genetické informace mezi jedinci. Pfi sexualni
reprodukci vznikd novy jedinec splynutim samé¢i a sami¢i gamety a dale
pfi gametogenezi dochazi v meidze ke genové rekombinaci rodi¢ovskych genomu. Ta
je mimofadné vyznamnd pro udrZovani vnitrodruhové a vnitropopulaéni variability
a hraje dilezitou roli pii evoluci organismi. Vedle sexudlni reprodukce se u nékterych
taxonli obratlovci objevuje i reprodukce asexualni. Vyvoj pohlavnich bun¢k
pfi asexudlni reprodukci probihd modifikovanymi mechanismy gametogeneze,
které brani genové rekombinaci a zpasobuji tak klonalni dédi¢nost (Dawley, 1989).

Sexualni rozmnozovani napomahd zvySovani evolu¢niho potencidlu, a to
udrzovanim polymorfismu a také tim, Ze pfispiva ke vzniku variability. Dale umoziiuje
organismum rychleji reagovat na zmény zivotniho prostfedi, uniknout pred zatézi
zptisobenou hromadénim mutaci nebo parazity a zvySovat tak jejich individudlni
zdatnost (Felsenstein, 1974; Hamilton et al., 1990). Asexualni formy mezi vy$$imi
obratlovci byly povaZovany za evoluéné slepé vétve v dasledku limitovaného
adapta¢niho potencialu. Vyskyt asexualnich obratlovetl byl vysvétlovan jejich
nedavnym vznikem, avSak asexudlni linie mohou byt mnohem star$i nez bylo kdy diive
uvazovano (Quattro et al.,, 1992). Soucasné objevy u né€kterych modelovych skupin
kontrastuji s tradi¢nimi p¥edpoklady o asexualnich formach (Vrijenhoek, 1993; Judson
a Normark, 1996; Alves et al., 1998), stejné tak je zarazejici i rostouci mnozZstvi
objevenych asexualnich komplexti (Vrijenhoek et al., 1989). Jednim z obrannych
mechanismi asexualnich obratlovct pied negativnimi dusledky, plynouci z podstaty
klonalni reprodukce, mize byt slozeni jejich populaci z vice linii (Vrijenhoek et al,
1989), coz jim pomaha zatéz vyvolanou parazity minimalizovat (Hamilton et al, 1990)

nebo efektivnéji vyuzivat zdroje (Vrijenhoek, 1998). Vyhodou asexualni reprodukce



proti sexualni je, Ze nemusi investovat do samctli, meidzy, neni limitovana velikosti
populace a nedochazi k rozpadu jiz osvéd¢enych kombinaci gend (Bogart, 1989). Mezi
asexudlnimi obratlovci je bé€Zna polyploidie, nejcastéji se vyskytuji triploidi (Vrijenhoek
etal., 1989).

Prvnim objevenym asexualnim obratlovcem byla Zivoroda ryba Poecilia
formosa (Hubbs a Hubbs, 1932). V soucasné dobé je mezi obratlovci znamo vice nez
100 unisexudlnich forem (Vrijenhoek et al., 1989, reference v Alves et al., 2001).
Asexualni obratlovci sdili n€které spoleéné znaky: 1. jsou hybridniho mezidruhového

puvodu, 2. gamety vznikaji aberantnimi mechanismy gametogeneze, aniZ by dochéazelo

k rekombinaci gegﬁlbmﬁ rodi¢ovskych druhd, 3. jejich populace zahrnuji zpravidla /

pouze samice, 4. vétSina znich je polyploidni (Dawley, 1989). U asexudlnich
obratlovcl rozliSujeme tfi zakladni reproduk¢éni mechanismy. U plazi (amniota) je
znama partenogeneze, u nékterych skupin obojzivelniki a ryb (anamniota) jsou to
gynogeneze a hybridogeneze (Dawley, 1989).

Partenogeneze je zplsob reprodukce, kdy dochazi k produkci klondlnich,
neredukovanych vajicek, ktera se vyviji bez ptitomnosti spermii (Maslin, 1966; Cuellar,
1970). Diploidni potomstvo je pak geneticky identické. Ptikladem muZe byt jeStérka
Lacerta unisexualis (Beukeboom a Vrijenhoek 1998).

Gynogeneze, stejné jako partenogeneze, spoliva v produkci neredukovanych,
klonalnich vaji¢ek. Na rozdil od ni je vSak pro zahijeni vyvoje vajicka nutna jeho
aktivace spermii, i kdyZ ke splynuti pohlavnich bunék zpravidla nedochdzi. Sam¢i
genom se tedy geneticky neucastni na tvorb€ jedince. Mezi gynogeneticky
se rozmnoZujici organismy patfi i ryby rodu Cobitis (Beukeboom a Vrijenhoek, 1998)

Hybridogeneze je ve své typické podobé reprezentovana rybami rodu
Poecilopsis (Schultz, 1969). Stejné jako u gynogeneze, je i zde nutnd pifitomnost
spermii. Pohlavni buriky pfi ni splyvaji, sam¢i genom se podili na vzniku somatickych
bunék. Béhem oogeneze viak nedochazi k rekombinaci rodi¢ovskych genomil, naopak
saméi genom je z vaji¢ka eliminovan a v kazdé generaci znovu doplnén. Vznikaji tak
klonalni vaji¢ka se sami¢im, nerekombinovanym genomem (Dawley, 1989).

Gynogenetické a hybridogenetické formy jsou svym rozmnoZovanim zavisié
na gametach rodi¢ovskych druhii, miZeme je oznaéit za sexualni parazity. Timto

vznikaji komplexy rodi¢ovskych druht a jejich hybridd. Druhy a hybridi jsou v ramci
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komplexu na sebe uzce véazany, vzdjemné se udrzuji a napomahaji si pfi roz§ifovani
do novych areald (Vrijenhoek, 1998). Jednim z modelovych organismt pro studium

takovych komplexi jsou sekavcovité ryby rodu Cobitis.

2.2 Hybridni komplex Cobitis taenia

Az do 90. let 20. stoleti byla vétSina sekavcovitych ryb rodu Cobitis v Evropé
povazovana za pfislusniky jediného, Siroce rozsifeného druhu Cobitis taenia Linnaeus,
¢lenéného do nékolika poddruha (Lelek, 1987). Pozdéjsi studie ukazuji, Ze diverzita
uvnitt rodu Cobitis je mnohem vétsi. Bylo vy¢lenéno i nové popsano nékolik dal§ich
druhit (shrnuto v Kottelat, 1997) a objeveny hybridni biotypy (shrnuto v Rab a Slavik,
1996), které vznikaji mezidruhovym kiiZzenim a dale se rozmnoZuji asexualné.

V soucasné dobé¢ je v Evropé znamo 23 druhti sekavcovitych ryb rodu Cobitis.
Ty zde nejsou rovnomérné rozsifeny, vys$§i druhova pestrost je zastoupena v jizni,
mediteranni Evropé€, kde se alopatricky vyskytuje 17 druh. Nemediteranni Evropu
obyva 7 druhl. Pouze jeden druh, C. strumicae, obyva oba regiony. Piitomnost
hybridnich biotypl je popsana pouze z nemediteranni Evropy (Bohlen a Rab, 2001).

Nase poznani o biogeografii a taxonomii rodu Cobitis v Evrop€ ma i pfes zna¢né
mnozstvi studii daleko do uplnosti. To je zplsobeno predevsim extrémni morfologickou
podobnosti jednotlivych druhti i jejich hybridii. Navrzen byl koncept skupin sesterskych
druhd, v ramci kterych jsou druhy mezi sebou podle vnéjSich charakteristik prakticky
nerozeznatelné, ale vyrazné se odlisuji na genetické urovni (Vasil’eva a Vasil’ev, 1998;
Vasil’eva 2000). Jednotlivé biotypy pak mizZeme od sebe spolehlivé rozlisit predevsim
na zakladé¢ studii karyotypu a alozymovych dat (Rab et al., 2000; Slechtova et al.,
2000). V soucasné dobé jsou znamy nejméné tii takové skupiny sesterskych druhd.
Vedle komplexu C. striata Okada et Ikeda z Japonska (Ueno a Ojima, 1976) se jedna
o skupinu tvofenou C. paludica z Iberijského poloostrova a C. maroccana ze severni
Afriky (Vasil’eva et al., 1992; Perdices et al., 1995) a dale komplikovanou skupinu
druhti, sesterskych k druhuC. taenia, roziifenou v Evropé v povodi Cerného,
Kaspického, Baltského i Severniho moie (Vasil’eva a Vasil’ev, 1982; Boron, 1992,

1995; Réb a Slavik 1996, Vasil’eva a Vasil’ev, 1998; Boron a Danilkiewicz, 1998).
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Posledn¢ jmenovana skupina je oznacovana jako hybridni komplex C. taenia sensu
Janko et al. (2007).

Hybridni komplex C. taenia je skupina sedmi rodicovskych druhd z Evropy
ajejich 16 asexudlné¢ se rozmnozujicich, prevazné triploidnich, mezidruhovych
hybridnich biotypli. Komplex obsahuje diploidni i hybridni polyploidni formy, které
se navzajem vyznamné li$i svym genotypem, ale jsou téméf nerozeznatelné od C. raenia
L., 1758, ve vSech hlavnich morfologickych charakteristikdch (Janko et al., 2005b).
Z druht do komplexu patti C. taenia Linnaeus, 1758, C. elongatoides Bacescu et Maier,
1969, C. tanaitica Bacescu et Maier, 1969, C. strumicae Karaman, 1955,
C. melanoleuca Nichols, 1925, C. elongata Heckel a Kner, 1858, C. taurica Vasil’eva,
Vasil’ev, Janko, Rab et Rabova, 2005. Tyto druhy, vyjma C. elongata, se mezi sebou
vzéjemné kiizi a davaji vzniknout hybridnim biotypim.

Hybridni biotypy ziji spole¢né¢ spohlavné¢ se rozmnozZujicimi formami
ve smiSenych populacich. Jsou rozsifeny vcelém aredlu, neomezuji se pouze
na kontaktni zény rodi¢ovskych druhti (Bohlen a Rab, 2001). Hybridni jedinci jsou
piedev§im polyploidni a rozmnozuji se asexualné, mechanismem gynogeneze. Jejich
existence zavisi tedy na ptitomnosti spermii hostitelského druhu (Vasil’ev et al., 1989;
Saat, 1991). Studiem alozymi nebyla zjisténa zadnd alela specifickd vyhradné
pro hybridy (Slechtova et al., 2000). Jako u vétiny asexudlnich obratlovci i populace
hybridi komplexu C. taenia tvofi pievazné samice. Pokud se vyskytuji samci, vznikaji
v kazdé generaci de novo jako vysledek oplozeni klonalniho vajicka spermii nesouci
Y chromozom (Vasil’ev et al., 1989). Tento pfedpoklad podporuje i skuteCnost, ze
pokud byli nalezeni triploidni samci, nachédzeli se v populaci spole¢né s diploidnimi
samicemi. Stejné tak tetraploidni samci byli objeveni pouze na lokalitach, které obyvaly
triploidni samice (Bohlen et al., 2002). Hybridni biotypy se navzajem li§i svym
genotypem. Ten je ovlivnén nejenom druhy, které se v minulosti setkavaly, ale i1 lokalni
historii populaci a souborem biotickych i abiotickych faktorti na dané lokalit¢. Typicka
populace je tvofena jednim hostitelskym druhem a vice pfidruZzenymi hybridnimi
biotypy. Je pravidlem, Ze hostitelsky druh dominuje v genomu pfidruzeného biotypu

(Bohlen a Rab, 2001).
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2.2.1 Gynogeneze komplexu C. taenia

Pfitomnost gynogeneze, jako zplisobu rozmnoZovani asexualnich hybridd, byla
vramci komplexu C. taenia poprvé navrzena u biotypu C. elongatoides - taenia
(Vasil’ev et al., 1989; Saat, 1991). Predpoklada se, Ze i ostatni hybridi komplexu
se rozmnoZuji gynogeneticky. Podporuji to nasledujici skute¢nosti: 1. hybridi nebyli
nalezeni bez pritomnosti rodi¢ovskych druhid, 2. samice se nemohou rozmnoZovat
bez samcii, 3. populace hybridi jsou tvotfeny pievazné triploidy a zahrnuji téméf
vyhradné samice, (Saat 1991, Janko et al. 2007, Janko et al., in press), 4. alozymové
analyzy jednotlivych vajiCek neodhalily zadny dikaz hybridogeneze (K. Janko,
nepublikovana data).

Dostupna data ukazuji, Ze vSichni asexudlni obratlovci jsou hybridniho pivodu.
Mezidruhové kiiZzeni mize proto hrat vyznamnou roli pfi vzniku klonalnich linii
(Dawley, 1989; Vrijenhoek et al., 1989). Hybridizujici druhy maji vzdy rozdélené role.
Pfi kiiZzeni samice pochézeji z jednoho rodi¢ovského druhu a samci z druhého (Wirtz,
1999). Vyjimkou ztohoto pravidla jsou pouze dvé partenogenetické jestérky,
Heteronotia binoei (Moritz a Heideman, 1993) a Lacerta uzzeli (Fu et al., 2000),
u kterych byla prokézana reciproka hybridizace. V ramci biotopu C. elongatoides -
tanaitica bylo prokazano, Ze jedinci vznikli spafenim samic C. elongatoides se samci
C. tanaitica. Naproti tomu u skupiny hybrid0 C. elongatoides - taenia
predpokladdme reciprokou hybridizaci, protoze u jedinct se objevuje mitochondridlni
DNA obou rodi¢ovskych druhil. Jednd se o prvni ptipad reciproké hybridizace mezi
asexualnimi obratlovci s reprodukei zavislou na pritomnosti spermii. Reciproka
hybridizace u C. elongatoides - taenia dale naznauje, Ze asexualita v komplexu
C. taenia vznikla vice nez jednou (Janko et al., 2003).

