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Uvod

P1i vyzkumu genetické diverzity chranéngych druht ryb byla vénovéana pozornost i ouklejce
pruhované Alburnoides bipunctatus (Bloch, 1872). V minulosti byla ouklejka pruhovana
roz&itena po celém Gzemi CR v proudivych Gsecich vodnich toku, predeviim charakteru
parmového pasma. Vyzkumy v poslednich letech prokézaly, Ze tento druh v povodi Labe
a Vltavy je mozno hodnotit jako kriticky ohrozeny. Vyrazné hojnéjsi je vyskyt tohoto druhu
v povodi Odry a Moravy (Hanel & Lusk 2005, Lusk et al. 2006). Ouklejka pruhovana je
vyznamnym bioindikatorem kvality vodniho prostfedi i ¢istoty vody a z hlediska ochra-
narského je hodnocena jako ,,siln€ ohrozeny druh® (Vyhl. 395/1992 Sb.). V této studii jsou
prezentovany poznatky o rozsiteni tohoto druhu v CR a predbézné vysledky genetickych
analyz v kontextu s dal$imi lokalitami v Evrop¢. Pro identifikaci vnitropopulaéni a mezipo-
pulaéni diverzity byly pouzity vhodné molekularni markery.

Material a metodika

Aktualn{ poznatky o vyskytu ouklejky pruhované byly ziskany ichtyologickym v§zkumem
v prubéhu poslednich 10 let. Negativni faktory ovliviujici vskyt ouklejky pruhované do-
kumentuji pouZzité publikované studie z druhé poloviny 20. stoleti.

Elektroforézou tkanovych extrakta (svaly, jatra) na Skrobovém gelu byla zkouména ge-
neticka variabilita populaci ouklejky pruhované z fek Betva (29 ks), Vsetinska Becva (23 ks)
a Dyje (15ks) spadajicich do povodi Moravy (tmor{ Cerného more). Tkanové extrakty byly
pripraveny homogenizaci alikvotu tkané s pufrem (Valenta et al. 1971) v chladu, super-
natanty po centrifugaci byly pouzity k elektroforéze. Detekce byla provadéna metodami
podle: Valenta et al. (1971) — LDH, MDH, SOD, Buth & Murphy (1981) — GPI, PGM, Har-
ris & Hopkinson (1976) a Pasteur et al. (1987) — ostatni enzymy. Nazvoslovi lokusu a alel
bylo pouZito podle doporuteni Shaklee et al. (1991). Statistické vyhodnocen{ vysledkt bylo
provedeno programem ,,BIOSYS-1* (Swofford & Selander 1981), ktery umoZznuje vypocet
zékladnich genetickych populatnich parametru (procento polymorfnich lokusu, praimérny
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Tab. 1. Studované taxony, lokalizace sbéru vzorka, pocet jedinct a pfistupové &isla databaze GenBank (N, po-
Cet jedincl; H_1-17, oznaten{ haplotypu; CZ, Ceska republika; FRA, Francie; GRE, Recko; HR, Chorvatsko;
Sk, Slovensko; RUS, Rusko).

Linie/taxon N ﬁeka, povodi, stat, (¢. haplotypu) NCBI (prist. ¢.)
Linie_I 1 Betva, Morava, CZ (H_5) zaslano
A. bipunctatus 2 Jevitka, Morava, CZ (H_6) zaslano

5 Jihlava, Morava, CZ (H_9) zaslano

2 Kocaba, Vltava, CZ (H_2) zaslano

2 Morava, Morava, CZ (H_7) zaslano

1 OlSava, Hornad, SK (H_4) zaslano

2 Olge, Odra, CZ (H_3) zaslano

1 Vset. Betva, Morava, CZ (H_8) zaslano

1 Saone, Loire, FRA (H_1) Y 10445
Linie_II 1 Korona, HR (H_11) zaslano
Alburnoides sp. 1 Kupa, Sava, HR (H_12) zaslano

1 Satla, HR (H_13) zaslano

1 Sava, Sava, HR (H_10) zaslano
Linie_ITT 1 Aoos, GRE (H_17) AF090740
A. bipun.ohridanus 1 Prespa jezero, GRE (H_16) AF090741
Linie_IV 1 Strymon, GRE (H_14) AF090742
A. bipun.strymonicus
Linie_V 1 Las’va, Kama-Volga, RUS (H_15) zaslano
Alburnoides sp.

potet alel na lokus, prumérnou heterozygotnost populace aktualni{ i teoreticky otekévanou,
mezipopulacni genetické vzdalenosti a podobnosti).