Polyfyleticky piivod asexualnich linii rodu Cobitis odpovida situaci ve vétSiné
komplext asexualnich obratlovcl s reprodukci zavislou na pfitomnosti spermii (Avise
et al., 1992). Uvnitt komplexu C. taenia nebyla objevena Zadna zfejma omezeni, ktera
by zabranovala vzniku asexuality. Ukazuje se, Ze asexudlni linie vznikaji &asto,
v podstaté pokazdé, kdyZ jsou rodicovské druhy v reprodukénim kontaktu. Rozdily
nebyly pozorovany ani v genetické dispozici k hybridizaci mezi geograficky odliSnymi

populacemi (Janko et al., 2005a). VétSina asexualnich linii tedy vznikla b&hem
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Holocénu hned nékolikrdt, a to v odlednénych oblastech, kde dochazelo
k ¢astému reprodukénimu kontaktu mezi rodi¢ovskymi druhy (Janko et al., 2005a).
Nezavisly vicenasobny vznik téchto asexualnich obratlovci podporuje i rozmanitost
klont, ktera usnadiuje jejich spoleénou existenci se sexualnimi pfedky, na néz jsou
zpiisobem rozmnoZovani vazani (Vrijenhoek, 1979).

Hybridni linie maji znaény areal rozsifeni. Nachazime je téméf v celé oblasti
vyskytu rodi¢ovskych druht a navic i v lokalitach, kde se puvodni rodi¢ovské druhy
samostatn€ nevyskytuji. Cobitis elongatoides - tanaitica se bez pritomnosti
rodi¢ovskych druhti nachdzi v oblasti jizni Ukrajiny a v fece Ryn, C. elongatoides -
taurica na jihu Ukrajiny (Janko et al. 2005, Janko et al., in press). V obou pfipadech
hybridnim samicim slouzi pfi reprodukci jako hostitelsky druh C. taenia, Zijici na dané
lokalit&. Casto se zde pak vyskytuji triploidni, trihybridni jedinci s genomem C. taenia,
inkorporovanym do pivodniho hybridniho geonomu (Janko et al., in press).

Vedle polyfyletického plivodu muze ke vzniku diverzity hybridi pfispivat

1 fertilizace klonalnich vaji¢ek, jejimz vysledkem je potomstvo s vyssi ploidii.

2.2.2 Polyploidie

Polyploidie je b&znd mezi asexualnimi obratlovci a vyznamné ovliviiuje osud
asexualnich linii. Napomaha jejich stabilizaci (Moritz et al, 1989), zaroven je vSak
mutacni rychlost polyploidniho genomu vyssi nez u diploidi a jsou tedy vystaveni vétsi
mutacni zat€zi (Kondrashov, 1997).

Janko et al. (2003) zaznamenali $est triploidnich hybridi C. elongatoides -
taenia a jednoho C. elongatoides - tanaitica, jejichZz mitochondrialni DNA pochéazela
od toho z rodi¢u, ktery se na jejich ge:ﬁnomu podilel jednou chromozomovou sadou.
Tito jedinci vznikli mechanismem oplozeni neredukovanych samicich gamet,
produkovanych F1 hybridy pifi gynogenezi (Schultz, 1969). Napiiklad pokud
pti primarni hybridizaci dochazi ke kitizeni samice C. elongatoides se samcem
C. tanaitica, vznikli hybridi budou vlastnit mitochondridlni DNA obsazZenou ve vajicku
— od C. elongatoides. Inkorporace tiettho genomu do genomu hybrida jeho

mitochondridlni DNA neovlivni. V uvedeném pfipadé tedy miize dojit k inkorporaci
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tfettho genomu od druhu C. tanaitica, vznikli hybridni jedinci C. lelongatoides —
2tanaitica budou mit mitochondridlni DNA druhu C. elongatoides. Naproti tomu
pii oplozeni  neredukovanych vaji€ek ndhodné  vznikajicich u  sexualné
se rozmnozujicich druhd, jak navrhovali Richards a Nace (1977) a Moritz et al. (1989),

by totiZ mitochondridlni DNA musela byt odvozena pouze od toho druhu, ktery slouzi

—

jako donor vaji¢ek a ktery se tim padem podili na getﬁomu triploidd dvéma /[

chromozomovymi sadami. Oplozeni haploidniho vajicka diploidni spermii je
nepravdépodobné, kvili nizké schopnosti diploidnich spermii splynout s vajickem
v dasledku jejich vétsi velikosti a nizs§i pohyblivosti (Chourrout et al., 1986). Dalsim
divodem je i sterilita vzacné se vyskytujicich hybridnich samcu, ktefi by byli
nejpravdépodobnéjSimi producenty diploidnich spermii (Vasil’ev et al., 1989).

Ke wvzniku triploidnich forem dochazi tedy v dusledku vysokého poméru
fertilizace diploidnich samicich gamet produkovanych hybridy pfi gynogenezi (30-
70%). Jejich tfeti genova sada zavisi na dostupném darci spermii. V lokalitach
vzdalenych od plivodnich kontaktnich zdn triploidi nahradili své diploidni pfedky. Tvofi
smiSené populace stim rodiCovskym druhem, ktery do jejich genomu pfispél dvéma
sadami chromozomil. Morfologické analyzy C. elongatoides, C. taenia a jejich hybridi,
ukazuji fenotypovou podobnost triploidi stim rodi¢ovskym druhem, ktery prevlada
v jejich genomu (J. Kotusz, nepublikovana data). Tento jev jim mulZe nabizet lepsi
sexudlni mimikry a zvySovat tak jejich Sanci ke spafeni (Beukeboom a Vrijenhoek,
1998). Pozdé¢jsi selekce se bude klonit k jedinctim, ktefi 1épe splyvaji se sympatricky
se vyskytujicim druhem.

Mimo triploidnich jedinct, jejichZ genom je tvofen dvéma druhy, byly nalezeny
1 trihybridni formy. Ty vznikly oplozenim diploidniho vajicka hybrida spermii druhu,
ktery nebyl zahrnuty v pivodni hybridizaci a ke kterému se hybridni formy pfidruzily,
aby se mohly rozsifovat i bez primarnich rodi¢ovskych druhti (Janko et al., 2005a).

Vyskyt tetraploidnich forem je vkomplexu C. taenia pomérn€¢ vzacny.
Tetraploidni formy s nejvétsi pravdépodobnosti vznikly jako odnozZe triploidnich linii,
navic podle analyz mitochondridlni DNA nemaji dlouhodoby charakter (Janko et al.,
2005a). Mezi tetraploidy jsou zastoupena ob¢ pohlavi, vyskyt samct vSak neni pfili§
hojny (Vasil’ev et al., 1990; Bohlen a Rab, 2001). Reprodukéni pokusy ukazaly, Ze

tetraploidni samci maji sniZzenou schopnost oplodnit nebo stimulovat sami¢i gamety
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(Vasil’ev et al., 1990, 2003). Zda se proto, Zze nehrali vyznamnou roli v evoluci

asexudalniho komplexu.

2.2.3 Diverzita biotypu komplexu C. taenia

V dal$im textu haploidni genom C. faenia oznacuji T, C. elongatoides E, C. tanaitica N,

C. taurica C, C. strumicae S.

Diploidni formy:

Diploidni formy komplexu C. taenia tvoii deset rozdilnych biotypu. Zahrnuji
sedm druhd a tfi hybridni biotypy sjasnym geografickym vymezenim. Diploidni
hybridni biotypy se vyskytuji vzdy v blizkosti rodi¢ovskych druhd. Vznikaji v zénach
reprodukéniho kontaktu mezi rodiCovskymi druhy nezavisle na sob& vicekrat, odtud
se pak dale rozSituji. I kdyZ ve vétSin€é populaci prevladaji triploidi, jsou diploidni
hybridi bézni na nékterych lokalitdich v Odte a Labi (Bohlen et al., 2002) V populacich
jednotlivych druhti se objevuji jedinci obou pohlavi, zatimco hybridni biotypy tvoii
vétSinou pouze samice.

Cobitis taenia Linnaeus, 1758, (TT) se vyskytuje na vetSin€ Gzemi stfedni
Evropy (Bohlen a Rab, 2001). Populace tohoto druhu jsou rozSifeny od zapadu
na vychod od pobiezi Atlantského ocednu az do povodi teky Volha, na severu
od jizniho Svédska a Finska az k ukrajinskému pobiezi Cerného mote na jihu. Zfejmé
chybi v povodi Dunaje (Janko et al., 2005a; Culling et al., 2005).

Populace C. elongatoides Bacescu et Maier, 1969, (EE) jsou zndmy z povodi
Dunaje a hornich toki fek Labe a Odra. Jizni hranici vyskytu je bulharska teka
Kamc¢ija. Populace tohoto druhu se nevyskytuji v pravych piitocich dolniho toku
Dunaje, fekach Vit a Jantra (Réab et al., 2000; Freyhof et al., 2000). Od C. taenia
se odliSuje v péti alozymovych lokusech (pfiloha I, tabulka 1), a to GPI-A, SOD, sAAT,
sMDH-A, GPI-B (Slechtova et al., 2000). Nikdy nebyli zaznamenéni hybridi, ktefi
by neméli nejméné jednu kopii genomu C. elongatoides.

Cobitis tanaitica Bacescu et Maier, 1969, (NN) byl zaznamenan v dolnim toku
Dunaje, v regionu Dobrudza (pobfezni ¢ast Rumunska a severniho Bulharska), v horni

Odfe, v Dnépru a v fece Don (Slechtova et al., 2000; Janko et al., 2003, 2005b). Jeho
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aredl zahmuje cely severni okraj Cerného mote. Tato forma sdili alozymové alely
s C. taenia, pouze jeji populace z Dunaje, Odry a regionu Dobrudza maji rozdilnou
alelu pro sMDH-A (Tabulka 1).

V fece Chernaya na poloostrové Krym byla objevena forma oznacena jako
C. spec. Crimea (Vasil’ev, 1995), ktera byla pozdé€ji popsana jako C. taurica Vasil’eva,
Vasil’ev, Janko, Rab et Rabova, 2005, (CC). Dalsi populace se stejnym karyotypem
byly zaznamenany v fekach Jizni Bug (Ukrajina) a Veleka (jizni Bulharsko), i kdyz
jejich zatrazeni ke C. taurica diky morfologické odliSnosti od populaci z poloostrova
Krym muze byt sporné (Janko et al., 2005b). To vedlo recentné Vasil’eva a Vasil’ev
(2006) k popsani populaci ziek Veleka a Jizni Bug jako novy druh C. pontica.
Nicméné, populace ze zminénych tii lokalit se od ostatnich ¢leni komplexu li$i unikatni
strukturou karyotypu. Navic jsou i dobfe morfologicky odlisitelné podle pigmentace.
Naproti tomu ve vSech sledovanych alozymovych lokusech jsou nerozeznatelné od
C. taenia (priloha I, tabulka 1), i ptes to, Ze se tyto dva druhy nachazeji v tésném
sousedstvi, nebyl odhalen Zadny piipad hybridizace. To by ukazovalo na jejich
reprodukéni izolaci.

Cobitis elongata Heckel a Kner, 1858, je rozsiten v hornich pfitocich stfedniho
a horniho Dunaje (Povz a Sumer 2000, Ivanova et al. 2003, Slechtova et al. 2003) a
jako jediny druh z celého komplexu netvoii hybridy.

Dalsim druhem komplexu, Siroce rozSifenym v Bulharsku, ¢&asti Recka
a Turecku je C. strumicae Karaman, 1955, (SS). Cobitis strumicae patfi k jiné
fylogenetické linii neZ ostatni druhy komplexu, do skupiny Bicanestrinia (Bohlen et al.,
2006). Rozsitil se z poloostrova Mala Asie na Balkansky poloostrov. Nekteré bulharskeé
ptitoky Dunaje a bulharska &ast povodi Cerného mote tvoii jedinou oblast, na které
se piekryva vyskyt tohoto druhu s ostatnimi druhy Cobitis z Dunaje. V Bulharsku
se vyskytuje v fece Kaméija a v pravych ptitocich dolniho toku Dunaje, fekach Vit
a Jantra (Bohlen et al., 2006). Tento druh ma nejasné nazvoslovi, byva oznaCovan i jako
C. albicoloris. Od ostatnich druhii se 1isi ve v8ech sledovanych alozymovych lokusech
(ptiloha I, tabulka 1).