Pro molekularné genetické analyzy byly pouZzity vzorky ploutvi ziskanych v letech
2004-2008 z 21 jedinct ouklejky pruhované z tfinécti lokalit &tyf amori — Baltského more,
Cerného more, Kaspického more a Severniho more (Tab. 1): Be¢va (povodi Moravy, CZ),
Jevitka (povodi Moravy, CZ), Jihlava (povodi Moravy, CZ), Kocaba (povodi Vltavy, CZ),
Morava (povodi Moravy, CZ), OlSava (povodi Hornadu, SK), Ol$e (povodi Odry, CZ), Vse-
tinska Becva (povodi Moravy, CZ), Korona (HR), Kupa (povodi Savy, HR), Satla (HR),
Sava (povodi Savy, HR) a Las’va (povodi Kama-Volhy, RUS).

DNA extrakce, PCR amplifikace a sekvenovani

Celkova genomova DNA byla izolovana z ¢asti prsni ploutve metodou fenol-chloroform-
isoamylalkohol (Sambrook et al. 1989). Pro amplifikaci kompletniho genu cytochromu b
(cyt b) byly pouzity primery GluDG.L a H16460 (Palumbi 1996, Perdices & Doadrio 2001).
PCR reakce byla provedena v TGRADIENT Thermocycleru (Whatman Biometra) dle pod-
minek: 2 min 94 °C, nasledovano 5 cykly: 45 s 94 °C, 45 s 53 °C, a 1,5 min 72 °C, poté
nasledovalo 29 cykla: 45 s 94 °C, 45 s 58 °C, a 1,5 min 72 °C a na zavér jeden extenéni krok
7 min 72 °C. PCR produkty byly precistény precipitaci PEG/Mg/NaAc (26% Polyethylene
glycol, 6,5mM MgCl, . 6H,0, 0,6 M NaAc.3H,0). Cisté PCR produkty byly sekvenovany
genetickym analyzatorem ABI PRISM 310 (Applied Biosystems). V§echny PCR amplikony
byly opakované oboustranné sekvenovany. DNA sekvence byly upraveny pomoci Seqman
modulu (Lasergene v. 6.0, DNASTAR Inc.). Zkoumani sekvence byla ovéfena porovnanim
s databazi GenBank.
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AN\ Cemé mofe
Obr. 1. Lokality populaci ouklejky pruhované na tzemi Ceské republiky a Slovenska (1 — Becva, 2 — Jevitka,
3 —Jihlava, 4 — Kocéba, 5 — Morava, 6 — Olsava (SK, povodi Hornadu), 7 — Ol3e, 8 — Vsetinsk4 Betva).

Fylogeneticka analyza
Pro porovnani byly do analyzy zarazeny i sekvence Alburnoides z databaze GenBank:
Y10445, AF090740, AF090741, AF090742. Jako outgroup byla zvolena sekvence Alburnus
alburnus (DQ350253).

Program ModelTest 3.8 byl pouZit pro zjistén{ nejvhodnéjsiho modelu nukleotidové sub-
stituce (Posada 2006). Fylogenetické vztahy byly zkoumany algoritmem neighbour-joining
(NJ), kritéria optimality: maximum parsimony (MP) a maximum-likelihood (ML), a také
pomoci Bayesovy analyzy (BI). Pro fylogenetickou analyzu byly sekvence cyt b importova-
ny do programu PAUP* 4.0B.10 (Swofford 2002). V ramci NJ analyzy byla po¢itina DNA
distance. Neparametricka bootstrap analyza s 1000 pseudoreplikacemi byla provadéna pro
ziskani odhadu nodalni podpory v NJ stromu. Pro konstrukci MP fylogramu byla pouZzita
analyza nevaZzené parsimonie s ,,branch-and-bound” vyhledavanim. Stupen spolehlivosti
vyslednych vztah byl odhadovéan bootstrap analyzou s 1000 replikacemi. ML analyza byla
provadéna pod modelem GTR+I" s ,,branch-and-bound” algoritmem a 100 bootstrap repli-
kacemi. Bayesovska analyza byla provadéna v programu MrBayes 3.1.2 (Ronquist & Huel-
senbeck 2005). Start byl zahdjen z ndhodného stromu a Ctyfi Markovovy retézce byly poci-
tany (1 x 10° generaci se samplovaci frekvenci 100). Nejvhodnéj$i model byl specifikovan.

Pro odhadnut{ genealogickych intraspecifickych vztaha byla konstruovana haplotypova
sit's vyuzitim statistické parsimonie (Templeton et al. 1992) implementované do programu
TCS 1.21 (Clement et al. 2000). Byl pouZzit 95% spojovaci limit, k rozpojeni dochazi v pri-
pad¢ deseti a vice mutatnich krokua.

Priprava mikrosatelitovych lokust

Pro pripravu mikrosatelitovych markert bylo vyuZito primeru designovanych z genomo-
vych knihoven Cyprinus carpio, Luxilus cornutus a Labeo rohita. Tyto byly otestovany
na 61 jedincich ze 7 populaci A. bipunctatus z tmori Cerného more (Betva, Vsetinska Bet-
va, Blata, Jevitka, Jihlava, Morava a Ol8ava). Bylo testovano 23 paru primeru: sedm od C.
carpio (Crooijmans et al. 1997), pét od L. cornutus (Turner et al. 2004), deset od L. rohita
(Gheyas, pers. comm.) a jeden od B. barbus (Chenuil et al. 1999). Pro identifikaci mikro-
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Tab 2. Cross-species amplifikace pomoci primert z C. carpio (MFW), L. cornutus (Lco) a L. rohita (Rohu).
Primerové sekvence, opakujici se motiv, N: pocet jedincu; Ta: annealingova teplota, koncentrace Mg?* iontu.

Lokus Primerova sekvence (57-37) Motiv opakovdni N T (°C) Mg* (mM)

MFW1 F: GTCCAGACTGTCATCAGGAG (CA) * 61 52 1,5
R: GAGGTGTACACTGAGTCACGC

MFW5 F: GAGATGCCTGGGGAAGTCAC (CA)* 61 57 1,5
R: AAAGAGAGCGGGGTAAAGGAG

MFW17 F: CTCAACTACAGAGAAATTTCATC (CA) * 61 50 1,5
R: GAAATGGTACATGACCTCAAG

MFW19 F: GAATCCTATCATGCAAAC (CA)* 61 55 1,5
R: GCACAAACTCCACATTGTGCC

Lco3 F: GCA GGA GCG AAA CCATAAAT (TG), 14 57 1,5
R: AAA CAG GCA GGA CAC AAAGG

Lco5 F: TTA CAC AGC CAA GAC TAT GT (CAGA)2(CA), 61 57 1,5
R: CAAGTG ATT TTG CTT ACT GC

Lco6 F: CCACAC AGAGCATTT GTATT (CA), 57 47 2,5
R: GTG GCT GAT TTC ATT ATT CA

Rohu4 F: AGGCCAAACGCTCACTCAG (GT),, 14 50 1,5
R: GACACCCGCAGAACCTCACT

Rohu5 F: TGACGCCGACGTGAATGTCAC (GTTT),ATTTAT 13 50 1,5
R: CTGCTGATGACCGTCAACATGAC (GT) ,AT(GT),

Rohul2 F: CAGCGCTGGAACGACACCA (GT)15 61 50 1,5
R: TGCTGCGGGTCATTAGTATTCATC

Rohul7 F: GGGGCCATTCAGACCAGCTTATCTAT (GT),, 14 50 1,5
R: GACCCATTGCTGAAATCAACCTGAGT

Rohu34 F: GCGTTGGTCTGGGGTGAA (GT),, 32 50 1,5

R: AGATAGACGGACGGGTTTACGA

* Podrobnéjsi informace nebyly uvedeny ve studii Crooijmans et al. (1997).

satelitovych lokusa bylo vyuZito ,tailed primer* metody. Tato metoda vyuziva dvoudilny
primer, standardni primerové sekvence a ocasku (,tail”), ktery je pfidavan na 5°— konec
primerové sekvence (5-CACGACGTTGTAAAACGAC-3"). ,,Tail* sekvence koresponduje
se standardnim primerem jako M13 univerzalni primer. Pro vizualizaci alelického poly-
morfismu je M13 univerzalni primer oznacen Beckman-Coulter barvou (5"Dye-CACGA-
CGTTGTAAAACGAC-3).