Cobitis melanoleuca Nichols, 1925, byl zaznamenan pouze v fece Volha, hojné
je zastoupen v Asii a Rusku (Vasil’ev et al., 1989). Tento druh je také fylogeneticky
vzdaleny ostatnim druhiim hybridniho komplexu C. taenia (Bohlen et al., 2006)..
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Hybridni biotyp C. ltaenia — lelongatoides (ET) je rozsiteny v Labi, Odie
a v fece Weser, kde se zarovei vyskytuji oba nebo alespori jeden z rodi¢ovskych druhd.

V dolnim toku Dunaje byl pozorovan jeden jedinec formy C. lelongatoides -
ltanaitica (EN). V tomto useku jsou zastoupeny oba rodi¢ovské druhy.

V fece Kamcija byl objeven jedinec diploidniho biotypu C. lelongatoides -
Istrumicae (ES).

Mozaika:

Pomoci pratokové cytometrie byla ur€ena jedna diploid - triploidni mozaika,
samice v potoce PSovka, pfitoku Labe. Byla ur¢ena jako hybrid mezi C. elongatoides
a C. taenia (ET/EET).

Triploidni formy:

Pozorovanti triploidni jedinci byli ve vétSing piipadl samice, pouze Bohlen et al.
(2002) uvadi ne€kolik triploidnich samct z Labe a Odry.

Mezi triploidnimi hybridy s genomem C. elongatoides a C. taenia se vyskytuji
dva typy - Cobitis 1elongatoides - 2taenia (ETT) a C. 2elongatoides - 1taenia (EET).
Formy EET tvofi smiSené populace spolecné¢ s C. elongatoides, ETT spole¢né
s C. taenia. Ob¢€ najdeme v celém aredlu vyskytu hostitelskych druhi kromé Anglie
a Svédska.

Podobn€ i u hybridnich biotypi s genomem C. elongatoides a C. tanaitica
najdeme oba typy — C. lelongatoides - 2tanaitica (ENN), C. 2elongatoides - 1tanaitica
(EEN). Forma EEN tvofi smiSené populace s C. elongatoides v povodi Dunaje a v horni
¢asti Odry, zatimco v povodi fek Vistula a Jizni Bug se nachazi spolecné s C. taenia.
Biotyp ENN Zzije, spole¢né s Cobitis tanaitica, v jezerech Sinoe a Razelm (Rumunsko).

Navic byly objeveny triploidni formy, jejichz genom je sloZzen z genomu tfi
druhi. Jedinci s genomem C. elongatoides, C. tanaitica a C. taenia (ENT) byli nalezeni
v fece Ryn. Forma s genomem C. elongatoides, C. taurica a C taenia (ECT) se nachazi
v fece Jizni Bug. V fece Jantra to je biotyp s genomem od C. elongatoides, C. tanaitica
a C. strumicae (ENS).

Tetraploidni formy:

Tetraploidni formy jsou vzacné ve vSech lokalitich vyjma feky Moskva,

vykazuji vSak velkou variabilitu genotypu. Byly pozorovany hybridni biotypy EEET
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(Réb et al., 2000), EETT (Boron a Danilkiewicz, 1998), ETTT, EEEN, EETM (Vasil’ev
etal., 1989).

2.2.4 Biogeografie rodu Cobitis v Bulharsku

Podle dostupnych udaju, téméf vSechny bulharské feky s vyjimkou
severozdpadu a jihovychodu uzemi osidluje druh C. strumicae, fylogeneticky fazeny
do skupiny Bicanestrinia, ktera pochazi z Anatolie (Bohlen et al. 2006). Tento druh tedy
rovnéz pronikl do oblasti jiznich pfitoki Dunaje. Zde se predpoklada kontakt
s hybridnim komplexem C. taenia ze severu, geograficky zastoupenym formami
C. elongatoides, C. tanaitica a hybridnimi biotypy (Bohlen et al. 2006, Janko et al.,
in press.). Cobitis elongatoides byl na izemi Bulharska zaznamenan pouze jednim
jedincem z cernomoiské feky Kamcéija, syntopicky s C. strumicae a piekvapive
hybridnim jedincem mezi obéma druhy (Janko et al., in press.) Jedinym dokladem
o kontaktu gynogenetickych biotypt s C. strumicae je smiSena populace tii trihybridi
C. elongatoides — tanaitica - strumicae stimto druhem zieky Jantra (Janko et al.,
in press). Pro uplnost, ¢ernomotskou feku Veleka obyva dalsi druh sekavce C. raurica,
nové pojmenovan jako C. pontica (Vasil'eva et al. 2006). Poslednim zastupcem je
sekavec C. elongata znamy z dunajskych pritokt Jantry a Vitu (Ivanova et al. 2003,
Slechtova et al. 2003), u kterého, podobn& jako u ptedchoziho druhu, nebyla

pozorovana hybridizace.
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3. Metodika

3.1 Odlov ryb a zpracovani vzorku

Pomoci elektrolovu a ruéni sit¢ bylo vletech 2005-2006 na 12 lokalitich
v Bulharsku a 1 lokalit¢ v Rumunsku odchyceno celkem 151 ryb rodu Cobitis (viz
ptiloha II a pfiloha V, obrazek 1). Populace byly vybrany se snahou co nejlépe pokryt
dosud nevzorkovanou oblast Bulharska a zmapovat vyskyt jednotlivych biotopi v dané

oblasti.

3.2 Elektroforetické studium alozymi

Elektroforéza je prvni Siroce pouZitelna metoda studia genetické proménlivosti.
Je zaloZena na pohybu makromolekul v elektrickém poli. Elektroforetické studium
alozymi umoziuje identifikaci proteinového polymorfismu a srovnéani jejich rozdilnosti
v pohyblivosti v elektrickém poli.

Vyhodou metody je jeji metodickd jednoduchost, relativné nizka finanéni
néakladnost a snadné vyhodnocovani vysledkt. Hlavni nevyhodou vyuziti alozymt jako
markerti je moznost, Ze produkty uréitého lokusu u dvou rtznych populaci, které maji
stejnou elektroforetickou pohyblivost, nemuseji byt vzdy produktem stejnych alel,
a tedy nemuseji byt diikazem ptibuznosti téchto populaci. Mize jit o produkty riznych
alel, jejichZ shodna primarni struktura (a tedy i elektroforetickd pohyblivost) je
disledkem konvergentniho vyvoje (Kocher a Stepien, 1997). Dal§i moZzny davod
shodné pohyblivosti mize byt stejny celkovy elektricky naboj proteinu za danych
podminek elektroforézy i pfi rizné primarni struktufe molekuly.

V moji praci byla pro analyzu proteinovych markeri pouzita klasickd metoda
vyuzivana v souCasné dobé v populacné-genetickych studiich nizsich obratlovct -

horizontalni Skrobova elektroforéza. Tato metoda ma od sedmdesatych let velky
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vyznam zejména v molekularni populaéni genetice ryb a pravdépodobné jesté€ néjaky

¢as bude hrat dilezitou roli pfi popisu vnitrodruhové diversity u ryb.

3.2.1 Postup elektroforézy
3.2.1.1 Priprava vzorki

Pied samotnou analyzou bylo ke kazdému vzorku svalové tkané o hmotnosti 0,1
az 0,2 gramu pfidano ur€ité mnozstvi extrakéniho pufru (0,1 mol.I" Tris.HCI pH 8,2 -
Valenta et al., 1971), vZdy v poméru 2:1 (objem pufru: hmotnost vzorku). Nasledné
byly vzorky homogenizovany laboratornim homogenizatorem v ledové lazni a vznikly
homogenat odstiedén v centrifuze (4°C, 11 000 rpm, 20 min.). Takto ziskané tkanové
extrakty byly dale analyzovany.

Pii analyze vajicek byly vzorky pouze rozmrazeny. Vajicka byla analyzovana
jednotlive, v poctu 16 az 28 vajicek od 22 samic ze 7 lokalit v Bulharsku.
3.2.1.2 Elektroforéza na Skrobovém gelu

Enzymy byly déleny horizontalni elektroforézou (VN zdroj, Vyvojové dilny
CSAV) v 9% skrobovém gelu. Ten vznikl smisenim 37,08g (40,44g) hydrolyzovaného
Skrobu a 300ml (400ml) piislusného gelového pufru (ptiloha III, Tab.3) ve vakuové
zébrusové batice s kulatym dnem. Udaje v zavorkach udavaji mnoZstvi potiebnd
pro vznik gelti o mocnosti 6mm.

Smes byla za stalého michdni ve vodni lazni ohfatd na 85°C a odvzdusnéna vodni
vyvévou. Gel byl nalit do sklenénych forem o rozmérech 260 x 120 x 4 (6) mm.
Po ztuhnuti byly do $térbiny, roziiznuté v gelu napti¢ 3,5 cm od okraje formy, nasazeny
na chromatografickych papircich Whatman W3MMChr (5,5 x 7 mm) extrakty
z homogenizovanych tkdni v mnozstvi 11 kustd / gel a provedena elektroforéza.
Pti analyze jiker spocivala jedind odliSnost metodiky vtom, Ze vzorky nebyly
homogenizovany, ale pomoci paratka byly nasazovany jednotlivé jikry, a to vzdy
po jedné na kazdy papirek. Pro kontrolu, zda elektroforéza b&€zi spravné, byla
k n€kterym vzorkiim pfidana bromfenolova modi (BFB), ktera putuje smérem k anodé
rychleji nez proteiny. Elektroforéza probihala za teploty 5 °C v chladnicce.
3.2.1.3 Barveni specifickych proteinu

Po skonceni elektroforézy byl kazdy gel horizontdlné roziiznut na 2 vrstvy

o tloust'ce 2mm (3 vrstvy pokud se jednalo o 6mm silny gel), z nichz kazda byla pouzita

20



k barveni jiného enzymového systému metodou probarvovani agarové vrstvy (Valenta
et al.,, 1971). Analyzovano bylo 6 enzymovych systému, coz piedstavovalo produkty,
jejichZz syntéza byla fizena z 8 lokusu (ptiloha III, tabulka 4). Pii studiu jiker byly
analyzovany pouze systémy Gpi-A, Pgm, sAat, sMdh-A.

Alozymy byly detekovany pomoci standardnich chromogenickych metod
(slozeni barvicich roztoki v priloze III). AK, GPI, PGM byly barveny dle Pasteura et al.
(1987), MDH, LDH podle Valenty et al. (1971), AAT dle Harrise a Hopkinsona (1976).
Vzhledem k efektu tzv. elektrodekantace, pii kterém se s postupujicim ¢asem proteiny
o vysoké molekulové hmotnosti ,,propadaji* na spodni stranu gelu, coz muze zptsobit
jejich slabou ¢i nedostateCnou koncentraci v hornich vrstvach, byly pro slabéji
se barvici proteiny (MDH, LDH) pouzZity spodni ¢asti gelu.
3.2.1.4 Vyhodnocovani elektroforeogrami

Kazdy obarveny gel byl vyfotografovan, elektromorfy zakresleny a obarveny
agarozovy gel sloupnut na filtrani papir, usuSen, vylisovan a i s podkladem nalepen
do protokolu vedle nakresu. Oznaceni lokust a alel sledovalo doporuceni Shaklee et al,.

(1990).

3.3 Urdéeni ploidie

Analyza ploidie sekavcovitych ryb rodu Cobitis byla provedena pomoci
pritokové cytometrie (flow cytometry, FCM). Je to jedna z nejcitlivéjSich metod méteni
obsahu bunééné DNA (Birstein et al., 1993). Tato technika zahrnuje analyzu
fluorescence a vyuziva vlastnosti rozptylu svétla z jednotlivych ¢astic vzorku béhem
jejich pritoku nitrem jehly cytometru.

3.3.1 Prutokova cytometrie

K méfeni byl pouzit dvoustupiiovy DNA kit na svalovou tkan uchovanou v 96%
ethanolu. Prvni stupenn slouzi krozruSeni bunéfnych membran, v druhém stupni
nasledné dojde k obarveni bunécné DNA fluorescenénim barvivem.

Svalova tkan (25 mm®) byla pomoci niizek rozmélnéna na hodinovém sklicku
v 0,5 ml fyziologického roztoku. Poté bylo pfidano 200 ul DAPI Solution A a suspenze

byla inkubovéna v pokojové teploté. Po 10 minutach byla suspenze ptefiltrovana pies
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30 pl filtr do zkumavky a spole¢né s 1000 ul DAPI Solution B protfepana na tfepacce.
Po dalSich deseti minutidch inkubace v pokojové teplot¢ mohlo prob€hnout vlastni
meéfeni na pritokovém cytometru. Pfed kazdym méfenim byly jednotlivé vzorky jesté
kratce protfepany a teprve potom analyzovany na Partec CCA 1 pritokovém cytometru
(Partec GmBH, Némecko). Proud kapaliny nasavajici vzorek k méfeni prochazel
pfistrojem rychlosti 3 pl/s.

K ureni relativniho obsahu DNA ryb s neznamou ploidii byl nejdiive pouzit
vzorek z diploidniho jedince jako standard, podle néhoz byla vychozi hodnota
pro diploida nastavena na ¢islo 50. Ostatni vzorky v této studii byly vyhodnocovany
podle nastavené hodnoty, a tedy Cislo pro triploida bylo 75 a tetraploida 100. Presnost

meéfeni je vyjadiena koeficientem variace (CV%).