PCR amplifikace byla provadéna v celkovém objemu 15 pl obsahujici 70-100 ng ge-
nomové DNA, 10x PCR reak¢ni pufr (Buffer IV: 750mM Tris-HCI pH 8.8, 200mM
(NH,),SO,, 0,1% Tween 20), 1,5mM MgCl,, 150 uM kazdého dNTP, 5 pmol reverzniho
a M13-tailed primeru, 1 pmol M13 oznateného primeru a 0,75 U Tag DNA polymerazy
(ABgene). Amplifikace byla provddéna v TGRADIENT Thermocycleru (Whatman Bio-
metra) s nasledujicimi podminkami: 3 min 95 °C a poté 35-38 cykli 1 min 95 °C, 50 s Ta
(Tab. 2), 1 min 72 °C, zavéretna elongace 10 min 72 °C. Pro predbéZzné zjisténi vhodnosti
vytipovanych primert bylo vyuZito identifikace fragmenta na 1,7% agarozovém gelu v elek-
troforetickém pufru SB (Sodium boric acid medium, 10mM NaOH a pH upraveno na 8,5
pomoci H,BO,). Amplifikované produkty byly analyzovény genetickym analyzalnim systé-
mem Beckman Coulter CEQ™ 8800.

28



Vysledky a diskuse

Rozsiteni v Ceské republice

Vyskytu ouklejky pruhované nebyla dosud vénovana vetsi pozornost, nebot tento druh nebyl
z rybéarského hlediska zajimavy. V minulosti byla ouklejka pruhovana povazovéana za béz-
nou rybu mensich vodnich toku, charakteru parmového pasma. Dyk (1956) pise o vyskytu
ouklejky pruhované v CR: ,,Pocinaje lipanovym nebo dolni hranici pstruhového pasma,
nebude patrné chybét v zadné z nasich rek”. Periaz (1976), ktery se zabyval umelym vytérem
a ranym vyvojem tohoto druhu, rovnéz povazuje ouklejku pruhovanou za ,,hojného obyva-
tele proudivych tisekt horskych a podhorskych oblasti Ceskoslovenska a typickym druhem
pro feky Ceskomoravské vysociny*.

AZ v souvislosti se zhorSovanim kvality vod a technickymi Gpravami se projevil bioindi-
katni v§znam tohoto druhu, ktery citlivé reaguje na kvalitu vody i zmény teplotnich poméru.
Vedle znetisténi, predevs§im vystavba prehrad vedla k vymizeni ouklejky pruhované z dlou-
hych fi¢nich Gseku, které byly zatopeny prehradnimi jezery i z ¢asti toku pod i nad Gdolnimi
nadrzemi. Z oblasti Gdolni nadrze Lipno pred vystavbou prehrady, tento druh uvadéli Vostra-
dovsky & Novak (1959). Ouklejka se tam vyskytovala napr. v pritocich UN Lipno Pestrice
a Vytonsky (Vostradovsky 1968). Obdobné se ouklejka pruhovana vyskytovala v Malsi v Casti
pozdé&ji zatopené tdolni nadrzi Rimov (Vostradovsky 1978). Ve viech zminéngch pripadech
populace ouklejky zanikly. V rece Svratce od TiSnova (f.km 70) aZ po Heralec (f.km 150) byla
v obdobi pred vybudovanim tdolni nadrze Vir (1953) ouklejka pruhované jednim z nejhojnéj-
Sich druhu (Libosvarsky et al. 1954). Po vybudovén{ prehrady tam tento druh témér vymizel,
kdyZ jsme jej zjistili pri vyzkumech v letech 1969-1975 pouze ojedinéle na jediné lokalité
(f.km 123), Lusk (1978, nepublikované vysledky). Obdobné ouklejka pruhovani vymizela
z dalsich toku, kde byla pred vybudovanim prehrad hojnym druhem; Jihlava — UN Mohelno
a UN Dalesice (Lusk 1977), Oslava — UN Mostisté (Hochman & Jirasek 1969, Lusk 1978),
Dyje UN Vranov a UN Znojmo (Hochman & Jirasek 1958, Lusk et al. 1999).