3.4 Vyhodnocovani dat

Vysledna data byla ziskana kombinaci obou metod — studie alozymi a urceni
ploidie pomoci pritokového cytometru. Pfi analyze ploidie se pomoci pratokové
cytometrie nepodafilo ziskat data pro velkou &ast vzorka, 118 zcelkovych 139
analyzovanych. Pravdépodobné kvuli $patné fixaci vterénu byly nékteré vzorky
neméfitelné. V téchto piipadech bylo slozeni geq‘)?lomu a ploidie stanoveno pomoci gene /|
- dose efektu (Vrijenhoek, 1975) na elektroforeogramu. Metoda gene - dose efektu je
zaloZena na pozorovani, ze v pfipad¢ triploidnitho hybrida by produkty ge;ﬁomu, /
vyskytujiciho se ve dvou kopiich, mély byt dvakrat koncentrovanéjsi, nez produkty
geg&ﬁomu pritomného v jediné kopii. U tetraploida by produkty geq}ﬁbmu, vyskytujiciho /
se ve tfech kopiich, mé&ly byt tfikrat koncentrovan&jsi, nez produkty gednomu s jedinou /

kopii.
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4. Vysledky

Celkem bylo analyzovano 151 ryb rodu Cobitis z 12 lokalit v Bulharsku
a 1 lokality v Rumunsku (pfiloha II). Ze zkoumanych vzork jich bylo 12 neaktivnich.

Z jednotlivych druhl byly zaznamenany druhy C. elongatoides, C. tanaitica,
C. strumicae a na jedné lokalit¢ samostatné se vyskytujici C. elongata. Déale byly
pozorovany hybridni biotypy EN, EEN, ENN, ENS a vibec poprvé i biotypy
EEN/EENS, ENSS, EENS. Nejcastéji se vyskytovaly triploidni biotypy.

4.1 Distribuce alel a jejich kombinace

Celkem bylo analyzovano 6 enzymovych systéma kodovanych 8 strukturnimi
genovymi lokusy (pfiloha III, tabulka 4). VSechny lokusy byly polymorfni (vykazovaly
vice nez jednu alelu). Vysledky analyzy alozymi jsou shrnuty v pfiloze IV, tabulka 5.

Gpi A: V lokusu Gpi A bylo zjisténo 7 alel a byly oznaceny jako 050, 060, 074,
080, 087, 100, 113. Vzorky C. tanaitica vykazovaly homozygotnost pro alelu 087.
U C. elongatoides se vyskytovaly alelové kombinace 100/100, 113/113 a 100/113.
Vzorky C. strumicae sdilely kombinace alel 050/060, 050/074, 050/080, 060/060,
060/074, 060/080, 074/074, 074/080, 080/080. Pro C. elongata byly zaznamenany
kombinace 074/080 a 080/080. Hybridni biotypy ptedstavovaly rizné kombinace alel
rodi¢ovskych druhd. Diploidni biotyp EN vykazoval kombinace 087/100 a 087/113.
Triploidni hybridni biotyp EEN vlastnil alely 087/100/100, 087/100/113, 087/113/113.
Kombinace alel pro ENN byly 087/087/100 a 087/087/113. Trihybridi ENS méli alely
080/087/100, 080/087/113, 060/087/113, 060/087/100. Dvé analyzované mozaiky
EEN/EENS vlastnily alely 060/087/100/113 a 080/087/100/100. Pozorovani tetraploidi
EENS sdileli kombinace 080/087/113/113, 080/087/100/113 a ENSS kombinace
060/080/087/100 a 074/080/087/100.

s-Aat: V lokusu s-Aat bylo detekovano 5 alel, oznaceno jako 071, 085, 087, 095,
100. Pro C. tanaitica byla druhové specifickdA homozygotni kombinace 071/071.
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U vzorka C. elongatoides se vyskytovaly alely 085/085, 085/100 a 100/100. Cobitis
elongata byl homozygotni pro 095/095. Vzorky C. strumicae sdilely kombinace
087/087, 087/095, 087/100, pricemz fenotyp 087/087 byl zaznamenan nejcastéji.
U hybridniho biotypu EN se vyskytovala alelovd kombinace 071/100. Biotyp ENN
vykazoval pouze kombinaci 071/071/100. Naproti tomu u biotypu EEN byly pfitomny
kombinace 071/085/100, 071/087/100, 071/100/100. Trihybridi ENS vlastnili alely
071/100/100, 071/087/100, 071/087/087, 071/085/100. Triploid tetraploidni mozaiky
EEN/EENS mély vs-Aat alely 071/100/100 a 071/087/100/100. Kombinace
071/087/087/087, 071/087/087/100 byly zaznamenany u biotypu ENSS. Jedinci
tetraploidniho biotypu EENS sdileli kombinace 071/087/100/100 a 071/085/087/100.

s-Mdh A: V lokusu s-MDH A byly zjistény 4 alely, a to 060, 064, 070, 100.
Pro C. strumicae byla druhové specificka homozygotni alela 064. U vzorkd C. tanaitica
byly zaznamenany homozygotni alelové kombinace 060/060 a 100/100. Analyzované
vzorky C. elongatoides sdilely kombinace 060/070, 060/100, 070/100, 100/100. Vzorky
C. elongata mély homozygotni alelu 100. U biotypu EN se vyskytovaly alelové
kombinace 060/100 a 100/100. Pro biotyp ENN byla zndma pouze kombinace
100/100/100, kterou sdilel spole¢né s biotypem EEN. Ten mél navic jeste i kombinace
060/100/100, 060/070/100, 070/100/100.  Alelové kombinace 064/070/100,
064/100/100, 060/064/100, 060/100/100 byly zaznamenany pro trihybridy ENS. Obé¢
mozaiky EEN/EENS sdilely kombinaci 060/064/100. U tetraploidnich biotypd byla
pro kazdy z nic zaznamenana pouze jedina kombinace, a sice 064/064/100/100 u ENSS
a 064/100/100/100 u EENS.

Ldh A: V lokusu Ldh A byly zaznamenany dvé¢ alely, oznaeny 100 a 200. Alela
100 byla ptitomna v homozygotnim stavu u vSech druhti. Pouze u C. strumicae byly
navic zaznamenany kombinace 100/200 a 200/200. Témét vSechny hybridni biotypy
byly homozygotni pro alelu 100, vyjimkou byly 3 vzorky biotypu ENS s kombinaci
100/100/200.

Ldh B: V lokusu Ldh B byly detekovany dv¢ alely — 100 a 102. Alela 102 byla
v homozygotnim stavu fixovana pro C. strumicae. Vsechny ostatni druhy vykazovaly
homozygotni alelu 100.

Gpi B: V tomto lokusu byly zaznamenany dv¢ alely — 100 a 200. Alela 200 byla

zaznamenana pouze u n€kterych vzorkd na lokalit€¢ 11 - u 2 vzorkd C. strumicae
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v kombinaci 100/200, u 3 vzorkd biotypu ENS v kombinaci 100/100/200. Ve vSech
ostatnich ptipadech druhy i hybridni biotypy sdilely homozygotni alelu 100.

Pgm: V lokusu Pgm byly zaznamenéany alely 090, 100 a 108. Alelova
kombinace 090/090 byla fixovana pro C. elongata, kombinace 108/108
pro C. strumicae. C. elongatoides a C.tanaitica vykazovaly fenotyp 100/100. Hybridni
biotyp ENS mél kombinaci alel 100/100/108, EENS kombinaci 100/100/100/108
a ENSS 100/100/108/108. Ostatni hybridni biotypy byly homozygotni pro alelu 100.

AK: Pro lokus AK byly detekovany alely 070 a 100. Homozygotni alela 070
byla specificka pro C.strumicae. Alelu 100 v homozygotnim stavu sdilely ostatni druhy.
Vsechny hybridni biotypy s genotypem C. strumicae mély heterozygotni kombinaci alel
— 070/100/100 v piipad¢ ENS, 070/100/100/100 v pripad¢ EENS a 070/070/100/100
v piipadé biotypu ENSS. Ostatni hybridni biotypy vlastnily homozygotni alelu 100.

4.2 Diverzita biotypt

Zastoupeni jednotlivych biotypli na zkoumanych lokalitdich je uvedeno
v souhrnné tabulce 5, piiloha IV. Grafické zndzornéni lokalit s pfisluSnymi biotypy je

vyobrazeno na obrazku 1 v pfiloze V.

Rodicovské druhy

Z jednotlivych druhi byly pozorovany druhy C. elongatoides, C. tanaitica,
C. strumicae, C. elongata. Druh C. elongata se vyskytoval pouze samostatné na lokalité
10 v Bulharsku. Ostatni druhy se vyskytovaly budto samostatné, anebo castéji

ve smiSenych populacich s hybridnimi biotypy.

Hybridni biotypy

Bylo zaznamenano celkem 7 hybridnich biotypl, jejichz genom byl sloZen
z haploidnich sad druht C. elongatoides, C. tanaitica a C. strumicae.

Diploidni hybridni biotyp EN byl analyzou alozymi zjistén na 4 lokalitach
v Bulharsku (lokality 1, 3, 6, 11) a ddle na lokalit¢ 13 z Rumunska, v celkovém poctu

16 jedincu.
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Triploidni biotypy byly objeveny tfi — EEN, ENN a ENS. Biotyp EEN byl
zjiStén na 4 lokalitach v Bulharsku (lokality 3, 5, 7, 11), 15 jedincid, a dale byli
zaznamenani 4 jedinci na lokalit€ 13 v Rumunsku. Dva jedinci formy ENN byli urceni
na lokalit¢ 1 v Bulharsku, na lokalit¢ 13 v Rumunsku bylo objevenol2 jedinci.
Trihybridni biotyp ENS byl detekovan na 4 lokalitach v Bulharsku (lokality 2, 4, 7, 11).
Ve vSech smiSenych populacich, kde byl zaznamenan, se vyskytoval spole¢né s jedinci
druhu C. strumicae. S celkovym poctem 22 jedinci byl zaroven nejpocetnéjSim
pozorovanym hybridnim biotypem.

Na dvou lokalitach v Bulharsku (lokality 2 a 7) se vyskytovaly dvé triploid —
tetraploidni mozaiky EEN/EENS. Na stejnych lokalitdich byli zaroven zaznamenéni
1 triploidni hybridi ENS.

Analyzou byly zjistény dva tetraploidni biotypy s genomovym sloZenim EENS
a ENSS. Na lokalité 11 v Bulharsku se vyskytovali spole¢né, od kazdého biotypu zde
byli zaznamenani dva jedinci. Jeden jedinec s genomem ENSS byl navic zaznamenan
jesté na bulharské lokalit¢ 4. Na obou lokalitach se tetraploidni hybridi objevovali

spole¢né s triploidnim biotypem ENS.

4.3 Klonalni diverzita jednotlivych biotypu

V ramci kazdého biotypu bylo zaznamenano nékolik klonalnich forem s rliznymi
alelovymi kombinacemi v jednom i vice lokusech.

Pro hybridni biotyp EN byly detekovany tfi fenotypové formy, liSici se
v lokusech Gpi A a s-Mdh A (tabulka 1). V ostatnich lokusech formy sdilely shodné

alelové kombinace.

Tabulka 1: klondlni diverzita biotypu EN

KE];" GpiA |s-MdhA | s-Aat | Ldh-A | Ldh-B | Gpi-B | Pgm | AK

N
1 7| 087100 100100
2 6| 087113 100100 |071100 100100
3 3| 087100 060100

N pocet jedincti
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V této 1 nasledujicich tabulkach je kazda alela je definovana trojcifernym &islem,

kombinace alel jsou zapsany bez mezer.

Pro hybridni biotyp ENN byly popsany dvé klonalni formy, liSici se pouze
v lokusu Gpi A (tabulka 2). Ve vSech ostatnich lokusech se jejich fenotyp shodoval.

Tabulka 2: klonalni diverzita biotypu ENN

Klon . s-Mdh -
v [N | Gpia s-Aat 2" | Ldh-A | Ldh-B | Gpi-B | Pgm | AK
1 [12]087087100

710711
> 2 [os7o87113| 0" 071100 100100100

Biotyp EEN se, podle alelovych kombinaci v lokusech Gpi A, s-Aat a s-Mdh A,
délil do deviti klonélnich forem (tabulka 3). V lokusech Ldh-A, Ldh-B, Gpi-B, Pgm,

AK formy sdilely shodné alely.