Soutasné poznatky nasvédtuji, ze vyskyt tohoto druhu v jednotlivych Gmorich v ramci
Ceské republiky je znacné rozdilny. V povodi Labe a Vltavy je znadmy aktualn{ vyskyt ouk-
lejky pruhované v potoce Kocéaba, odkud jsou i vzorky pro genetické analyzy. Vyskyt tohoto
druhu tam vzpomina jiz Oliva (1949). Z dal3ich zaznamu lze odvodit, Ze se muZze vyskytovat
v nékterych pritocich horni asti Vltavy véetné pritoka tdolni nadrze Lipno (Vostradovsky
1965). Tam prozatim jediny pozitivni nalez v roce 2008 utinil Dvorak (osobni sdé€lenf)
v potoce Pestfice, pravostranny pritok UN Lipno. V oblasti horniho povodi Sazavy psal
o vyskytu ouklejky pruhované Bartik (1953). Podle n¢j se tento druh vyskytoval v toku
Séazavy od Pribyslavi po Svétlou nad Sazavou. Z pritokt se ouklejka pruhované vyskytovala
v potocich Macourovsky, Usobsky, Perlovy a Lucicsky. V oblasti horni Sazavy je potvrzen
vyskyt ouklejky pruhované nad Pribyslavi v Giseku mezi £km 187 az 200. Nepotvrzena je
informace o vyskytu tohoto druhu v fitce Modla (pfitok Labe), Dr. J. Kfizek (osobni sd¢le-
ni). Dal¥{ aktuélni vyskyt ouklejky pruhované z vodnich tokt v povodi Labe a Vltavy nebyl
zjistén a prezentovan.

V povodi Moravy pres vymizeni tohoto druhu z dlouhych Gsekt nékterych toku v du-
sledku vystavby prehrad (viz vy3e) je vyskyt ouklejky pruhované vyrazné Cetnéjsi. Vy-
skytuje se predevs§im v radé mensich tokl v Castech, které maji charakter parmového a li-

s vz

panového pasma, jako napr. Rokytna, doln{ ¢ast Jihlavy, Svratka pod Ti$novem, Loutka,
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Betva a dal3i (prehled veetné odkazi viz Hanel & Lusk 2005). Ojedinéle se s timto druhem
muZeme setkat i v dolnim toku Moravy a v dolnim toku Dyje nad jejich soutokem. Rovnéz
v povodi Odry je ouklejka pruhovand misty hojnym druhem (Lojkéasek & Lusk 2004).

Ouklejka pruhovana je zafazena v ramci zv1asté chranénych druhu do kategorie ,,silné
ohrozeny druh® (Vyhl. 395/1992 Sb.). V Cervenych seznamech je pro tzemi CR zarazena
do skupiny obecné ohroZzenych druhu — kategorie ,,ohrozeny* (Lusk et al. 2004, 2006). Roz-
dilné je dil¢i hodnoceni ouklejky pruhované v ramci hydrologickych systému podle Gmori:
Severni more (povodi Labe a Vltavy) — kriticky ohroZzeny, Baltické more (povodi Odry) —
ohrozeny, Cerné more (povodi Moravy a Dyje) — zranitelny (Lusk et al. 2006).

Analyza alozymu
Elektroforetickou analyzu jsme provedli u 14 proteinovych systéma ve 28 lokusech. Va-
riabilita byla nalezena celkem v 10 lokusech; tfi lokusy nebylo moZzné vyhodnotit pro ne-
dostatetné jasné elektroforetické rozdéleni. Ostatni lokusy (celkem 15) byly monomorfni.
Prehled vyskytu polymorfnich lokusu ve zkouman§ych populacich s uvedenim frekvenc{
jednotlivych alel v téchto lokusech udava Tab. 3

V3echny tfi zkoumané populace mély témer shodné charakteristiky: stejny prumerny
pocet alel 1,2 na lokus, procento polymorfnich lokusu ¢inilo 16, u populace z Betvy 20.
Pramérné heterozygotnost byla u Betvy 0,050, u Vsetinské Betvy 0,039 a u Dyje 0,044.
Geneticka podobnost Nei (1972) byla velmi vysoka: Becva/Vs. Betva 99,5%, Becva/Dyje
99,3%, Vs.Becva/Dyje 99,7%. Znatné geneticka podobnost populaci z CR je velmi zajimavé
a prekvapujici zjisténi, protoze uvedeny druh tvori relativné izolované lokalni populace,
neuskute¢nuje migrace na vétsi vzdalenosti (na rozdil od ostroretky stéhovavé, podoustve
fitni, pripadné i parmy obecné). Bylo by tedy moZné predpokladat, Ze tato izolace muZze
vést vlivem genetického driftu k postupnému genetickému rozruznéni jednotlivych popu-
laci alespori podle hlavnich povodi. Betva a Dyje, atkoliv obé patfi do povodi Moravy
jsou z hlediska mozného kontaktu dlouhodobé separovany a presto zjisténé mezipopulaéni
rozdily jsou minimalni.

Zdkladni charakteristiky mikrosatelitovych lokust
Polymorfismus amplifikovanych mikrosatelitovych lokust byl testovan na 7 populacich
obyvajici tzemi Ceské republiky. Ze setu 23 paru primert, 12 Gspeésné amplifikovalo PCR
produkt a u 11 se objevil bud smir, nebo se nevytvoril zadny PCR produkt. Dal3f analyzy
ukazaly, Ze z 12 amplifikovanych mikrosatelitovych lokust bylo 10 polymorfnich s pru-
meérnym poctem alel 6,3/lokus (rozmezi 2—-12 alel/lokus) a dva byly monomorfni. Nejvice
polymorfni lokusy byly MEW19, MFW1, MFW5, MFW17 a Rohul2, kazdy vykazoval 12,
resp. 10, 9, 8 a 8 alel (Tab. 5). Charakteristika primeru, opakujici se motiv, Ta (annealing
temperature), pocet analyzovanych jedinct, atd. uvadi Tab. 2. VSechny polymorfni lokusy
prokazaly dialelickou heterozygozitu. Rozmezi velikosti nékterych mikrosatelitovych frag-
mentu se ukézalo byt vhodné pro sestaveni PCR multiplexu vedouciho k dal$imu urychlent
a zlevnéni populatnich analyz. Vysledky nasi studie potvrzuji zavéry uvadéné v Tong et
al. (2005) o vhodnosti mikrosatelitového markeru MFW1 pro populatni studii cyprinida.
Marker MFW1 ukazal vysokou konzervovanost okrajovych oblasti a zaroven dostate¢nou
délkovou variabilitu v opakujici se oblasti.

Genotypové data byla pouZzita k vypoCtu Hardy-Weinbergové otekéavané (H,) a pozo-
rované (H,) heterozygozity v kazdém polymorfnim lokusu pomoci populatniho genetic-
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Tab. 3. Frekvence alel v polymorfnich lokusech ve zkoumanych populacich Alburnoides bipunctatus (N-pocet
hodnocenych jedinct).

Lokus Alela Dyje Vset. Becva Becva
ADH* (N) 1 1 29
A 1 1 0,741
B 0 0 0,259
C 0 0
GPI-1* (N) 10 23 29
A 1 0,978 1
B 0 0 0
C 0 0 0
D 0 0 0
E 0 0,022 0
G3PDH-1* ™) 10 20 29
A 0,875
B 0 0,125 0
SMDH-1* (N) 10 20 29
A 0,900 0,825 0,690
B 0,100 0,175 0,310
C 0 0 0
SMDH-2%* (N) 10 23 28
A 0,400 0,174 0,161
B 0,600 0,826 0,839
C 0 0 0
6PGH* N) 10 20 23
A 0,900 0,913
B 0 0 0
C 0,100 0 0,087
PGM-1* (N) 10 18 29
A 0 0 0
B 0 0 0
C 0,950 0917 0,948
D 0,050 0,083 0,052

Monomorfnf lokusy:
SAAT*, mAAT-1*;mAAT-2*, GPI-2*, AK*; mIDHP*; LDH-C*; mMDH*

kého softwaru GenAlEx 6 (Peakall & Smouse 2005). Otekédvana heterozygozita (H,) pro
10 polymorfnich lokusi varirovala v rozmezi 0,23-0,80. Pozorovana heterozygozita (H,)
kolisala od 0,21 do 0,73 (Tab. 5). Vétsina polymorfnich mikrosatelitovych lokusu uvadé-
nych v této studii se ukazaly byt dostate¢né variabilni a vhodné pro aplikace v populaéni
a ochranarské biologii.