Tabulka 3: klonalni diverzita biotypu EEN

Klon
EEN

Gpi A

s-Aat

s-Mdh A

Ldh-A | Ldh-B | Gpi-B | Pgm |AK

—_

087100113

071085100

100100100

087100100

071085100

100100100

087113113

071100100

100100100

087100100

071100100

060100100

087100100

071100100

100100100

100100100

087100100

071085100

060100100

087100113

071100100

060070100

087100100

071100100

070100100

OO [(N|[O|O|D[{WIN

AN mlw] 2

087113113

071085100

100100100

Trihybridni biotyp ENS zahrnoval 10 klonalnich forem, ¢lenénych podle

rozdilnych alelovych kombinaci az ve étyfech lokusech — Gpi A, s-Aat, s-Mdh A, Ldh
A (tabulka 4).
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Tabulka 4: klonalni diverzita biotypu ENS

R0 |N| GpiA | s-Aat [SMIN| ) gha | Ldh-B | Gpi-B | Pgm AK
. || 060087 [071087 | 064100 | 100100
113 | 100 | 100 | 200
> |, [080087 [071087 060100 | 100100
100 | 100 | 100 | 100
5| 080087 | 071087 | 064100 | 100100
113 | 100 | 100 | 100
4 1080087 071085 | 064100 | 100100
100 | 100 | 100 | 100
5 |2/080087 | 071087 | 064070 | 100100
100 | 100 | 100 | 100 100100 100100100100
5 [5]080087 [071087 | 064100 [100100] 102 | 100 | 108 | 070100100
100 | 100 | 100 | 100
7 31080087 | 071100 | 064100 | 100100
100 | 100 | 100 | 100
8 |1(080087 071087 | 060064 | 100100
113 | 100 | 100 | 100
9 |4 060087 | 071087 | 060064 | 100100
100 | 087 | 100 | 200
10 |1]080087 | 071087 | 064100 | 100100
100 | 100 | 100 | 200

Dvé triploid — tetraploidni

v lokusech Gpi A a s-Aat (tabulka 5).

Tabulka 5: klondlni diverzita biotypu EEN/EENS

mozaiky EEN/EENS se navzijem odliSovaly

Klon . Ldh- | Gpi-
EEN/EENS N Gpi A s-Aat s-Mdh A A B Pgm AK
1 | 080087100 071087100
060823100 100 1 050064100| 100100100 193;30 0?3;90
2 1 287190 071100100

U tetraploidniho hybridniho biotypu EENS byly pozorovany dv¢ klonélni formy,

navzajem se také lisici v lokusech Gpi A a s-Aat (tabulka 6).
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Tabulka 6: klonalni diverzita biotypu EENS

Klon . s-Mdh | Ldh- | Ldh- | Gpi
EENS N| Gpi A | s-Aat A A B B Pgm AK
.|, [080087 [071087
113113 | 100100 | 064100 100100 | 070100100
o || 080087 [071085 | 100100 100100100100 | 460108| 100
100113 | 087100

U posledniho znalezenych biotypli, ENSS, byli jedinci podle alelovych
kombinaci v lokusech Gpi A a s-Aat rozdéleni do tii fenotypovych skupin (tabulka 7).

Tabulka 7: klonalni diverzita biotypu ENSS

enes |N| GpiA | s-aat | S| Ldh-A | Ldn-B | Gpi-B | Pgm | AK

A
1 1 060080 [ 071087
087100 [ 087100

5 1 074080 064064 | 100100 | 100100 ( 100100 | 100100 | 070070
087100 100100 | 100100 |{ 102102 | 100100 | 108108 [ 100100
3 1 060080 | 071087

087100 [ 087087

4.4 Geneticka analyza vajicek

Analyze byly podrobeny samic¢i gamety 22 jedinct ze 7 lokalit — lokality 2, 3, 4,
5,6, 7, 11 - vrozmezi potu 16 aZz 28 vajicek od kazdé samice, podle mnoZstvi
dostupného materialu. Vysledky byly porovnavany sdaty ziskanymi analyzou
somatické tkané matefskych jedincti a shrnuty do tabulky 6 v pfiloze IV. Cilem byla
snaha ovéfit produkci klonalnich vajicek, ptipadné zaznamenat redukci genomu.
Analyzovany byly 4 enzymové systémy (Gpi A, s-Aat, s-Mdh A a Pgm). Lokus Pgm
v$ak nebyl zahrnut do vysledka kvili nizké aktivité a variabilité¢ vzorkd.

U diploidnich a triploidnich jedinci, at’ uz druhG nebo hybridi, se genotyp
somatickych tkani a vaji¢ek zcela shodoval. Vyjimkou byly dvé triploid — tetraploidni
mozaiky, u jejichZ vajicek byla pozorovana redukce ploidie a chybéla u nich alela, ktera

se jinak objevovala ve svalové tkani. V piipadé jedné mozaiky byly v somatické tkani
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matefského jedince detekovany alelové kombinace v lokusu Gpi A 060/087/100/113
a v lokusu s-Aat 071/100/100, lokus s-Mdh A se jevil jako neaktivni, zatimco analyzou
jednotlivych vajiek byly zjistény kombinace 087/100/113 v lokusu Gpi A, 071/100
a 071/100/100 v s-Aat, 060/070 v s-Mdh A. U druhé mozaiky byl somaticky genotyp
080/087/100/100 v Gpi A, 071/087/100/100 v s-Aat a 060/064/100 v s-Mdh A. Genotyp
jejich vajicek byl 087/100 nebo 087/100/100 v lokusu Gpi A, 071/100/100 v s-Aat
a 060/100/100 v s-Mdh A.

4.5 Uroveii ploidie ve zkoumanych populacich

Pouze u 21 vzorkil z celkovych 139 zkoumanych byla urcena ploidie pomoci
pritokové cytometrie. U zbyvajicich 118 vzorkl byla ploidie odhadnuta pomoci gene —
dose efektu pii analyze alozym?.

Nejvice jedinct bylo diploidnich — 77, z toho 61 vzorkli nélezelo jednotlivym
druhlim a 16 hybridim. Déle bylo urceno 55 triploidi, dvé triploid — tetraploidni

mozaiky a pét tetraploidnich jedinca.

4.6 Populaéni diverzita

Mezi populacemi na jednotlivych lokalitach byla zaznamenéana zna¢na diverzita.
dvou rodi¢ovskych druht a jejich hybridnich biotypt s riznou urovni ploidie. SloZeni
populaci na jednotlivych lokalitach je uvedeno v tabulce 5, pfiloha IV a na obrazku 1,
ptiloha V.

Celkem byly objeveny 4 C(Cisté populace, sloZzené zjedinct piisluSejicich
k jedinému druhu. Populace dvou jedinct C. elongatoides se vyskytovala na lokalité 8.
Na lokalité 10 byla zaznamenana populace sestavajici z péti jedinct druhu C. elongata.
Cisté populace C. strumicae byly detekovany zaroveri na lokalitach 9 a 12.

Populace biotypu EEN byla nalezena na lokalité 5, zahrnovala 11 jedinct.
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Ke slozenym populacim patfily populace skladajici se pouze ze dvou biotypa.
Byla to jednak populace vyskytujici se na lokalité 6, kde vedle sebe bylo zaznamenano
12 jedincd C. elongatoides a jeden diploidni hybrid EN, dale pak populace tvoiena
jednim jedincem EN a jednim EEN z lokality 3.

Na lokalit¢ 1 byla objevena populace tvofena druhem C. tanaitica a hybridy EN
a ENN.

Dalsim typem smiSené populace byla populace z lokality 2, tvofena 4 jedinci
C. strumicae, ttemi trihybridy ENS a jednou mozaikou EEN/EENS.

Skladbou biotypll velmi podobna ptedchozi lokalit¢ byla lokalita 4, na které
se vyskytovalo 7 jedinci C. strumicae, 4 jedinci biotypu ENS a jeden tetraploid ENSS.

Jednou z nejkomplikovanéjSich sloZzenych populaci, které byly zaznamendny,
byla populace jedinct biotypt C. elongatoides, C. strumicae, EEN, ENS a EEN/EENS
z lokality 7.

Dalsi komplikovana populace byla objevena na bulharské lokalit¢ 11. Tvotili ji
jedinci nalezejici k biotyplim C. strumicae, EN, EEN, ENS, EENS, ENSS.

Populace zrumunské lokality 13 =zahrnovala jedince C. elongatoides,
C. tanaitica a vyhradné jejich hybridni biotypy, a sice EN, EEN i ENN, pfi¢emz

nejcastéji, dvanactkrat, byl zaznamenan biotyp ENN.
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S. Diskuse

Alozymova analyza

Pro jednotlivé druhy rodu Cobitis jsou znamy druhove specifické alely (Janko
et al., 2007; Slechtova et al., 2000), shrnuté v tabulce 1, ptiloha I. Pro C. tanaitica byly
pifi mnou provadénych alozymovych analyzach zaznamendny pouze alely
korespondujici s udaji uvedenymi pro tento druh v tabulce 1, pfiloha I, nebyly vSak
pozorovany vSechny znamé alely. V lokusu s-Aat byla detekovana pouze alela 071,
v lokusu Ldh B alela 100 a vlokusu Pgm také vyhradné alela 100. Ostatni alely
uvadeéné pro tyto lokusy u C. tanaitica v Janko et al. (2007) zaznamenany nebyly.

U druhu C. elongatoides nebyla v lokusu Gpi A pozorovana alela 098, v s-
Mdh A pak alela 040 a v Ldh B alela 117, jinak uvadéné v Janko et al. (2007). Ostatni
detekované alely se shodovaly s alelami v tabulce 1, pfiloha I. Navic, u dvou jedinct
na lokalit¢ 6 a u jednoho jedince z lokality 8, se v lokusu s-Mdh A objevila dosud
nezaznamenana alela 060.

U druhu C. strumicae se vyskytovaly vSechny alely shrnuté v tabulce 1, pfiloha
[. Vedle téchto znamych specifickych alel byla v lokusu Gpi A detekovéana alela 050
u dvou jedincd na lokalit¢ 9, v lokusu s-Aat alela 095 u jednoho jedince na lokalité
7 a alela 100, ktera se vyskytovala u jedinct ze Ctyf lokalit, a dale alela 200 v lokusu

Ldh A na lokalitach 2 a 4.
Rodicovské druhy

Z jednotlivych druhd byly zaznamenany druhy C. elongatoides, C. tanaitica a
C. strumicae (tabulka 5, pfiloha IV; obrazek 1, ptiloha V). Cobitis elongatoides, ktery

nebyl dosud v dunajskych pfitocich Bulharska zaznamenan, se vyskytoval samostatné

na lokalit¢ 8. Na lokalitich 9 a 12 byl zaznamenan samostatny vyskyt C. strumicae.
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Na vSech ostatnich lokalitdch, pokud byly druhy zaznamenany, pak vzdy spole¢né
s hybridnimi biotypy.

Na lokalit¢ 10 v Bulharsku byli detekovani jedinci C. elongata. To potvrzuje
diivé)si literarni udaj (Ivanova et al. 2003). Vyhradné samostatny vyskyt C. elongata
na dané lokalit¢ a nepfitomnost druhové specifickych alel v hybridnich genomech
potvrzuji, Ze nedochazi ke kfiZeni s jinymi druhy a jeho genom nepfispiva ke vzniku

a reprodukci hybridu.

Hybridni biotypy a smiSené populace

Diverzita hybridnich forem na pozorovanych lokalitdich je pomérné vysoka.
Byly zaznamenany jiz dfive pozorované hybridni biotypy EN, EEN, ENN, ENS, i nové
objevené biotypy EEN/EENS, EENS, ENSS. Na vétsin¢ ze zkoumanych lokalit
se hybridni biotypy vyskytovaly ve smiSenych populacich, spole¢né s jednim nebo
dvéma rodi¢ovskymi druhy (tabulka 5, ptiloha IV; obrazek 1, ptriloha V).

Doposud byl zaznamenan pouze jeden jedinec formy EN v dolnim Dunaji,
vmist¢ dlouhodobého reprodukéniho kontaktu obou rodiCovskych druhi
C. elongatoides a C. tanaitica. Primarni hybridi EN zde pravdépodobné vznikaji
vicenasobné, nezavisle na sobé (Janko et al., 2003, 2005a), a spole¢n¢ s nékterym
z rodiCovskych druhti se nasledné $ifi aredlem. Diky velkému procentu fertilizace
klonalnich vajicek, produkovanych gynogenetickymi hybridnimi samicemi, dochazi
k inkorporaci 3. genomu do genotypu hybrida od toho druhu, ktery slouzi jako donor
spermii pro gynogenezi (Janko et al., 2007). Vznikaji triploidni formy, které nahrazuji
primarni diploidni hybridy a danou hybridni linii stabilizuji (pfiloha V, obrazek 2).
Pfitomnost jedinct biotypu EN, dokonce na vice analyzovanych lokalitach (lokality 1,
3, 6, 11, 13), ukazuje na hybridizaci rodi¢ovskych druhti i v sou€asnosti a vznik
primarnich hybrida de novo.

Ke sloZzenym populacim patiila populace zlokality 1, tvofena jedinci
C. tanaitica a dvéma hybridnimi biotypy EN a ENN. Situace na této lokalit¢ odpovida
béznému  populanimu vzoru v Evropé, kdy jeden rodiCovsky druh,

pfidruzeny hybridnim biotyptiim, slouzi jako donor spermii pro gynogenetické hybridni
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samice. Tento model podporuje mimo jiné i soucasny vyskyt diploidnich a triploidnich
jedincd biotypti EN a ENN v oblasti zapadniho pobiezi Cerného mote (Janko et al.,
2007). Forma ENN vznikd zfejmé ndhodnym za¢lenénim haploidniho genomu
C. tanaitica do genomu primarniho hybrida EN pii gynogenezi.

Na lokalit¢ 5 byli pozorovani vyhradné jedinci hybridniho biotypu EEN,
bez pfitomnosti nekteré¢ho zrodi€ovskych druhl. Pravdépodobné se vsak nejednalo
o Cistou hybridni populaci, ale pouze nebyl pfi vzorkovani zachycen Zadny jedinec
rodicovského druhu.

Populaci z lokality 6 tvofili jedinci C. elongatoides a jeden primarni hybrid EN.