Fylogeografie rodu Alburnoides na zdkladé sekvence cyt b

Pro prvotni nihled na druhovou diverzitu rodu Alburnoides na izemi CR a SR jsme vybrali
osm lokalit ze tf{ Gmor{ (Obr. 1). Anal§zy mitochondrialniho genu cyt b (791 bp) odhalily
u zkoumangch jedinct devét haplotypu (H_1-9) lisici se v 1-5 nukleotidov§ch pozicich (tj.

az 0.63% z celkové analyzované sekvence; Obr. 2). Tyto mitochondrialni haplotypy tvori
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Tab. 5. Zékladn{ charakteristiky 12 mikrosatelitovych markert A. bipunctatus - velikost produktu, pocet alel
na lokus, pozorované (H)) a otekavana (H,) heterozygozita.

Lokus . H H

Velikost produktu (bp) ~ Pocet alel ° P Reference
MFW1 165-197 10 0,60 0,67  Crooijmans et al. (1997)
MFW5 168—-192 9 0,31 0,53  Crooijmans et al. (1997)
MFW17 179-194 8 0,73 0,67  Crooijmans et al. (1997)
MFW19 169-205 12 0,71 0,80  Crooijmans et al. (1997)
Lco3 235 1 0,00 0,00  Turner et al. (2004)
Lco5 142-150 4 0,31 0,50  Turner et al. (2004)
Lco6 70-76 4 0,85 0,53  Turner et al. (2004)
Rohu4 100-107 2 0,43 0,25  Gheyas, nepublikovano
Rohu5 281-284 3 0,21 0,23 Gheyas, nepublikovano
Rohul2 69-83 8 0,73 0,69  Gheyas, nepublikovano
Rohul7 111 1 0,00 0,00  Gheyas, nepublikovano
Rohu34 117-126 3 0,34 0,31  Gheyas, nepublikovano

linii_I (L_I), ktera obyva tzemi CR a SR a byla také nalezena ve Francii v fece Saone
(povodi reky Loire). Dle Kottelat & Freyhof (2007) toto tzemi obyva druh Alburnoides
bipunctatus. Distribu¢ni tzem{ tohoto druhu je rozsahlé — saha od Francie po Afghéanistan
a my jsme pro vzajemné porovnani zahrnuli do fylogenetické analyzy i jedince ze Ctyf lo-
kalit z tizem{ Chorvatska a jedné lokality z Ruska. Tvorili odli$né linie tohoto druhu — L_II
s haplotypy H_10-13 a linii L_V s haplotypem H_15 respektive. Pfedbézn€ byli oznateni
jako Alburnoides sp. (Tab. 1). Pro doplnéni jsme vyuzili i sekvence z databaze GenBank,
které nesly poddruhové oznaceni A. bipunctatus ohridanus (AF090740, AF090741) a A.
bipunctatus strymonicus (AF090742). Tyto jedinci se vyrazne odliSovali od zminénych ti{
linif a oznacili jsme je jako linii L_III s haplotypy H_16—17 alinii L_IV s haplotypem H_14
respektive (Obr. 2). Viechny haplotypové sekvence byly umistény do mezinarodni databaze
GenBank.

Miru sekventni divergence jednotlivych haplotypu uvadi Tab. 4. Haplotypy A. bipuncta-
tus (linie_I) se odliSovaly v rozmezi 0,17% — 1,29%. Linie_I se od ostatnich lini{ odliSovala

Obr. 2. Nezakorenéna haplotypova sit zalozena na sekvencich cyt b (791 bp). Jednotlivé uzly nesou oznacten{