Unikétni sloZeni populace bylo pozorovano na lokalit¢ 13 v Rumunsku, kde
vedle sebe existovaly syntopicky druhy C. elongatoides, C. tanaitica a hybridni biotypy
EN, EEN, ENN. Zaznam primarnich hybridd EN opét ukazuje na recentni hybridizaci
rodiCovskych druhl. Soucasny vyskyt forem EEN, ENN pak vypovid4d o rovnocenné
schopnosti druhli C. elongatoides 1 C. tanaitica slouzit pfi gynogenetické reprodukci
hybrid jako donofi spermii.

Na vSech ostatnich lokalitdich se smiSenymi populacemi byl pozorovan i druh
C. strumicae a hybridni biotypy s jeho genomem. Nachazely se zde jednak populace,
ve kterych se vedle jednoho z primarnich rodi€ovskych druhti sympatricky vyskytoval
1 C. strumicae, ale 1 populace, ve kterych jediny druh, ke kterému se pfidruzovaly
hybridni biotypy, pfedstavoval vyhradné C. strumicae.

K vySe uvedenému prvnimu typu populaci pattila i populace z lokality 7. Zde
se spolecné nachazely dva rodicovské druhy - C. elongatoides, C. strumicae a déle
hybridni formy EEN, ENS a jedna triploid — tetraploidni mozaika ENS/EENS.

Populace z lokalit 2, 4, 11 piedstavovaly druhy typ populaci, ve kterych
se vyskytoval C. strumicae s hybridnimi biotypy bez pfitomnosti primarnich
rodi€ovskych druht. Na lokalité¢ 2 se druh C. strumicae nachazel spole¢né s formami
ENS a ENS/EENS, na lokalité 4 spole¢né s biotypy ENS a ENSS. V obou ptipadech
meéli vSichni zaznamenani hybridi inkorporovany genom C. strumicae. Naproti tomu
na lokalit¢ 11 byli vedle hybridnich biotypti s genomem C. strumicae ENS, EENS,
ENSS, pozorovani i jedinci forem EN a EEN.

Biotyp ENS byl zaznamenan ve vSech smiSenych populacich zahrnujicich druh

C. strumicae, a tedy téméf ve vSech hlavnich bulharskych tocich. Fakt, Ze byl s poctem
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22 jedinci nej¢astéj$im pozorovanym hybridnim biotypem naznaluje, Ze jeho vyskyt
neni vzacnym jevem. Pfitom do soucasné doby byli zaznamenani pouze tfi jedinci
biotypu ENS v bulharské fece Jantra (Janko et al., 2007). Navic, tetraploidni hybridni
biotypy s inkorporovanym genomem C. strumicae byly pozorovany vibec poprvé.
Podafilo se mi detekovat hned dvé odlisné formy, a to EENS a ENSS. Pozoruhodny
a ojedinély se zda byt i nalez dvou triploid — tetraploidnich mozaik ENS/EENS.

Zaznam vSech té€chto forem ukazuje na schopnost druhu C. strumicae slouzit
jako donor spermii pii gynogenezi hybridi a soucasné na schopnost hybridl
inkorporovat genom C. strumicae. A to i pies to, ze druh C. strumicae je ostatnim
druhtim hybridntho komplexu Cobitis taenia nesestersky a patii do jiné fylogenetické

linie zvané Bicanestrinia (Bohlen et al., 2006).

Analyza vajifek

Alozymovéa studie vaji¢ek byla provedena se snahou ovéfit jejich klonalni
povahu a potvrdit gynogeneticky zplisob rozmnoZovani, nebo naopak pozorovat redukci
genomu, a tim najit dikaz pro hybridogenezi. Pokud postupné uvazujeme znadmé
zpusoby asexualni reprodukce, jako jsou partenogeneze, gynogeneze a hybridogeneze,
z pozorovani, ze hybridi se ve vét§in¢ pfipadi vyskytuji spolecné s nékterym
zrodicovskych druhli, muizeme odhadovat na zplsob rozmnozovani zavisly
na spermiich hostitelského druhu. Vyjimkou byly dvé pozorované lokality (3, 5),
na kterych se vyskytovaly hybridni biotypy samostatné. Zde vsak predpokladame,
Ze diky nizkému poc¢tu vzorkl pravdépodobné pouze nedoslo k zachyceni hostitelského
druhu, nebot’ nezname dosud jediny piipad pravé partenogeneze u ryb.

Z vysledkii analyz dale vyplyva, Ze u vSech testovanych diploidnich
i triploidnich jedincu se fenotyp somatické tkané shodoval s fenotypem vajicek. Naopak
u hybridogeneze, napfiklad u vaji¢ek vodnich skokanli Rana esculenta, najdeme pouze
sadu jednoho rodi€ovského druhu. Druha je eliminovéna a znovu doplnéna parenim
s druhem, jehoZ genom byl eliminovan (napi. Choleva, 2004). Pritomnost kompletniho

genomu ve vSech analyzovanych vzorcich a syntopicky vyskyt se samci rodi¢ovskych
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druhti ukazuje na gynogeneticky zpisob reprodukce téchto biotypt. U diploidnich ani
triploidnich forem tedy nebyl zaznamenan Zadny naznak hybridogeneze.

Pozoruhodni je situace u dvou analyzovanych triploid — tetraploidnich mozaik
EEN/EENS. Pozorovana zde byla ¢aste¢na redukce ploidie, kdy ve vaji¢kach chybéla
alela druhu C. strumicae, jinak pozorovana v somatické tkani. Tento jev by se dal
vysvétlit dvéma odlisSnymi modely. U triploid - tetraploidni mozaiky ¢ast jedince tvoii
triploidni a ¢ast tetraploidni buiiky. Podle prvni z hypotéz by vajicka mohla vzniknout
z triploidnich bun€k. Tento fenotyp pouze zdanlivé Kkontrastuje s fenotypem
somatickym, kde vizualizace Ctyt alel tetraploidnich bunék zakryva existenci rovnéz
pfitomnych triploidnich somatickych bunék.. Druha hypotéza naopak navrhuje ptivod
vajicek z tetraploidnich bun¢k. Tento model by naznacoval redukci genomu a stal by se
prvnim podkladem pro potvrzeni hybridogenetické reprodukce v rodu Cobitis. Mezi
témito dvéma hypotézami bohuzel nemizeme pomoci alozymovych analyz rozhodnout

a mechanismus oogeneze u triploidn¢ - tetraploidnich biotypl zistava neroziesen.

Reprodukéni vztahy

Na zakladé¢ determinace jedinci pomoci genetickych analyz a faktu, Ze spole¢né
s C. strumicae se ve smiSenych populacich nachazeji i formy EN a ENS, navrhujeme

tento historicky reprodukéni scénéi(priloha V, obrazek 2):

V misté¢ reprodukéniho kontaktu rodicovskych druhtt C. elongatoides
a C. tanaitica v dolnim Dunaji vznikali jedinci primarniho hybridniho biotypu EN
(Janko et al., 2003, 2005a). Ptidruzeni k rodi€ovskému druhu se spole¢né s nim Sifili
arealem a fzi s gametami samce vznikaly nové také biotypy EEN (se samci druhu
C. elongatoides) a ENN (se samci druhu C. tanaitica). Dal§im §ifenim se v Bulharsku
setkaly aredly ,,dunajskych” druhl a jejich hybridi saredlem druhu C. strumicae,
pochazejiciho z egejské oblasti Balkanského poloostrova. Dostupnd alozymova
a geneticka data ukazuji, Ze mezi hybridy a jedinci C. strumicae dochazelo a dochazi
k intenzivni hybridizaci. Své€déi o tom pozorovani skladby bulharskych smiSenych

populaci z hybridi EN a ENN bez priméarnich rodiCovskych druhli pouze spole¢né
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s C. strumicae. DalSim diikazem je syntopicka piitomnost rovnéz trihybridni formy
ENS, kde predpokladame, Ze primarni hybridi EN vyuzili pro gynogenetickou
reprodukci druh C. strumicae a béhem gynogeneze doslo k fuzi klonalniho vajika
a spermie C. strumicae, inkorporaci nového genomu a vzniku této formy. Inkorporace
genomu C. strumicae jsou schopné nejenom diploidni, ale i triploidni linie - forma EEN
timto zplsobem déle dava vzniknout tetraploidnim jedincim EENS. Mize dochazet
1k pfidani genomu C. strumicae dvakrat za sebou a ke vzniku biotypu ENSS
z pivodniho ENS. Vysledkem hybridizaci je ptfitomnost az péti hybridnich biotypt (EN,
ENN, ENS, EENS a ENSS) a druhu C. strumicae na jedné lokalité, jak doklada piiklad
lokality 11.

Z evolu¢niho hlediska nemusi byt hybridni formy v takovém piipadé vazany
na primarni rodi¢ovsky druh, ale jsou schopny jako donora spermii pro gynogenezi
vyuzivat novy druh C. strumicae, se kterym se pak mohou §ifit do dalSich lokalit
nezavisle na pavodnich rodi¢ovskych druzich. Hybridizace s novym druhem zde rovnéz
vyvolava vznik a vysokou variabilitu novych hybridnich biotypti a klonalnich linii.

Podobna situace, kdy se hybridni biotypy vyskytuji v nepiitomnosti
rodiCovskych druhli, vazané na druh pidvodné v jejich genomu nezahrnuty, byla
zaznamenana v Rynu a v ukrajinské fece Bug. V oblasti jizni Ukrajiny a fece Ryn
pozorujeme samostatné bez primarnich rodi€ovskych druhl biotyp C. elongatoides -
tanaitica, v ukrajinské fece Bug biotyp C. elongatoides — taurica (EC). Oba uvedené
biotypy se sem rozsifily vdzané na novy hostitelsky druh C. taenia, o ¢emZ vypovida
i pfitomnost forem ENT, respektive ECT (Janko et al., in press). V tomto pifipadé
se vSak jedna o pfidruZeni sice nového, ale blizce pfibuzného hostitelského druhu,
zatimco v p¥ipadé C. strumicae v Bulharsku jde o druh fylogeneticky vzdalené;si. Tento
jev je vzacny i mezi asexualnimi obratlovci obecné, kdy hybridizace byla pozorovana

vzdy pouze mezi blizce pfibuznymi druhy.

Biogeografie

Genetické analyzy potvrdily vyskyt ¢tyf druht sekaveh (C. elongatoides,

C. tanaitica, C. strumicae a C. elongata), jiz diive zndmych z Gzemi Bulharska. Prace
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vSak vyznamné zptesnila rovnéZ poznatky o rozsifeni téchto forem (tabulka 5, ptiloha
[V; obrazek 1, ptiloha V). Ukazalo se, ze C. strumicae je na severu rozsiteny mnohem
vice na zdpad, nez uvadi Bohlen et al. (2006), a sice az po feku Arcar. Prace soucasné
potvrzuje, Ze C. strumicae nedosahuje Dunaje a ani tuto feku neptekonal dale na sever.
Studie ukazala, ze C. elongatoides obyva rovné€z jizni ptitoky Dunaje a nalezena byla
nejzapadnéjs§i lokalita druhu C. tanaitica v Dunajském systému (KoSava). Nalez
2003). Piekvapivy je syntopicky vyskyt C. elongatoides a C. tanaitica (lokalita 13) a
C. elongatoides a C. strumicae (lokalita 7), jinak striktn¢ parapatrickych druhd napfi¢
Evropou (Bohlen a Rab, 2001, Janko et al., in press). Zatimco genom druhu C. elongata
se zfeymé skutecné neucastni hybridizaci s jinymi druhy a priméarni hybrid mezi druhy
C. elongatoides a C. strumicae se jevi jako ojedinéla udéalost (Janko et al., in press),
prace piinesla doklad o neocekavaném geografickém rozsahu a intenzité hybridizaci
mezi hybridnim komplexem C. taenia a ,exotickym* druhem C. strumicae, ke kterym
dochazi ve vSech vyznamnych dunajskych pfitocich napii¢ celym Bulharskem, a které
nabizi idealni modelové Uzemi pro studium role neobvyklé hybridizace a dopadu

na evoluci sexualné-asexualnich hybridnich komplex.
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6. Souhrn

1. V letech 2005-2007 bylo studovano celkem 151 sekavcovitych ryb rodu Cobitis
z 12 lokalit v Bulharsku a jedné lokality v Rumunsku. Cilem prace bylo doplnit
udaje o biogeografii sekavci rodu Cobitis a o gynogenetickém mechanismu
reprodukce.

2. Pomoci elektroforetickych analyz 8 diagnostickych strukturnich enzymovych
lokust (Gpi-A, s-Aat, s-Mdh A, Gpi-B, Ldh-A, Ldh-B, Pgm, AK) byly
detekovany druhy C. elongatoides, C. tanaitica, C. strumicae, C. elongata
a hybridni biotypy EN, EEN, ENN, ENS, EEN/EENS, EENS, ENSS.

3. U druhtt C. tanaitica, C. elongata a C. strumicae doSlo k potvrzeni
predpokladaného vyskytu a k dalSimu upiesnéni poznatkli druhové distribuce.
Ukazalo se, Ze aredl rozsiteni C. strumicae nedosahuje Dunaje a nedoslo k jeho
prekonani. Druh C. elongatoides se na zéklad¢ diivejSich pfedpokladti skute¢né
vyskytuje také v jiznich pfitocich Dunaje.