haplotypu a propor¢né odpovidaji haplotypové frekvenci (viz Tab. 1). Linijni pfislusnost jednotlivych haploty-
pu je vyznacena (L_I-L_V).
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takto: L_I vs. L_II (3,99% — 5,87%), L_I vs. L_III (6,50% — 8,43%), L_I vs. L_IV (12,34%
—13,77%) aL_1 vs. L_V (5,74% — 7,32%). Viem péti liniim bychom mohli pfisoudit druho-
vou Grover, a tedy vysledky potvrzuji naznatenou hypotézu (Kottelat & Freyhof 2007), Ze
potet druhu v tomto rodu je velmi podhodnocen. Autofi naznacuji, ze molekularn{ studie
Alburnoides z Cerné Hory, Recka, Bulharska, Krymu a Kavkazu pravdépodobné repre-
zentuji odli$né druhy. Toto tvrzeni navic rozSifujeme o vyskyt odli$nych lini{ s druhovou
arovni na Gzemi Chorvatska a v povodi reky Volhy. Bayesovsky konsensualni strom kon-
struovany pomoci Ctyt statistickych metod (NJ/MP/ML/BI) zobrazuje pet monofyletickch
skupin vétsinou se silnymi bootstrap podporami a posteriornimi probabilitami (Obr. 3).

{ } Alburnus alburnus

H 15 |LV
75/76/63/0.50

H 13
100/96/95/0.50

Ln
H_11
64/60/68/1.00
H_10

H 14 |L.v
-I-176/1.00

H_16
—EOISSI78I1 .00
H_17

-/-1-10.50
-H_4

L_m

—H_2

s7ssoszin.oo| [H-3
H_1

H_9 Alburnoides bipunctatus

L_I
H_8 -

H_7

H 6

H_5

0.04

Obr. 3. Bayesovsky konsensualni strom sestrojeny na zakladé sekvenci cyt b. Cisla v uzlech stromu reprezentu-
ji NJ/MP/ML bootstrap podpory a bayesovské posteriorni probability pri 1000 opakovani; pouze hodnoty nad
50% jsou zobrazeny. Linijni prislu$nost i haplotypy A. bipunctatus jsou zvyraznény.
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Summary

In the waters of the Czech Republic, the Spitlin (Alburnoides bipunctatus) is among the heavily
endangered species under legal protection (Intimation no. 395/1992). In the 2005 version of the
Red List, the species is listed in the “endangered” category. The status of this species differs
in the different sea-drainage areas. In the drainage area of the river Labe (North Sea), covering
62.5 % of the territory of this country, the status of spirlin is critical. At present, its occurrence
has been confirmed in only four localities! A considerably better situation is found in the draina-
ge area of the river Morava where the species occurs in most streams of the barbel and grayling
zones. Similarly, it is locally abundant in the drainage area of the river Odra. The most impor-
tant factors limiting the occurrence of spirlin in the Czech Republic include dams and dam re-
servoirs, followed by local water pollution in smaller streams. In incidental attempts at restoring
the occurrence of spitlin in a stream it is essential to consider the genetic characteristics of the
stock population to be used within a particular hydrological region (Lusk et al. 2002).

Protein electrophoresis has indicated that the three spirlin populations under study in the
Morava drainage area show almost identical genetic characteristics (n, = 1.2; P = 16-20 %;
H, = 0.039-0.050). They also show considerable genetic similarity (Nei 1972), varying
between 99.3 and 99.7 %.

Analyses of 16 specimens taken from eight localities in the sea-drainage areas of the Bal-
tic, Black, and North Sea have yielded the following preliminary results. Sequential analysis of
the mitochondrial gene cytochrome b indicates the presence of a single line (L I) in the Czech
Republic and Slovakia. We have identified nine haplotypes (H 1 —9) differing in 1-5 nucleotide
positions. Intraspecific divergence varied between 0.17 and 1.29 %. The territories of Croatia and
Russia have been found to comprise considerably different lines, L IT and L V respectively, which
could be considered to be different on the species level. We have tentatively denoted these lines as
Alburnoides sp. This observation is at variance with the hitherto statement of a single range of A.
bipunctatus, reaching from France to Afghanistan. A phylogram constructed using four different
statistical methods (NJ/MP/ML/BI) divided the specimens under study into five monophyletic
groups, most of which showed heavy bootstrap supports and posterior probabilities: L I (A. bi-
punctatus, France, Czech Rep., Slovakia), L Il (Alburnoides sp., Croatia), L IlI (A. bipunctatus
ohridanus, adopted from GenBank database, Greece), L IV (A. bipunctatus strymonicus, the
subspecific name from GenBank database, Greece), and L V (Alburnoides sp., Russia).

Podékovani

Studie byla zpracovana v ramci feSeni projektu r.c. VaV-SM/6/3/05 finantné podporovaného Ministerstvem
zivotniho prostredi CR.
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