4. Byl zaznamenan Casty vyskyt hybridniho biotypu ENS - na vSech lokalitach, kde
byl zaznamenan C. strumicae. Navic byly objeveny zcela nové tetraploidni
hybridni biotypy EENS a ENSS a triploid — tetraploidni mozaika EEN/EENS.
Data ukazuji na schopnost hybridi inkorporovat genom fylogeneticky
vzdaleného druhu C. strumicae.

5. Analyzou jednotlivych vaji¢ek vybranych jedinci byla potvrzena jejich klonélni
povaha a gynogeneticky zpusob reprodukce. Vyjimkou byly dvé mozaiky
samice EEN/EENS, u kterych pouzitd metoda elektroforetické analyzy vaji¢ek
neumoznila mechanismus oogeneze roziesit.

6. Mapovani skladby populaci s ohledem na gynogeneticky zplsob reprodukce
ukazuje na intenzivni hybridizaci C. strumicae s blizce nepiibuznymi druhy
a hybridy komplexu C. taenia, nebo-li, schopnost druhu C. strumicae slouZit
jako donor spermii pfi gynogenezi hybridi. Na zékladé dostupnych fakti byl

navrzen historicky reprodukéni scénar.
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Priloha I:

Tabulka 1: Druhové specifické alozymové alely (Janko et al., 2007; Slechtova et al.,
2000)

Cobitis GPI-4 | s4AAT | sMDH-A4 | LDH-A | LDH-B | GPI-B | PGM | AK
species
C. taenia 087 067 * 060 100 100 100 100 | 100
071 100 117 090
095 *

C. tanaitica 087 071 060" 100 100 100 090 | 100
078 100 105 100

100 117

C. taurica 087 071 060 100 100 100 090 | 100

C 098 * 085 040 100 100 100 100 | 100

elongatoides
100 087 070 117 200

113 100 100

C. 074 087 100 095 070 -200 | 100 | 100

melanoleuca
080

C. strumicae | 060 085 064 100 102 100 108 | 070
074 087

080

C. elongata 074 095 100 100 100 100 090 | 100

080

# = vzacné alely
+ = alela 060 je vzacna pro populace C. tanaitica z povodi fek Dunaj, Odra a Dnéstr, ale

je fixovana v populacich feky Don.



Priloha I1:

Piehled lokalit:

- ¢islo lokality, nazev lokality, koordinaty, oblast

. KoSava, 44° 04" 744“ N, 23° 01" 809“ E, Bulharsko

. Reka Aréar I, 43° 48" 620 N, 22° 50" 995 E, Bulharsko

. Reka Aréar II, 43° 48" 620N, 22° 50" 995“ E, Bulharsko

. Povodi Feky Cibrica, Slavotin, 43° 33" 695 N, 23° 04" 025 E, Bulharsko
. Reka gugavica, Krapéeste, 43° 23" 168“ N, 23° 18" 024* E, Bulharsko

. Reka Kozaéevski, Kozacevo, 43° 05" 088 N, 24° 44 804* E, Bulharsko

. Reka Katunecka, Bezha Novo, 43° 13" 862 N, 24° 24" 647 E, Bulharsko
. Reka Osam, 43° 13" 768“ N, 24° 52" 427 E, Bulharsko

. Reka Vidima, povodi Feky Jantra, 42° 50" 833“ N, 24° 54" 197“ E, Bulharsko
10. Reka Jantra, 42° 57" 500 N, 25° 09" 720 E, Bulharsko

11. Reka Jantra, Bjala 43° 28’ 902“ N, 25° 43" 203“ E, Bulharsko

12. Reka Jantra, Debnevo 42° 57" 489« N, 24° 50" 586“ E, Bulharsko

13. Reka Dunaj, Oltenica, 44° 04" 4047 N, 26° 43" 048* E, Rumunsko

o @ N N N AW =

Tabulka 2: Pocet analyzovanych vzorku z jednotlivych lokalit

Cislo Pocet Plvodni znaceni vzorkt
lokality |vzorkt

1 4 B1/ ¢islo vzorku

2 8 B4/ cislo vzorku

3 2 B3, B4

4 12 B10/ cislo vzorku

5 12 B14/1-11

6 18 B23/ ¢islo vzorku

7 18 B25/ cislo vzorku

8 3 Osam 2 - ¢islo vzorku
9 5 ATJI1-5

10 5 B33/ cislo vzorku




11 36 B36/ cislo vzorku
BO36/¢islo vzorku

12 2 Dejal -2

13 26 OLT1-26




Priloha III:

Tabulka 3: SloZeni pufri pouZitych pro elektroforézu alozymt Cobitis a podminky

elektroforézy (hodnoty udavaji napéti a proud pii pouziti geld o mocnosti 6 mm)

Oznadeni pufru SloZeni

v gelovy pufr: elektrodovy pufr:

0,026 M Tris (15,7g) 0,426 M Tris (257,9g)
0,007 M kys.citronova (7,3g) 0,063 M kys.citronova (66,2g)

doplnit do 5 000 ml dest. vodou; | doplnit do 5 000 ml destil. vodou;

pH 7,4 pH 8,6
hodnota nastaveni: 180V, 50 mA na 2 gely, 17 hodin v lednici
zasobni roztok: 0,08 M kys. citronova (84,05g)
MC2
doplnit do 5 000 ml dest. vodou, pH upravit na
6,2 aminopropylmorfolinem
gelovy pufr: elektrodovy pufr:
100 ml z&sobniho roztoku nefedény zasobni roztok
doplnit do 2 000 ml dest. vodou
hodnota nastaveni: 200V, 50 mA na 2 gely, 17 hodin v lednici
zasobni roztok A:| 0,0147 M kys. citronové (2,85g bezvodé nebo
F 3,1g s krystalovou vodou)
doplnit do 1 000 ml dest. Vodou
zasobni roztok B: 0,05 M LiOH (11,97g bezvody, 20,98g s

krystalovou vodou)
doplnit do 1 000 ml dest. Vodou

gelovy pufr: elektrodovy pufr:

270 ml roztoku A 200 ml roztoku B

6 ml roztoku B

doplnit do 1 000 ml dest.vodou | doplnit do 1 000 ml dest. Vodou

hodnota nastaveni: 350-400 V, 50 mA, 5-6 hodin v lednici, chlazeni
vodou

V - Valenta a kol. 1971; MC2 - Clayton a Tretiak 1972; F — Ferguson a Wallace 1961



Tabulka 4: Piehled enzymovych systému a analyzovanych lokusi

Enzym Zkratka | EC. No. | Lokus Pufrovy
systém
Adenylat kinaza a AK 2.7.4.3 |Ak \Y%
Aspartat aminotransferaza |AAT 2.6.1.1 |sdat MC2
Fosfoglukomutaza PGM 2.7.5.1 |Pgm V,F
Glukoza-6-fosfat isomeraza | GPI 53.1.9 |Gpid, GpiB |V, F
Laktat dehydrogenaza LDH 1.1.1.27 | Ldh-A, Ldh-B|V
Malét dehydrogenaza MDH 1.1.1.37 | sMdh A MC2

Slozeni barvicich roztoku:

LDH: laktat dehydrogenasa, E. C. klasifikace - 1. 1. 1. 27.
v mikrovinné troubé rozvatime 0, 3 g agaru se 30 ml 0, 1 M TRIS-HCI pufru
pHS8,2 *
na michaéce pridame: - 10 ml 0, 05 M pyrofosfatu sodného
-2 ml 1 M mléénanu sodného pH 8, 5
- po ochlazeni na pfiblizné 40°C ptidame 15 ml
,barvicky* (200 mg NAD, 150 mg NBT, 20 mg PMS ve
150ml destilované vody)

Dobte promichame a rovnomérné rozprostieme na oba gely. Inkubujeme v termostatu
pii 37°C do intenzivniho vybarveni.

MDH: malat dehydrogenasa, E. C. klasifikace - 1. 1. 1. 37.
v mikrovlnné troubé rozvatime 0, 3g agaru se 30 ml 0, 1 M TRIS-HCI pufru
pHS8,2
na michaéce piidame: - 10 ml 0, 05 M pyrofosfatu sodného
-2 ml 1 M jable¢nanu sodného pH 8, 5-9
- po ochlazeni na pfiblizné 40°C ptidame 15 ml ,,barvicky*
(200 mg NAD, 150 mg NBT, 20 mg PMS ve 150 ml
destilované vody)

Dobfie promichdme a rovnomérné rozprostfeme na oba gely. Inkubujeme v termostatu
pti 37°C do intenzivniho vybarveni.

GPI: glukosafosfat isomerasa, E. C. klasifikace - 5. 3. 1. 9.
v mikrovlnné troubé rozvafime 0, 3g agaru s 30 ml destilované vody
na micha¢ce pfidame: - 30 ml 0, 5 M Tris-HCI pufru pH 8, 0
-5ml 0,2 M MgCl,
- 0, 04g F-6-P Na v 1 ml redestilované vody,
-0, 02g NAD v 1 ml redestilované vody,
-0, 005g NADP v 1 ml redestilované vody,
-0, 005g NBT ve 2 ml redestilované vody
-0,005¢g MTT v 1 ml redestilované vody
-0, 005g PMS v 1g redestilované vody
Po zchladnuti na pfiblizné 40°C pfidame 5 mikrolitrit (17 I. U. ) G-6-PDH, rovnomérné
naneseme na oba gely a inkubujeme v termostatu pfi 37°C do intenzivniho vybarveni.




PGM: fosfoglukomutasa, E. C. klasifikace - 5. 4. 2. 2.
v mikrovlnné troubé rozvatime 0, 3g agaru s 30 ml destilované vody
na michacce pfidame: - 20 ml 0, 5 M Tris-HCI pufru pH 8, 0,
-5ml 0,2 M MgCI2
- 0, 1g G-1-P Na; rozpustény v 1 ml redestilované vody
- 0, 02g NAD rozpustény ve 2 ml redestilované vody
- 0, 005g NADP rozpustény v 1 ml redestilované vody
- 0, 005g NBT rozpustény ve 2 ml redestilované vody
- 0, 005g MTT rozpusténé v 1 ml redestilované vody
- 0, 005g PMS rozpusténé v 1 ml redestilované vody
Po zchladnuti na pfiblizné 40°C ptidame 5 mikrolitrti (17 I. U. ) G-6-PDH, rovnomé&rné
nalijeme na oba gely a inkubujeme pfi 37°C v termostatu do intenzivniho vybarveni.

AK: adenylat kinasa, E. C. klasifikace - 2. 7. 4. 3.
v mikrovlnné troubé rozvatime 0, 3g agaru s 30 ml destilované vody
na michacce pfidame: - 30 ml 0, 2 M Tris*“A* pufru pH 8, 0,
-2ml 0,5 M MgCI2
- 0, 4g a-D glukose
-0, 12g ADP
- 0, 04g NAD rozpustény ve 2 ml redestilované vody
- 0, 005g NADP rozpustény v 1 ml redestilované vody
-0, 01g MTT rozpusténé v 1 ml redestilované vody
- 0, 005g PMS rozpusténé v 1 ml redestilované vody
Po zchladnuti na pfiblizn€ 40°C ptidame 10 mikrolitrti (17 I. U. ) G-6-PDH a 10
mikrolitri hexokinasy, rovnomérné nalijeme na oba gely a inkubujeme pii 37°C v
termostatu do intenzivniho vybarveni.

AAT (GOT): asparat aminotransferasa, E. C. klasifikace - 2. 6. 1. 1.

gel se necha inkubovat 20 minut na platicku v lazni 120 ml 0, 2 M Tris“A* spolu

s 0,16 g ASP, 0,08 g a-KG a5 0,02 g PRD,

v mikrovinné troub¢ rozvatime 0, 3g agaru s 30 ml 0, 2 M Tris“A*

na michacce pfidame: - 30 ml 0, 2 M Tris“A* pufru pH 8, 0,

- ,,Fast Blue BB* na $picku skalpelu

dobfe promichame a po zchladnuti na pfiblizné 40°C rovnomérné rozprostieme na oba
gely. Inkubujeme v termostatu pti 37°C do intenzivniho vybarveni.




20l 00T 00l 180 001
20100100} | 001001001 | 00L#90+90 | 280280120 | /80080090| L| Uup SSN3
001001020 | 80L00L00L 002001001 | 001490090 | 2802804120/ 00L280090| #| ug SN3
0,0020 801801 00400} 20120l 002001 #90%90 /80/80 v.0v.0| 1
020020 801801 001001 20120l 00100} ¥90%90 /80/80 ¥20090| ¢
0,00.0 801801 001001 20120} 001001 #90%90 /80/80 080090 €
020040 801801 001001 ¥90%90 /80/80 0800 L| ug Ss 14
001001001 00L00L00L | 00LO0LOOL | 00LG80LZ0 | ELLELLZBO| L] ug N33
00100} 00100} 001001 001001 001001 004120 00L/80| L| ug N3 €
00l 001
001001020|80L00LOOL | 00LO0LOOL | 20L00L0O0L | 00L00LOOL | 00L+90090 | 00L280LL0| 001280080 | L| up/c | SNII/NIT
001001020|80L00LOOL | 00L00LOOL | 20L00L0O0L | 002001001 | 00L00LY90| 00L280L20 | 001280080
001001020 | 80100100} 00,00L001 | 00LO0L¥90 | 00LO0LL20| 00L280080| Z| ug SN3
00040 801801 001001 20120l 002002 #90+90 001280 080080/ |
020040 801801 00100} 201201 002001 9090 180.80 080080/ |
0.00.0 801801 001001 201201 001001 ¥90%90 /80780 080090| 2| uz SS 4
001001001 | 00L00L00L | 00L0O0LOOL | 00L00L00L | 00L00LOOL | 00LO0LOOL | 00L120L20] 001280280 2| ug NN3
001001 00100} 001001 001090 001120 004/80| L| vz N3
001001 001001 001001} 001001 001001 090090 120120 180/80| L| vz NN |
Aexoj
AV wbd g-ido g-upl V-UP1| V UPW-S jey-s vido| N d dfjoiq| ojsi2

s1j1qo)) npo1 ndA101q yoLueAopnis Yoasnyo] YOAAOWAZO[R A BI[IQRLIEA G BY[NqE]

noutpaf yoLueaozAeue 1090d N

arprofd ¢

1ozaw zaq Augsdez nos( [o[e sovuIqUIOY ‘WI[SIY WAuIaJIdfon eURAOULOp B[o[e BpZEY of yoeymae: yoimpajseu A

‘Al BYOILId



00L00!} 00L00L 00lL00!L 001001 00lL00} 001090 001580 0oloot| 1
00L00} ooLool 001001 00L00l1 G80580 €Loot| 1 ug 33
€Ll
001001040]80100L00L 0oiLoolool 001001120]001280090| || Uup/€| SNII/NI3
001L001020] 801001001 001001001 | 00L+90090| 001280120 | €1L1280080| |
001001040]80100L00L ¢01001001 | 001001001 | 00LOOL¥90) 00L2801L20| 001280080 |
001001020] 801001001 | OOLOOLOO} | COLOOLOOL | 00LOOLOOL | 00LOOL¥90| 00L00L1L20| 001280080 L ug SN3
00100100} | 00L0OOLOOL | 00L00LOOL | OOLOOLOOL | 00LOOLLZ0| 00L00LZ8O| L
00100100} | 0OL0OOLOOL 001001004 ] 001001090 | OOLOOLLZO|0OLOOLZBO]| | ug N33
0£0040 801801 0oiLool ¥90¥390 560480 080080 1
040040 801801 001001 ¢0lcol 00L001 ¥90¥90 280280 080080 | G
040040 801801 001001 ¢0120l 00L00l ¥90¥90 280/80 080090 | ¢ ue SS
001001 €LooL| 1 uc 33
00L00!} oolLool 00Lo0l €LLi80| 1 uc N3
oolLool 00Lo0!l 00100} 0olLool 0o0Lo0!l 00iL00L| ¢
00lL00} 0oLool 0oiLool 0oLool 00Lo0l €LooL|
00100l 040090 ELLELL] |
00Lo0l 001040 ooLooL| 1
00L00} 00lL00} 0olLool 0olLool 00L00l 00i001 G80S80 eLieLL| 1
00lo0l 00iL00} 00100} 00iL00!1 0oiLool 0olool 001001 cLiclL| ¥
00l00lL 00L00} 00L00} 00Lo0lL oolLool 001090 001001 €LooL| 1
00lLo0lL 00LoolL 00iLo0l 001001 00L00!L oolool 001580 €LooL| 1L uc 33
00100100} | 00LOOLOOL | OOLOOLOOL | OOLOOLOOL 0ooLooLZ80] L
001001001 | 001001004 | 00LOOLOOL | 00LOOLOOL | 00LOOLOOL | 00L00L020| 00L0O0LLZ0|00L00OLZL8O| L
00100100} 00100100} | 00LOOLOOL | 0OLOOLOOL | 00LOOLOOL | 00L0L0090| 00L00LLLO|€L1L00LL80| €
001001001 00100100l | 00LOOLOOL | 00LOOLOOL | 00LOOLOOL | 00L00L090 | 00LS80L20| 00L00LL80] £ ug N33




00} 00}
001 #90%90 /80080v20| 1
001 801 001 Z01 00} 00} 00} 00l
001020020 | 801L00L00L | 00100L00L | Z0L00LOOL | 00L00LOOL | 00190490 | 280280120 | 280080090| 1| up SSN3
00} 801 00} Z0l 00} 00} 00} €Ll
001001020 00L00L0OL | 00L00LOOL | 00L00L00L | 00L00L0OL | 00L00L+90 | 280580120 | 004280080 L
00} 801 00} 20l 00} 00} 00} €Ll
00,001020 | 00L00L0OL | 00L00L0OL | 00L00L0OOL | 00L00LOOL | 00L00LF90 | 001280120 €11280080| L| up SN33
00100100} | 0010000} | 00L00LOOL | 00L00LOOL | 00L00LOOL | 00L00LOOL | 00LOOLLZO| ELLELLZBO| L| ug N33
00100L020| 80L00L00L | 00L00LOOL | Z0LOOLOOL | 00L00LOOL | 00L00L+90 | 001280120 | 001280080| +
001001020 80L00100L | 002001001 | Z0LOOLOOL | 00L00LOOL | 001020790 | 001280L20| 001280080| 2
001001020 | 80L00L00L | 00Z00LOOL | Z0LOOLOOL | 00L00L0OL | 00L00L 90| 001580120 | 001280080 L
00,0010/0| 80L00L00L | 00L00LOOL | Z0LOOLOOL | 00L00LOOL | 00L00L+90 | 001280120 | €11280080| €
001001020| 80100100} | 00LO0LOOL | Z0LOOLOOL | 00L00LOOL | 00L00L090 | 001280420 | 001280080 |
00L00L020| 80100100} | 00L00LOOL | 2Z0L00LOOL | 00200L00L | 00LO0LY90 | 00L280420| €L1L280090| L| ug SN3
00L00L| 00LOOL| 00LOOL| 00LOOL| ©00LOOL| 00LO90| 0OLLZ0|  00L/80]| I
00L00L| 00LOOL| ©00LOOL| 00LOOL| 00LOOL| 00LOOL| 00LLZO| €11/80| 2
00L00L| 00LOOL|  00LOOL 00,00L| oo0LoOL| oOLLZ0| ooLz80| 9| uz N3
004001 ¥90%90 080080 2
¥90$90 080¥.0| |
0/00/0| 80180L| 00L00L| zOLZOL| ©00LOOL| +90v90|  /80/80| 080090| €
0/00.0| 90180L| 00Z-00L| ZOLZOL| 0O0LOOL| +90v90|  /80/80| 090090| Z| uz Ss LL
004001 00400L|  00LOOL 080v.0| ¥ e
00L00L| 060060| ©00LOOL| 00LOOL| 0OLOOL| ©00LOOL| S60S60| 080080| L| uz| 1ebuojed 0l
0/00/0| 80180L| 00L0OL| zOlZOL| 00L0OL| ¥90¥90| 00L/80|  +/00S0| I
0,00.0| 801L80L| 00LOOL| zOLZOL| 0O0LOOL|  +90v90|  /80/80| 080¥.0|
0/00/0| 80180L| 00L00L| 2ZOLZOL| 0OLOOL| +90v90| /80/80| 0800S0| 2| ugz SS 6




00100100} | 00100L0O0L | 00LOOLOOL | 00LOOLOOL | 00LOOLOOL | 00LOOLOOL {00LL20LL0|€LL280280| C
0
001001004 ] 00L00L0OOL [ 00LOOLOOL | 00LOCLOOL | 00LOOLOOL | 00LOOLOOL | 00LLZ0LL0O| 0041280480 L ug NN3
001001001 | 00L00LOOL | 00LOOLOOL | 00LOOLOOL | 00L00LOOL | 00L00L00L | 00LS80LL0| 00L00LZBO| L
001001001 | 00100L0OOL | O0LOOLOOL | 0OLOOLOOL | 00L00LOOL | 00L00LOOL | 00LG80LL0| €LLO0LLBO| € ug N33
00lo0l 00L00l 001001 00L00!L 0oLo0l 001090 00L 120 00L/80| |
00100} 00lL001 001001 00l001 001001 00lLo0l 00L1Z0 €L1/80| € uc N3
ocoLool 00L00l 00lL00!1 00L001 00L00L 0oLo0l 120120 /80/80| S u¢ NN
ootLool 001001 001001 00L00!} 00L00L 001040 00Lo0l ooLooL| 1 ug 33 €l
040040 80180} 00L001 c0L2ol 00100} 790¥90 £80/80 080050 |
0£0040 801801 00Lool c0lcol 00Lool ¥90¥90 001280 0900S0| | ug SS ¢l




Tabulka 6: Porovnani fenotypu somatickych bunék a vaji¢ek

Cislo vzorek biotyp tkan N |GpiA s-Aat s-Mdh
lokality
2 Cob1 ENS somaticka 080087100 071100100 064100100
vajicka 121080087100
10 071100100 064100100
Cob.2 SS somaticka 060080 087087 064064
vajicka 141060080
10 087087 064064
B4-22 SS somaticka 080080 087100 064064
vajicka 10080080
10 064064
B4-23 EEN/EENS | somaticka 080087100100 | 071087100100 | 060064100
vajicka |6 [087100
5 {087100100
12 071100100 060100100
3 Cob.3-B3 |EEN somaticka 087113113 071085100 100100100
vajicka 121087113113
10 071085100 100100100
4 B10-9 ENS somaticka 060087100 071087087 060064100
vajicka 121060087100
10 071087087 060064100
B10-10 ENS somaticka 060087100 071087087 060064100
vajicka 121060087100
10 071087087 060064100
B10-12 SS somaticka 074080 087087 064064
vajicka 121074080
10 087087 064064
5 B14-2 EEN somaticka 087100113 071100100 060070100
vajicka 10087100113
10 071100100 060070
B14-10 EEN somaticka 087100100 071085100
vajicka 121087100100
10 071085100 060100100
6 B23-3 EE somaticka 113113 100100 100100
vajicka 101113113
10 100100 100100
7 B25-4 EEN/EENS | somaticka 060087100113 | 071100100
vajitka 141087100113
8 071100 060070
3 071100100 060070
B25-5 SS somaticka 080080 087095 064064
vajicka 9 (080080
10 087095 064064
B25-10 EEN somaticka 087100100 071100100 100100100
vajitka 10| 087100100
10 071100100 100100
11 B36-1 EN somaticka 087100 071100 100100




vajicka | 16[087100
12 071100 100100
B36-2 EN somaticka 087100 071100 100100
vajicka | 10087100
10 071100 100100
B36-4 EN somaticka 087100 071100 100100
vajicka | 12087100
10 071100 100100
B36-7 EN somaticka 087113 071100 100100
vajicka [12]087113
10 071100 100100
B36-8 EEN somaticka 087113113 071100100 100100100
vajitka [10[087113113
10 071100100 100100100
B36-9 ENS somaticka 080087113 071087100 064100100
vajicka [10[080087113
10 064100
B36-10 |EN somaticka 087100 071100 100100
vajicka [ 10[087100
10 071100 100100
B36-15 [SS somaticka 060080 087087 064064
4 060080
vajicka 12 087087 064064




Priloha V:
Obr. 1:

lokalit (1-13, Cislovani odpovida pichledu lokalit v pfiloze

néni

Obr. 1: Grafické znazo

II). Nad Ci

kazdym cCislem lokality se nachazi piehled pfitomnych biotypi dané
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lokality. Zlutda — genom C. elongatoides, modra — C. tanaitica, $edohndda — C.
strumicae, zelena C. elongata, 2n — diploid, 3n — triploid, 4n — tetraploid, * oznacuje
mozaiku EEN/EENS Cérkovana linie vymezuje zénu mezi rozsifenim druhd C.
elongatoides a C. tanaitica (na sever od linie) a C. strumicae (na jih od linie) v
Bulharsku a ptedpokladanou oblast kontaktu hybridnich biotypli pochézejicich ze

severu s C. strumicae, pochazejiciho z jihu.



Obr. 2:
C. elongatoides x C. tanaitica
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Redukce genomu mozaiky EEN/EENS?

Obr. 2: Schéma navrhu sméru hybridizace mezi druhy C. elongatoides, C. tanaitica, C.
strumicae a vzniku diploidnich a polyploidnich gynogenetickych hybridd znAmych z
dunajskych pfitokii Bulharska. Kontakt spermie s diploidnim &i triploidnim klonalnim
vajickem vede bud'to pouze k aktivaci jeho ryhovani bez genetického vkladu otce
(gynogeneze) a udrZeni ploidni arovné, ancbo nahodna fiize zvySuje ploidii potomka.
Absence pentaploidi naznaCuje, Ze hypoteticky vznikajici tetraploidni vajiCka
tetraploidnich jedinch, jsou-li vibec plodni, nejsou jiz dile oplodnéna, pouze

aktivovana k embryogenezi.
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M (samec), F (samice), * vyskyt biotypu také jako mozaika EEN/EENS, Zluta — genom
C. elongatoides, modra - genom C. tanaitica, $edohnéda — genom C. strumicae, 2n —

diploid, 3n — triploid, 4n — tetraploid.



